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Scientific paper 

COMPARISON OF DIFFERENT SELECTION INDICES FOR 
GENETIC IMPROVEMENT OF ECONOMIC TRAITS IN 

SILKWORM (BOMB VXMORJ L.) LINES 

M. GHANIPOOR1 , S. Z. MIRHOSSEINI 2  A. SHADPARVAR2, A.R. SEIDAVI3* & 
A. R. BIZHANNIA1  

1. Iran Silkworm Research Center, Rasht, Iran. 
2. Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, University of Guilan, Iran. 

3. Islamic Azad University, Science and Research Branch, Iran (Corresponding Author). 

Genetic parameters and economic values of some important traits in six commercial silkworm 
pure lines (110, 107, 101433, Xinhangl, Komingi and Y) were analyzed and selection indices for 
these traits were developed. Economic values oftra its were estimated by data simulation method using 
a deterministic model. Individual recordings on cocoon weight, shell weight and shell ratio were 
carried out in sir generations. Heritability and correlation coefficients were estimated by,  REML 
method. Heritability ofcocoon weight and cocoon shell weight were higher than heritability ofcocoon 
shell ratio. In each variety, three selection indexes including conventional index, restricted index and 
base index were constructed. Restricting the genetic gain ofcocoon weight caused economic efficiency 
to reduce. The negative effect of restricting index in Komingi line was lower due to lower genetic 
correlation between cocoon weight and shell weight and as a result, less effect on genetic gain ofshell 
weight. Results obtained from this study showed that the separate breeding St rat e' must be designed 
in the varieties and different  selection index should be constructed. 

Keywords: Cocoon, genetic parameters, selection index, silkworm. 

INTRODUCTION 

The aim of silkworm breeding is to improve economic traits in order to increase the profit of 
cocoon producers and other sections of sericulture industry. In sericulture numerous traits are 
considered as important. The importance of these traits in various parts of this industry is different. 
Because the economic importance of different traits is not similar, hence the main emphasis should 
be focused on the traits which have more value in economic efficiency of production system. The use 
of selection index for genetic and economic improvement of traits in the shortest time will have the 
highest improvement (Harris, 1970). 

A few studies had been occurred on determination of better selection indices based on important 
characteristics. The selection index method which incorporates genetic, phenotypic and economic 
parameters has been widely used for determining the selection emphasis in livestock breeding (Harris 
and Newman, 1992). Kumaresan et al. (2000) have performed the selection index program for 
quantitative traits of5ô multivoltine silkworm races which resulted into three clusters often genotypes 

* Corresponding Author Address (Alireza Seidavi): House No. 180- Vali Asr Alley- Chamran Avenue- Rasht-
Gilan- I.R.Iran. Posting code: 41857-43999 Email: alirezaseidavi@yahoo.com  
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DIFFERENT SELECTION INDICES FOR GENETIC IMPROVEMENT IN B. MOR1 L 

with index values for utilization in hybridization. In another study (Kumar et al., 1995) selection 
indices of 46 bivoltine races of silkworm were determined. 

The goal of the present study is to determine selection indices for cocoon weight, shell weight 
and shell percentage in 6 silkworm pure lines and to compare efficiency of different selection indices 
in these varieties. 

MATERIALS AND METHODS 

The present investigation has been performed on 6 pure lines which were produced in Silkworm 
Research Center of Iran including Xinhongl, 107 and 101433 (with Japanese origin) and 110, 
Komingi and Y (with Chinese origin). Silkworm rearing technique included single batch rearing 
system. Feeding and other conditions of larval rearing were conducted following the standard 
procedure (ESCAP, 1993). In order to estimate genetic and environmental parameters of cocoon 
weight, shell weight and shell percentage, the data obtained from 6 rearing periods or generations (3 
spring rearing seasons and 3 autumn rearing seasons) as well as base population (80 male and 80 
female cocoons in each line) were used. In each line and generation, 24 families were reared so that 
30 male and 30 female full sib cocoons were individually recorded for cocoon traits per family. Totally, 
the size of data used for estimating genetic parameters was 8800 records per line for each trait. 
Variance and covariance components were estimated with the method of restricted maximum 
likelihood (REML) through derivative free algorithm based on ftll sib data in a 3 traits animal model 
and then genetic, environmental and phenotypic correlations and also heritability of traits were 
derived. 

For calculating economic values, the data simulation method by system analysis was used. In this 
method, using a mathematical model, relation between returns, costs and in general, production system 
components are explained and this is known as profit equation. More details on deriving economic 
values have been presented in reference (Ghanipoor, 2002). 

The calculated selection indices included conventional index, restricted index (for restricting 
cocoon weight improvement) and base index. Source of information in conventional index included 
individual information from the three traits. The conventional index coefficients were calculated from 
the following equation: 

b=P 1 Gv 	 [2] 

In the above equation P is m Xrn matrix of phenotypic covariance between record sources, C is 
m xn matrix of additive genetic covariances between record sources and animal additive genetic values 
for the present traits in aggregate genotype and v is n x  J vector of trait economic values (m and n are 
number of record sources in selection index and number of traits in breeding objective, respectively). 

The selection index coefficients in restricted index (which was formed for limiting genetic gain 
of cocoon weight) were calculated from the following equation (Akbar etal., 1986): 

b =[Id - P'GCr (C rG PGCr )- Cr G ]P 'G V 	 [3] 

In the above equation Id is m x  m identity matrix and Cr is a n x / zero vector which only in the 
row of cocoon weight (the trait which has been restricted) is equal to 1. Selection in base index (Ibp) 
was based on own individual corrected phenotype (corrected for fixed effects) and as a result, vector 
of index coefficients and economic values were equal. It means: 

[4] 
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lb  = V X 
	

[4] 

The expected change in mean additive genetic values of traits (Rg ) and also expected gain in 
economic efficiency of production system (RH) were calculated from the following equations: 

. 

	

Rg=l bG 	 [5] 

RH = irH laH [6] 

where cl and crH are selection index and aggregate genotype standard deviations, rj-i• j is selection 
accuracy and i is selection intensity which was considered as unit. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The economic values of traits are presented in Table I. Using genetic parameters (Figures 1 and 2) 
and economic values (Table I), selection indices were constructed. In Table II expected genetic 
changes of the traits after one generation of selection by the indices are presented. In conventional 
and base indices, the expected gain of shell weight was higher in 10/433 and in restricted index, 
improvement of this trait was higher in Ko,ningl. The highest expected genetic gain for shell 
percentage was related to line Korningi. The expected genetic improvement of cocoon weight in line 
/01433 was higher due to higher heritability and genetic correlation with sheliweight. Accordingly, 
the higher improvement of shell weight in 101433 is due to its higher heritability and correlation with 
cocoon weight. 

110 	107 	101433 Vinhangl Korningi 	Y 

Figure 1. Heritability of cocoon weight, shell weight and shell percentage in the studied varieties. 

Figure 1. Héritabilité pour Fe poids du cocon, Fe poids de la coque Ct Ia richesse soyeuse chez les variélés 
étudiées. 
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Figure 2. Additive genetic correlations among cocoon weight (CII'), cocoon shell weight (CSW) and cocoon 
shell percentage (CSP) in the studied varieties. 

Figure 2. Correlations génétiques additives pour lepoids du cocon (CW) lepoids de Ia coque soyeuse (CS 09 
et Iepourcentage de richesse soyeuse (CSP) chez les variéths étudiées. 

Table I. Economic values of traits (per breeding moth per year) in the studied varieties. 

Tableau I. Valeurs économiques pour les caractéres (par papillon par année) chez les variétés 
étudiées. 

Variety Cocoon weight Shell weight Shell percentage 

Variété Poids du cocon Poids de ía coque Richesse soyeuse 
(USSIg) (USSIg) (US S/%) 

110 0.782 13.870 0.227 
107 0.780 21.774 0.316 
101433 0.644 15.366 0.267 
Xinhongl 0.739 45.305 0.706 
Komingl 0.736 18.135 0.295 
Y 0.836 11.036 0.175 
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Table H. Expected genetic change of mean traits for cocoon weight (g), shell weight (g) and shell 
percentage (%) in different selection indexes in the studied varieties. 

Tableau II. Changements generiques escomptés pour les principaux caractères, lepoids du cocon 
(g), Fe poids de Ia coque (g) et Ia richesse soyeuse (%) avec différents indices de selection chez les 
variétés étudiées. 

Conventional index Restricted index Base index 

Variety 	Cocoon 	Shell 	Shell Cocoon 	Shell 	Shell Cocoon 	Shell 	Shell 
weight 	weight percentage weight 	weight percentage weight 	weight 	weight 

Indice con ventionnel Indice restreint Indice de base 

Poids du Poids de Richesse Poids du Poids de Richesse Poids du 	Poids Richesse 
cocon 	ía coque soyeuse cocon 	Ia coque soyeuse cocon 	de ía 	soyeuse 

Variété coque 

110 0.065 0.019 0.35 

107 0.049 0.009 -0.06 

101433 0.132 0.034 0.26 

Xinhongl 0.085 0.030 0.59 

Komingl 0.018 0.019 1.01 

Y 0.065 0.020 0.35 

0 	0.0097 0.52 0.056 0.017 0,38 

0 	0.0031 0.22 0.024 0.006 0.11 

0 	0.0067 0.42 0.098 0.027 0.33 

0 	0.0100 0.57 0.060 0.023 0.54 

0 	0.0170 1.10 0.020 0.019 0.96 

0 	0.0096 0.54 0.056 0.019 0.37 

As a result, it is expected that restricting the genetic improvement of cocoon weight in line 101433 
causes considerable reduction of shell weight gain. Since, the shell weight is the most important 
economic trait, hence reduced improvement in this trait will bring about great economic decline. The 
negative effect of restricting index on selection efficiency in Komingi was lower due to lower genetic 
correlation between cocoon weight and shell weight and as a result, less effect on genetic gain of shell 
weight. Leiri etal. (2004) have suggested that BLUP selection should always be preferred to restricted 
BLUP selection because of the smaller risk of selection and this choice is especially important for the 
situation where the genetic parameters act as limiting factors for the achievement of intended genetic 
gains. In all the varieties the genetic gain of shell percentage was increased by restricting cocoon 
weight gain which this was due to either negative or low genetic correlation between cocoon weight 
and shell percentage. 

The negative effect of restriction in index on economic efficiency was lower in Komingi and 
higher in 101433 (Figure 3). The relative efficiency of using base index to conventional index in 
Komingi was higher (96.76%). With increasing heritability of the traits, the efficiency of base index 
is increased and when the heritability of traits equal to unit, the base and conventional indices become 
similar. Bhatia and Paul (1996) have indicated that performance of selection index is slightly superior 
to phenotypic index and with respect to the ease in fitting, phenotypic index may be advocated for 
such situations. 
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110 	107 	101433 Xinhangl Kwnizg1 	F 

Figure 3. Relative efficiency (%) of restricted to conventional index (Jr/Ic) and base to conventional index 
(lb/Ic) in improvement of economic efficiency of production system in the studied varieties. 

Figure 3. Efficacité relative (%) de l'indice restreint a conventionnel 'IrfJc) et de l'indice de base a 
conventionnel (lb/Ic) pour améliorer I'efficacieé économique du système de production chez les variétés 
étudiées. 

With respect to the obtained results from this study it is concluded that commercial silkworm 
pure lines are reproduced and multiplied under a close (intra- line) mating system. Furthermore, their 
genetic parameters (because of different gene frequencies) and economic values (because of different 
production factors such as traits' mean and economic parameters) ofcharacteristics are different. Thus 
a separate breeding strategy must be designed in the varieties and different selection index should be 
constructed. Also economic characters have high heritability showing that individual index selection 
can be performed efficiently to improve important traits in a few generations. One of the reasons 
possibly is that all the varieties are reared in a standard condition and environmental factors have 
insignificant effects on phenotypic variation of the traits. it is suggested that more studies should be 
carried out to know effect of index selection on commercial hybrid performance, also more discussion 
on modeling to derive economic values and its relation with genetic economic gains. 
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Article scientijigue 

COMPARAISON DE DIFFERENTS INDICES DE SELECTION 
POUR L'AMELIORATION GENETIQUE DES CARACTERES 

ECONOMIQUES CHEZ LE VER A SOlE (BOMBYX MORI L.) 

M. GHANIPOOR', S. Z. MIRIIOSSEINI2, A. SHADPARVAR2, A. R. SELDAVI3* & 
A. R. BIZHANNIA 

1. Iran Silkworm Research Center, Rasht, Iran. 
2. Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, University of Guilan, Iran. 

3. Islamic Azad University, Science and Research Branch, Iran. 

Nous avons analyse lesparamCtres génetiques et les valeurs économiques de certains caractCres 
imporlants chez six lignées commercialespures du vera soie (110, 107, 101433, Xinhongl, Komingl 
et Y) et nous avons mis au point des indices de selection pour ces caractCres. Nous avons estimé les 
valeurs Cconomiques pour ces caracléres par la méthode de simulation des données en utilisant un 
modéle déterministe. Nous avonsprocédé aux enregistrements individuels pour lepoids du cocon, Ic 
poids de la coque cur six generations. Nous avons estimé I 'hCritabilité et les coefficients économiques 
par la méthode REML. L 'héritabilité pour le poids du cocon et le poids de la coque est plus élevée 
que l'heritabilité pour la richesse soyeuse. C'hez chaque variété, nous avons construit trois indices de 
selection dont I 'indice conventionnel, I 'indice restreint et I 'indice de base. La restriction du gain 
genetique pour le poids du cocon entraine la diminution de 1 'efficacité économique. L 'effet négatif 
de I 'indice de restriction chez la lignCe Koming I estplusfaible en raison de la correlation gCnélique 
plus faible entre lepoids du cocon et lepoids de la coque et ii en résulte un effet moms important du 
gain génétique pour lepoids de la coque. Les résultats obtenus dans cette etude montrent qu 'ilfaut 
concevoir tine strategie de lignage séparée et construire un indice de selection dfférent en fonction 
des variétés. 

INTRODUCTION 

Le but du lignage du ver a soie est d'améliorer les caractères économiques pour augmenter le 
profit pour les producteurs de cocons et les autres secteurs de l'industrie sénicicole. En sériciculture, 
de nombreux caractères sont considérés comme importants. L'importance de ces caractères dans les 
différents secteurs de cetie industrie vane. Comme l'importance économique des différents caractères 
n'cst pas semblabie, ii faudrait donc principalement s'attacher aux caractères qui ont le plus de valeur 
pour l'efficacité économique du système de production. L'utilisation d'un indice de selection pour 
l'amélioration génétique et économique des caractères sur la durée la plus courte permet les meilleures 
ameliorations (Harris, 1970). 

Quelques etudes ont été réalisées pour determiner de mcilleurs indices de selection en fonction 
des caracténstiques importantes. On a beaucoup utilisé la méthode de l'mdice de selection qui 
incorpore des paramCtres génétiques, phCnotypiques et économiques pour determiner l'intensité de la 
selection dans le lignage du bétail (Harris et Newman, 1992). Kumaresan et coil., (2000) ont réalisé 

* Auteur auquel adresser la correspondance: Alireza Seidavi, House No. 180- Vali Asr Alley - Chamran Avenue 
- Rasht- Gilan - Iran. Code postal 41857-43999. Email alirezaseidaviyahoo.com  
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un programme d'indices de selection pour les caractères quantitatifs de 56 races de ver a soie 
polyvoltines qul a débouché sur trois groupes de dix genotypes avec des valeurs d'indice a utiliser 
dans I 'hybridation. Dans une autre étude (Kumar et coil., 1995), on a déterminé des indices de selection 
pour 46 races bivoltines, 

Le but de cette étude est de determiner des indices de selection pour le poids du cocon, le poids 
de Ia coque et Ia richesse soyeuse chez 6 lignées pures de vers a soie et de comparer l'efficacité de 
diffCrents indices de selection chez ces variétés. 

MATERIELS ET METHODES 

Cette étude a été réalisée chez 6 lignées pures produites au Centre de Recherche sur le Ver a Sole 
en Iran, comprenantXinhong/, 107 et 101433 (d'originejaponaise) et 110, Komingl et Y(d'origine 
chinoise). La technique d'elevage du vera soie utilisée est celle du système d'eievage par lot unique. 
On suit Ia procedure habituelle pour l'alimentation et les autres conditions d'élevage des larves 
(ESCAP, 1993). Pour estimer les paramètres génétiques et environnementaux pour le poids du cocon, 
le poids de Ia coque et Ia richesse soyeuse, on utilise les données provenant de 6 périodes d'élevage 
ou générations (3 saisons d'elevage au printemps et 3 saisons d'élevage en automne) ainsi qu'une 
population de base (80 cocons males et 80 cocons femelles pour chaque lignée). Pour chaque lignée 
et chaque génération, on éiève 24 families de sorte qu'on enregistre les données pour 30 cocons males 
et 30 cocons femelles frères pour les caractéres des cocons par famille. Au total, Ia tailie des données 
utilisées pour estimer les paramètres genetiques est de 8 800 enregistrements par lignée pour chaque 
caractCre. On estime les composants de variance et de covariance avec Ia méthode de probabilité 
maximum restreinte (REML) par i'aigorithmc libre dérivé d'après les données completes sur les frères 
sceurs dans un modèle pour animal a 3 caractères et on dégage les correlations génétiques, 
environnementales et phénotypiques ainsi que l'héntabilité des caractères. 

Pour calculer les valeurs èconomiques, on adopte Ia méthode de simulation des données par 
l'analyse du systeme. Dans cette mèthode, en utilisant un modèie mathématique, on explique les 
relations entre les profits, les coits, et en gCnéral les composantes du système de production et cela 
s'appelle l'equation de profit. Les réfèrences présentent plus d'informations sur Ia manière de dégager 
les valeurs économiques (Ghanipoor, 2002). 

Les indices de selection caiculés comprennent l'indice conventionnel, l'indice restreint (pour 
restreindre 1' amél ioration du poids du cocon) et 1' indice debase. La source d' information pour l'indice 
conventionnel inclut des informations individuelles pour les trois caractCres. Les coefficients de 
l'indice conventionnel sont calculés a partir de l'èquation suivante 

b=PGv 	 [2] 

Dans l'équation ci-dessus, P est La matrice m x  n de la covariance phénotypique entre les sources 
pour i'enregistrement, G est Ia matrice m xfl  des covariances génCtiques additives entre les sources 
pour I'enregistrement et les valeurs genètiques additives de i'animal pour les caractéristiques actuelles 
de l'ensembie du genotype et v est le vecteur n x  J des valeurs économiques pour le caractCre (rn et 
n sont respectivement le nombre de sources enregistrées avec l'indice de selection et le nombre de 
caractéres visés dans l'objectifde lignage). 

On calcule les coefficients de i'indice de selection dans l'indice restreint (que l'on a formé pour 
limiter le gain génCtique du poids du cocon) d'après l'équation suivante (Akbar et colL., 1986) 

b = [Id - P GC1(CrGP1GCr)-' CrG}P_1 G v 	 [3] 
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Dans l'équation ci-dessus Id  est la matrice d'identité m x  n et Cr est Un vecteur zero n xJ  égal a 
tin que pour la rangée du poids du cocon (le caractére qui a été restreint). La selection dans l'indice 
de base (lbp) s'appuie sur Ic propre phenotype individuel corrigé (corrigC pour les effets fixes) et en 
consequence, le vecteur des coefficients de l'indice et les valeurs économiques sont égaux. Cela 
signifie: 

Ib'x 	 [4] 

Le changement escompte pour les valeurs génétiques additives moyennes des caractéres (Rg) et 
aussi le gain escompté pour l'efficacité économique du système de production (Ru) sont calculés 
d'après les equations suivantes 

Rg =1_j_ 
bG 

 

R1 irHlH   

øü cI et cH sontl'mdice de selection et les écarts type agrégés pour I'ensemble du genotype, rH,J 
est la justesse de la selection et i est l'intensité de selection qui est considérée comme unite. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les valeurs économiques pour les caractéres sont prCsentées dans Ic Tableau I. On construit les 
indices de selection en utilisant les paramétres genétiques (Figures 1 et 2) et les valeurs économiques 
(Tableau I). Dans le Tableau II, les changements génétiques escomptés pour les caractères sont 
présentés aprés une généracion de selection par les indices. Avec les indices conventionnels et de base, 
Ic gain escompté pour le poids de la coque est plus élevé chez /01433 et avec l'indice restreint, 
I'amélioration pour cc caractère est plus importante chez Komingl. Le gain génCtique cscompte le 
plus élevé pour la richesse soyeuse est lie a la lignée Koming 1. L'amélioration génétique escomptée 
pour Ic poids du cocon chez Ia lignCe 101433 est plus élevée en raison de l'héritabilité plus élevée et 
de la correlation avec le poids du cocon. Par consequent, I'amélioration la plus importante pour le 
poids de la coque chez 101433 est due a son héritabilité et a sa correlation plus importante avec Ic 
poids du cocon. 

Par consequent, on prevoit qu'en restreignant l'amélioration genetique au poids du cocon chez la 
Iignée 101433, cela entraine une diminution considerable du gain pour Ic poids de la coque. Puisque 
Ic poids de la coque est Ic caractère économiquc ic plus important, la baisse de larnélioration pour cc 
caractère entraine une perte économique importante. L'effet negatif de l'indice de restriction sur 
l'efficacité de la selection chez Komingl est moms important en raison de Ia correlation gCnétique 
plus faible entre Ic poids du cocon et le poids de Ia coque et par consequent, cela a un effet moms 
important sur Ic gain génétique pour Ic poids de la coque. Leiri et coil., (2004) ont suggéré qu'il faut 
toujours préférer la selection BLUP ala selection restreinte BLUP en raison du plus petit risque de 
selection et cc choix est surtout important dans la situation oü les paramétres génétiques agissent 
comme des facteurs Iimitatifs pour l'obtention des gains genetiques desires. Chcz toutes les variétés, 
le gain génétique pour la richesse soyeuse augmente en restreignant Ic gain pour Ic poids du cocon, 
cc qui est dü a une correlation negative ou faible entre le poids du cocon et la richesse soyeuse. 

L 'effet négatifde la restriction dans I 'indice d'efficacité économique est plus faible chez Komingi 
et plus élevé chez 101433 (Figure 3). L'efficacité relative de l'utilisation d'un indice de base a 
conventionnel chez Komingi est plus élevée (96,76 %). Avec I'augmentation de l'héritabiiité des 
caractèrcs, I'efficacité de l'indice de base augmente et quand l'héritabilité des caractéres est Cgale a 
l'unité, les indices de base et conventionnels deviennent similaires. Bhatia et Paul(1996) ont indique 
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que la performance de 1' indice de selection est légèrement supérieure a celle de 1' indice phénotypique 
et en raison de sa facilité d'utilisation, on peut recommander I'indice phénotypique pour de telles 
situations. 

En ce qui concerne les résultats obtenus dans cette étude, on en conclut que les lignées pures 
commerciales du ver a soie se reproduisent et se multiplient dans le cadre d'un système 
d'accouplement rapproché (intra-lignées), De plus, les caractenstiques de leurs paramètres génétiques 
(en raison des différentes frequences des genes) et de leurs valeurs économiques (en raison de 
différents facteurs de production tels que la moyenne des caractères et les paramétres économiques) 
soft différentes. II faut donc concevoir une strategic de lignage séparée et construire un indice de 
selection different chez les lignées. Tous les caractères économiques ont aussi une héritabilité élevée, 
ce qui montre que I 'on peut procéder efficacement a la selection d'un indice individuel pour améliorer 
des caractères importants en quelques générations. L'une des raisons possibles est que toutes les 
variétés sont élevées dans des conditions habituelles et les facteurs environnementaux ont des effets 
insignifiants sur la variation phénotypique des caractères. 11 faudrait entreprendre plus d'études pour 
connaitre l'effet du choix de I'indice sur la performance commerciale de l'hybride et plus de 
discussions sur la modélisation pour dégager les valeurs économiques et sur sa relation avec les gains 
économiques génétiques. 
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In this research, effect  of some isolates of antagonistic bacteria were investigated against the 
causal agent of root rot ofmulberry  like Fusarium oxysporum F. solani, Lasiodiplodia theobromae. 
and Rhizoctonia solani were collected from  o,-chards ofmulber.y in the Guilan Province, Iran, under 
in vitro and greenhouse conditions. Three hundred and sixty five bacterial isolates, separated from 
the rhizosphere of mulberry infected by the fungi mentioned above and antagonistic ability of 5 
isolates of these bacteria ('3 gram negative and 2 gram positive) were demonstrated by using the dual 
culture method. According to the results of biochemical and morphological trials. 3 isolates: M30, 
i,139 and M163 were identified as Pseudomonas fluorescens. Two isolates, M163 and P15 were 
introduced as Bacillus cereus. In determining the effects of volatile inetabolites produced by 
antagonistic bacteria, all strains, inhibited the growth of the causal agent of root rot of mulberry, in 
in vitro conditions. Culture filtrate and antibiotics produced by these' strains inhibited growth of the 
pathogens. All antagonistic isolates produced siderophore on King s B contained 5. 15, 25 and 50 
tmol FeC13 which inhibited the growth of Geotrichum candidum. Effect  offungicides Rovral T.S on 

strains of antagonistic bacteria indicated that these fungicides had some ejfrct on strains when used 
in 1000 ppm. The bacteria colonization experiment with antagonistic strains increased their 
populations on mulberry root system. in greenhouse conditions antagonistic isolates were used by 
plants and soil drenching. Statistical analysis of data indicated that there existed signIcant 
dfferences between plant treatments and control. The isolate was most effective and disease incidence 
on F. solani, F. oxysporum, L. theobromae. and Rhizoctonia solani by 21.5. 26.5, 25 and 29 % 
respectively. The results of the use of the mixed Rovral TS.fungicide with mixed antagonistic isolates 
showed that there existed significant  disease incidence by 16.5, 21, 21 and 24 % respectively. These 
results suggest that the P. fluorescens and B. cereus isolates studied have an excellent potential to 
be used as biocontrol agents of root rot of mulberry. 

Keywords: Root rot, mulberry, antagonistic bacteria. 

INTRODUCTION 

Mulberry, a woody plant belonging to the genus Morus alba, family Moraceae, is widely 
distributed around the world. Mulberry foliage is the only food for the silkworm (Bombyx mori) and 
it is grown under varied climatic conditions ranging from temperate to tropics. Mulberry leaf is a 
major economic component in sericulture since the quality and quantity ofleafproduced per unit area 
has a direct bearing on cocoon harvest (Datta, 2001). The nutritional quality of mulberry has a 
predominating influence on the growth and development of the larvae of B. mori and subsequently 
on cocoon crop production (Krishnaswami, 1978). Control of the disease has been a major problem 
in mulberry cultivation. It is essential for developing effective control techniques to investigate the 
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ecological characteristics of the disease. However, no substantial studies have been carried out on 
these aspects, although several brief reports have been published (Hara, 1925; Kimura, 1979). In 
addition, integrated control techniques including chemical and biological control have recently been 
developed from an ecological and economic point of view for various plant diseases worldwide. 
Nevertheless, no biocontrol studies on mulberry root rot using antagonistic microorganisms had been 
conducted hitherto. 

In this paper, we reviewed the potential biocontrol agent against root rot agents, P. fluorescens 
M30, M39 and M163 isolates and B. cereus Ml48 and P15 strains, isolated from healthy and root rot 
disease of mulberry. 

MATERIALS AND METHODS 

Isolation of root rot pathogens: 
Since 2002-2004, samples were collected from orchards of mulberry in Rasht, Lahijan, 

Langeroud, Foman, Some-Sara and Parand of Guilan Province, Iran, for isolation of the organism 
causing the disease. Selected root segments, were washed by running water for 3 hours (Yoshida and 
Shirata, 1999), surface disinfected by immersion in a 10% sodium hypochlorite solution for 5 mm., 
rinsed with sterilized water, dried under a laminar airflow hood, and cut into pieces (3-5 mm). The 
tissue pieces were placed on plates containing potato- dextrose agar (PDA, Merck) at 2 %, pH 5.6 + 
0.2, amended with 8 mg/I of streptomycin sulfate, and 50 mg/l of chlortetracycline (Baird etal., 1991). 
The plates were transferred to a controlled environment chamber at a temperature of 26 ± 2° C. The 
identification of the fungi were based on morphology of their fructifications, and cultural 
characteristics (Booth, 1977; 1981; Gerlach and Nirenberg, 1982; Hanlin, 1991). Fungi growing from 
the root rot were subcultured onto PDA for identification using macroscopic and microscopic 
morphological characteristics. More than one fungus was often isolated from a single piece of infected 
tissue. Isolation frequencies based on the number of pieces of infected tissue were determined for the 
genera and species isolated. Single spores of cultures initially identified as Fusariurn spp. were 
transferred to carnation leaf agar and identified using the classification system of Nelson et al., (1983). 
Keys for general identification of the fungi were those developed by Ellis (1971), Sutton (1980), and 
Barnett and Hunter (1986). The isolates were kept in filtrate paper at— 80°C. 

Pathogenicity tests: 
Autoclaved barley grains (300 g barley grains/100 ml distilled water) were infected with plugs 

of a 7-10 day-old pure culture of fungi pathogen, and incubated for 3-4 weeks until grains were covered 
with the fungus. Sterilized barley grains, without fungi, were used as control. Young mulberry plants 
(4-6 month-old) were placed in 15 x  18.5 cm plastic pots, one plant in each of 20 pots. Each pathogenic 
fungi individually infected barley grains and a commercial potted mixture (1: 10 v/v, Grow Mix 
Si-organic substrate) was added to inoculated pot. For the control, sterilized substrate was placed in 
ten pots. The plants were maintained at 25-28°C with saturated relative humidity for 48 hr. After 
uncovering them, the plants remained in the growth chamber at 26 ± 2 °C, and 12 hr of light onloff 
cycle. When foliar symptoms appeared, rotted root segments were surface disinfected, as described 
previously, and placed on PDA plates for reisolation of the pathogen. 

Isolation of antagonistic bacteria isolates and identification: 
Rhizosphere colonizing antagonistic bacteria were isolated from fresh roots of mulberry from 

different area of Guilan province, Iran. After vigorous shaking of excised roots to remove all but 
tightly adhering soil, root segment, (1 g) were shaked in 100 ml of sterile distilled water for 25 mm. 
Fluorescent pseudomonads were isolated on King's medium B (KB). According to the methodology 
of Schaad etal. (2001), antagonistic isolates of bacteria were identified by biochemical, physiological 
and biological tests. 
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Efficacy of antagonistic bacteria isolates to inhibit root rot pathogens in vitro: 
Root rot pathogens isolated from a diseased root rot of the mulberry cultivar Ichinose, was shown 

to be highly virulent isolates in a subsequent pathogenicity test. Efficacy of the antagonistic isolates 
in inhibiting growth of root rot were tested by streaking each bacterial isolate on one side of a Petri 
dish containing potato dextrose agar and nutrient agar (PDA+NA) medium. One 5-mm mycelial 
disc from a 5 days old culture ofF. moniliforme on PDA+ NA was placed at the opposite side of the 
Petri dish. Growth of pathogenic fungi were inhibited when it grew toward the bacterial colony and 
the inhibition zone was measured from the edge of mycelium to the bacterial colony edge. The 
bacterial isolates that inhibited root rot pathogens were identified by specific tests for antagonistic 
bacteria (Schaad et a/., 2001). 

Production of volatile antibiotic: 
250 p1 of a antagonistic bacterial suspension (I x 108 CFU/ ml) were placed at the Petri dish 

containing KB, and a 5 mm mycelial disk of a four days old pure culture of pathogenic fungi were 
placed at the center of another Petri dish containing PDA. Both half plates were placed face to face 
preventing any physical contact between the pathogen and the bacterial suspension, and were sealed 
to isolate the inside atmosphere and to prevent the loss of volatiles formed. Plates were incubated at 
26 C for 6 days and the growth of the pathogen was measured and compared to controls developed 
in the absence of the bioantagonist (mocked inoculation with 6 mm-disk of PDA). Each experiment 
considering a single bacterial isolate was run in triplicate and was repeated at least three times 
(Montealegro et aL. 2003). Results are expressed as means of inhibition (%) of the growth of 
pathogenic fungi in the presence and absence of any bacterial isolate. Percent inhibition was calculated 
using the following formula (Montealegro ci a!, 2003). 

inhibition (%) = (I - ( fungal growth / Control growth)) x  100 

Production of diffusible antibiotic: 
This effect was tested according to Montealegro et al. (2003), PDA plates, covered with a 

cellophane membrane, were inoculated in the center with 250 p1 of a bioantagonistic bacterial 
suspension (lx 108  CFU/ ml). After incubation for 48 hrs at 269  C, the membrane with the grown 
bacterial isolate was removed, and the plate was inoculated in the middle with a 5 mm disk of a pure 
culture of pathogenic fungi plates were later incubated at 269  C for 7 days and the growth of the 
pathogen was measured. Control were run with mocked inoculated PDA containing plates on the 
cellophane membrane (replacing the bacterial suspension by sterile distilled water), and later 
incubated with root rot agents. Each experiment considering a single bacterial isolate was run in 
triplicates and was repeated at least three times. Results are expressed as means of% inhibition of 
growth of pathogenic fungi in the presence and absence of any antibio antagonistic bacterial isolate. 

Extracellular secretion: 
These test were performed in 250 ml Erlenmayr flasks containing 100 ml of sterile nutrient 

broth (NB). 1 ml bacterial suspension isolates (1 x  10 CFU/ ml) were added to the flasks containing 
NB. The flasks were then incubated at 26 QC for 6 days on a rotary shaker at 100 x g at room 
temperature (26 ± 2 9C). Bacterial cells were pelleted by centrifugation at 5000 g for 12 minutes. The 
supel-natants were sterilized with 0.22 pm filtrate. 5, 15 and 25 % (v/v) of culture filtrate were mixed 
with PDA and a 5 mm disk of a four days old pure culture of pathogenic fungi were placed at the 
center of Petri dish. The experiments were independently repeated four times. Results are expressed 
as means of inhibition (%) ofihe growth ofpathogenic fungi in the presence or absence ofany bacterial 
culture filtrate isolates. 

Effect of Fe 3  on antagonism level: 
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This effect was tested according to Pumarino (1995), using FeCl3 x 61120 at 5. 15, 25 and 50 1iMol 
concentrations added to the KB medium. For all tests, the experimental unit was one Petri dish. 

Production of protease: 
This effect was tested according to Maurhofer et al. (1995). Efficacy of the antagonistic bacteria 

isolates in production of protease was tested by streaking each bacterial isolate on Skim milk agar 
medium (SMA) on the Petri dish. Each experiment considering a single bacterial isolate was run in 
triplicate and was repeated four times. The bacterial isolates that produced protease were identified 
by a halo zone surrounding of bacterial colony and were measured (Maurhofer et al., 1995). 

Effect of on pathogenic fungi of root rot and antagonistic isolates in vitro: 
This effect was tested according to Horsfall(l956). The development of antagonistic bacteria and 

pathogenic fungi were tested under Rovral T.S, Tecto and Benlate concentrations of 1, 3, 5, 10, 100 
and 1000 ppm at room temperature (26 ± 2 °C ). For pathogenic fungi, 2 ml of each fungicides 
concentrations mixed with PDA at 50° C and a 5 mm disk of a five days old pure culture of pathogenic 
fungi was placed at the center of Petri dish containing PDA. After incubation for 7 days at 26 9C the 
growth of the pathogen was measured. Controls were run with mocked inoculated PDA on the PDA 
medium (by replacing fungicide concentrations by sterile distilled water). For antagonistic isolates, 
the 5 mm disk of Wathman filter paper number 38, was dipped in the Rovral T.S concentrations for 
2 minutes and was placed at the Petri dish containing KB. After incubation for 48 hrs at 26° C the 
inhibition zone was measured. Four replications per concentration were maintained. In greenhouse 
conditions, 1000 ppm concentration of fungicides were used for soil drenching. 

Results are expressed as means of% inhibition of growth of pathogenic fungi and zone inhibition 
of antagonistic bacteria. Each experiment considering a single bacterial isolate was run in triplicates 
and was repeated at least three times. 

Bacterial ability for root colonization: 
Ability of bacteria to colonize roots was established according to Misaghi (1990). The young 

mulberry plants (4-6 month-old) were placed in 15 x  18.5 cm plastic pots, one plant in each of2O pots 
and were inoculated with 450 ml antagonistic bacterial suspension (1 x 10 CFU/ ml) containing 1% 
gum. The pots were incubated for 4 months at 26 °C, for evaluation, radical apex were isolated and 
crushed in stomacher plastic containing 5 ml distilled water sterile, and the bacterial suspension 
obtained was diluted. 50 uI of these dilutions were cultured on Petri dish containing KB, and incubated 
for 48 his at 26 °C, and CFU were counted. The experimental unit was three replications for each 
antagonistic isolate. Results correspond to the mean of all experiments. 

Greenhouse conditions: 
Efficacy of antagonistic bacteria against root rot pathogens in the greenhouse: 
For evaluation in the greenhouse, the Ichinose cultivar Sensitive to root rot disease was used. 

Infected roots were obtained from plants artificially inoculated with pathogenic fungi. Five isolates 
of antagonistic bacteria isolates that inhibited root rot agents in vitro were tested for their efficacy to 
control root rot disease in the greenhouse. The inoculum of pathogenic fungi were prepared with 
barley grains. 

Preparation of bacterial inocula: 
Cells of antagonistic bacteria for use in greenhouse experiments were grown in King's medium 

B broth (KMB) to late exponential phase at 27° C with shaking at 100 x g. Cells were harvested by 
centrifugation (5000 x g I mm., 10 C, 15 mm.), washed twice and resuspended in 0.5% sterile NaCl 
solution. The bacterial suspension were adjusted turbidimetrically to about 1 x 108 CFUIm1 for each 
experiment. The bacterial cells suspensions in KMB medium were used for soil drenching. 
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Efficacy of plant treatments with antagonistic bacteria isolates and fungicide: 
In greenhouse conditions mulberry seedling (cv. Ichinose) were used, then the8young mulberry 

plants (4-6 month-old) were dipped in the antagonistic bacterial suspensions (1 x  tO CFU/ml) in 1% 
methyl cellulose for 2 hrs. Inoculum of pathogenic fungi of root rot separately were added to soil in 
pots. Then, soil in pot was drenched with suspensions of the antagonistic bacteria isolates and 
fungicides at a total concentration of 1 x 108 CFU/ml and 1000 ppm respectively. The pots were 
covered with plastic film and incubated 48 hrs at room temperature then young mulberry plants (4-6 
month-old) were placed in plastic pots, (one plant in each pot). and were maintained in the greenhouse 
under 25 ± 2 QC and relative humidityof95%. Control treatments were inoculated with sterile distilled 
water. The young mulberry with root rot disease symptoms were recorded 4 months after planting. 
Plants were arranged in a randomized completed block design with five replications. Root rot disease 
intensity was assessed 120 days after pathogenic fungi inoculation. 

Statistical analysis: 
The incidence and severity of decay were analyzed by an analysis of variance (ANOVA) using 

SAS Software (SAS Institute, version 6.08, Cary, NC). Statistical significance was judged at the level 
P < 0.01. When the analysis was statistically significant, Duncan's Multiple-Range Test (SSR Test) 
was used to test mean separations among mean values of each treatment. 

RESULTS 

Pathogenicity test of pathogenic fungi on mulberry: 
After three months mulberry seedling (cv. Ichnose) showed root rot disease symptoms. Based on 

morphological and pathogenicity test characters the following fungi were identified: Rhizoctonia 
solani, Fusarium o.rysporum, F. solani, L. theobromae. and R. solani agent of root rot. 

Isolation of antagonistic bacteria: 
Three hundred sixty five bacterial isolates, were initially collected from the rhizoplan and 

rhizosphere of disease affected mulberries in orchards of different areas of the Guilan province-Iran. 
Among them, five isolates were found to inhibit growth of root rot agents in vitro. Three isolates. 
M30, M39 and M163 were identified as PseudomonasJluorescens and two isolates, Ml63 and P15 
were introduced as Bacillus cereus, according to the methodology of Schaad etal. (2001). 

Efficacy of antibiosis of antagonistic isolates to inhibit pathogenic fungi in vitro: 
Dual culture: 
No physical contact was observed between any of the antagonistic bacteria tested and root rot 

pathogenic fungi; moreover, an inhibitory halo was observed suggesting the presence of fungistatic 
metabolites secreted by the bacteria. On the other hand, a change in mycelial color was observed 
closed to the colony end of pathogenic fungi, being this one of a darker brown than the one observed 
at the center of colony. Microscopy observation of this zone, allowed to detect cytoplasmic leakage 
that could be observed up to the hyphal septum, resulting in deformation and sliming of their apex up 
to 1/5 of its original size. B. cereus P15 was the most inhibited of all fungi pathogens (Table 1). 

Volatile antibiotics: 
All antagonistic isolates were showed there are significant difference with control (P < 0,05). 

P. fluorescens M39 and B. cereus P15 were the antagonistic bacteria isolate that showed the best 
inhibitory effect on the growth of root rot agents. The inhibition % of P. fiourescens M39 and B. 
cereus P15 of antagonistic isolates were 62 and 66 percent respectively (Table II). 
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Table I. Effect of dual culture of antagonistics isolates on root rot agents of mulberry in vitro. 

Tableau I. Effet de Ia culture double d'isolats antagonistes sur des agents du pourrissemenr de Ia 
racine chez le nnrier in vitro. 

- - - 

Inhibition zone (mm) / Zone d'inhibition (mm) 
Antagonistics isolates / Isolats antagonistes 

M30 M39 	M163 	M148 P15 

Fusarium oxysporum 43 b 47.5 a 	43.5 b 	42.5 b 48 a 
Fusariu,n solani 39.5 b 40.5 b 	41 b 	39 b 45 a 
Lasiodiplodia 53 b 54 b 	 55 b 	 56 b 63 a 
Rhizoctonia solani 51 b 51.5 b 	51.5 b 	51 b 60 a 

Means followed by a common letter in a row are not significantly different according to LSD (T) test at P ( 0.05. / 
Les movennes suivies par une Iettre commune dans une ran gee neprésentenipas de difterence sign ificative se/on 
le test LSD (T) au seuil de P !~ 0,05. 

Table II. Effect of volatile antibiotics of antagonistic isolates on radial growth of root rot agents 
of mulberry in vitro. 

Tableau IL Effet d'antibiotiques volatiles d'isolats antagonistes sur Ia croissance radiale in vitro 
d'agents du pourrissement de Ia racine chez le mñrier. 

Inhibition (%) / % d'inhibition 
Antagonistic isolates / Isolats antagonistes 

M30 M39 	M163 	M148 P15 

Fusarium oxysporum 46.5 c 49.5 b 	 46 c 	47 c 55 a 
Fusarium solani 42.5 c 47.5 b 	44 c 	42 c 53 a 
Lasiodiplodia 49 c 56.5 b 	47.5 c 	48 c 63 a 
Rhizoctonia solani 56 c 62 b 	 56 c 	 57 c 66 a 

Means followed by a common letter in a row are not significantly different according to LSD (T) test at P :5 0.05. 
/ Les 'no vennes suivies par une lettre commune dans une ran gee pie présentent pas de diflerences importantes 
se/on /e test LSD (7) au seuil de P :~ 0,05. 
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Diffusible antibiotics 
Similar results were obtained when the effect of diffusible antibiotic was tested. Isolates M39 

and P15 were those which most inhibited all root rot pathogenic fungi, while the diffusible antibiotics 
of isolate M30 were those which less inhibited the growth of all pathogenic fungi (Table III). 

Table III. Effect of antibiotics of antagonistics isolates on radial growth of root rot agents of 
mulberry in vitro. 

Tableau III. Effet d'antibiotiques d'iso!ats antagonistes in vitro sur ía croissance radiale d'agents 
du pourrissement de (a racine chez le mürier. 

Inhibition (%) / (%) d'inhibit'ion 
Antagonistics isolates / Isolats antagonistes 

M30 M39 	 M163 	M148 P15 

Fusarium oxysporurn 40 b 40.5 b 	38 b 	39.5 b 52 a 
Fusarium solani 42.5 b 43.5 b 	44 b 	42 b 48 a 
Lasiodiplodia 54 b 54.5 b 	55.5 h 	55 b 63 a 
Rhizoctonia solani 56 b 57 b 	 58 b 	59 b 66 a 

Means followed by a common letter in a row are not significantly different according to LSD (T) test at P ~ 0.05. 
/Les moyennes suivies par une letire commune dans une rangée neprésententpas do difference i?nportante ce/on 
le test LSD (T) au scull do P 15 0.05. 

Extraceflular secretion: 
All antagonistic isolates showed that there are significant different between isolates and 

concentration ofjuices (P <0.05). P.fluorescens M39 and B. cereus P15 had a suppressive effect on 
root rot agents of mulberry in vitro conditions (Table lv). 

Production of protease: 
All antagonistic isolates were able to produce protease on SMA medium. Among isolates, 

P.Jluorescens M39 and B. cereus P15 were found most effective which had 28 mm of halo zone 
surrounding bacterial colony. All of the five isolates were able to secrete the enzymes involved in 
biocontrol, and that all had the ability to control all root rot agents through secretion of diffusible and 
volatile metabolites, it may be concluded that they use these two latter mechanisms of biocontrol as 
opposite to some fungi biocontrol microorganisms that also use fungi cell wall hydrolyzing enzymes 
within their biocontrol mechanisms (Perez et al., 2002). 

Siderophore: 
The five antagonistic bacteria showed similar behaviour on all root rot pathogens growth at any 

of the Fe 3 concentration tested. 
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Table IV. Effect of Secretion of extra- cellular (15% v/v) of antagonistics isolates on radial 
growth of root rot agents of mulberry in vitro 

Tableau IV. Effeldela sécrétion d'isolats antagonistes extra -cellulaires (15 % v/v) surla croissance 
radiale in vitro d'agents du pourrissement de la racine chez le mñrier. 

Inhibition (%) / % d'inhibition 
Antagonistic isolates I Isolats antagonistes 

M30 M39 	M163 	M148 P15 

Fusarium oxysporum 39 c 45 b 	 39.5 c 	38 c 51.5 a 
Fusarium solani 39.5 c 45.5 b 	 38 c 	40 c 49 a 
Lasiodiplodia SI c 59.5 b 	51.5 c 	51 c 64 a 
Rhizoctonia solani 53 c 59 b 	 55 c 	 54 c 66 a 

Means followed by a common letter in a row are not significantly different according to LSD (T) test at P 0.05. 
/ Les tnoyennes suivies par une leitre commune dans une rangée ne présentent pas de dy'férence trés importante 
se/on le test LSD (T) au seuil de P :~ 0,05. 

Table V. Effect of antagonistic bacteria isolates and Rovral T. S to suppression root rot agents 
of mulberry in greenhouse. 

Tableau V. Effet des isolats de bactéries antagonisres et du Rovral 1'. S. sur la suppression des 
agents du pourrissement de la racine chez le mirier sous serre. 

Disease incidence (%) / Incidence de la maladie 
Root rot agents / Agents du pourrissement de la racine 

F. oxysporu,n 	F. solani 	Lasiodiplodia R. solani 

M30 26.5 b 	 33 b 30 b 33 b 
M39 23.5 c 	 29 c 26 c 30 c 
M163 26.75 b 	 33.5 b 31 b 34.5 b 
M148 27.5b 	 34b 31.5b 35c 
1,15 21.5d 	 26.5d 25c 29c 
M39 + P15 20 dc 	 25 d 24 c 27.5 dc 
Rovral T.S 19.5 dc 	 25 d 23.5 c 27 dc 
Rovral T.S + M39+ P15 16,5 c 	 21 e 21 d 24 d 
Control / Té,noin 70 a 	 70 a 70 a 70 a 

Means followed by a common letter in a column are not significantly different according to LSD (T) test at 
P :~ 0.05. / Les moyennes suivies par une leitre commune dan.s une co/onne ne présentent pas de d/Jérences trés 
importantes se/on le test LSD (7) au seuil de P :~ 0,05. 
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Colonization of mulberry roots by antagonistic bacteria: 
During the 2 months of growth in pot, significant differences were seen between the numbers of 

bacteria (CFU/g of roots) on mulberry roots for all isolates. The counts of each isolate were 5.3— 5.55 
log CFU/g of roots I day after inoculation and they were increased at the level after 2 months 6.5-
7.2 x 108  CFU!g of roots. During further growth in non- sterile soil in pots in the greenhouse, they 
were still at the same level 8.38 - 8.65 log CFU /g of roots 4 months after inoculation. 

Greenhouse conditions: 
In greenhouse conditions, statistical analysis of data on the disease incidence % by root rot agents, 

indicated that there existed significant differences between plant treatment and control. Among these 
five isolates, P. flourescens M39 and B. cereus P15 were the most effective for control of root rot 
disease. The disease incidence on R. solani in M39 and P15 isolate were 34.5 and 29 % respectively, 
while the control plants showed 70 % disease incidences (Table V). The results of the use of the 
mixture of isolates (M39 and P15) showed that there existed significant differences between 
application of a mixture of these antagonistic isolates and the use of these isolates alone. Maximum 
control was obtained when M39 and P15 suspensions were added to Rovral T.S (Table V). 

During the 120 days of growth of the mulberry seedling in the pot, significant difference were 
seen between the antagonistic isolates and control on disease incidence for all treatments (all root rot 
agents), also there are no significant differences between the application of the mixture of these isolates 
and the application of Rovral T.S in all treatments. Maximum control in greenhouse with disease 
incidence of 16.5 % was obtained when M39 and P15 suspensions were added to Rovral T.S on 
mulberry plants that were inoculated with F. oxysporum. (Table V). 

DISCUSSION 

In recent years, antagonistic bacteria have drawn attention worldwide because of the production 
of secondary metabolites such as siderophore, antibiotics volatile compounds HCN, enzymes and 
phytohormones. Although isolates of P. fluorescens and B. cereus could be obtained from the 
rhizosphere of different mulberry orchards, antagonistic potential of these isolates appears to vary a 
great deal (Wilson et al., 1992; Hagedron et al., 1989). P. fluorescens and B. cereus isolates were 
shown to inhibit root rot agents effectively 

The ability of P. fluorescens and B. cereus isolates to serve as biocontrol agent of root rot agents 
is described here. The results of dual culture studies showed that P. fluorescens and B. cereus isolates 
inhibited the growth of root rot agents on plates. Members of the genus Pseudomonas spp. are well 
known antagonistic fungi (Gasoni et al., 1998). They are known to produce volatile compounds such 
as hydrogen cyanide (Castric and Castric 1983). Production of HCN, fluorescent siderophores and 
proteases were detected among the possible factors involved in the biocontrol activity of these strains 
(Bagnasco et al., 1998; Bajsa et al., 1999). The production of antibiotics has been demonstrated to be 
a widespread mechanism exerted by microorganisms to control a wide variety of phytopathogens. 
Particularly among fluorescent Pseudomonas, the production of 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), 
PIt (pyoluteorin), Pm (pyrrolnitrin) and different derivatives of phcnazine has been described 
(Thomashow and Weller, 1996). 

It is also worth noticing that the selection of these five native strains was based on their 
antagonistic ability against phytopathogens, and not following physiological or genetieal patterns. 
This constitutes another contribution to support the fact that antibiotic production from biocontrol 
bacteria in soil is a widespread phenomenon all around the world. The strain Pseudomonasfluorescens 
CFBP 2392 showed antagonistic activity in vitro against Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, 
Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum and Phyt ophtora parasitica. However inhibition of 
the latter pathogen was not associated with important effects on hyphal structure or cell contents 
(Gianinazzi- Pearson et al., 1999). 
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Both direct inhibition of the pathogen and systemically induced resistance in the mulberry plants 
could be involved in control (Lemanceau and Albouvette, 1993). From all these results it may be 
concluded that the biocontrol effect of antagonistic bacteria isolated from rhizosplane of healthy and 
root rot disease of mulberry against root rot agents are adequate to be used at the mulberry orchards 
in different areas of Iran. The low disease incidence of root rot disease with P15 isolate suggests that 
the antibiosis metabolites are conductive for rapid inhibition of agents. The multiple activity may be 
useful under natural conditions in which the same crop suffers from disease other than root rot disease 
of mulberry. This study demonstrated the possibility of controlling root rot mulberry by using 
antagonistic bacteria. 
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Dans cette recherche, nous avons étudié I 'effet dans des conditions in vitro et sous serre de 
certains isolats de bactéries antagonistes contre les agents responsabies dupourrissernent de la racine 
chez le mi2rier en 1 'occurrence Fusarium oxysporum. F. solani, Lasiodiplodia theobromae et 
Rhizoctonia solani, qui sont recueillis dans des muraies de la province de Guilan. Nous avons 
démontré la capacité antagon isle de trois cent soixante cinq isolats bactériens, séparés de la 
rhizosphère de müriers infestes par les champignons ci-dessus et la capacité de 5 isolats de ces 
bactéries ('3 gram negatives et 2 gram positives) en utilisant la méthode de culture double. Scion les 
résultats des tests biochimiques et moiphologiques, on identfIe 3 isolats M30, M39 et 1v1163 comme 
Pseudomonas fluorescens. Deux isolats M163 et P15 sont introduits en tarn que Bacillus cereus. 
Lorsqu 'on determine les effets des métahoiites volatiles produits par les bactéries antagonistes, toutes 
les souches inhi bent la croissance de I 'agent responsable du pourrissement de la racine du mérier 
dans des conditions in vitro. Lefiht rat de culture et les antibiotiques produits par ces souches inhihent 
Ia croissance des pathogénes. l'ous les isolats antagon isles produisent du sidérophore sur du King B 
contenant 5, 15, 25 et 50 jimo! de FeC13 qui inhibe la croissance de Geotrichum candidum. Le 
fongicide Rovrai T. S. a un effet sur les souches des bactCries antagonistes quand on I 'utilise a 
1000 ppm. L 'experience de colonisation avec des bactéries de souches antagonistes augmente leurs 
populations sur le système racinaire du mürier, Dans les conditions sous serre, on utilise des isolats 
antagonistes sur les plantes etpar absorption dans Ic so!, L 'analyse statistique des données indique 
qu 'ii e.xiste des dfférences importantes entre les plants traités et Ic témoin. L 'isolat est trés efficace 
et I 'incidence de la maladie par F. solani, F. oxysporum, L. theobromae et Rhizoctonia solani est 
de respectivement 21,5; 26,5; 25cr 29 %. Les résultats de l'utilisation d'un mélange dufongicide 
Rovral T. S. avec des isolats antagonistes montrent qu 'ii existe une incidence importante sur la 
maladie qui est de respectivement, 16,5 ,' 21.21 et 24 %. Ces résultats suggérent que les isolats 
P. fluorescens et B. cereus étudiés ont un excellent potentiel pour Ctre utilisés comme agents de lutte 
biologique contre lepourrissement de la racine. 

INTRODUCTION 

Le mürier, une plante ligneuse appartenant au genre Morus alba, de la famille des Moraceae, est 
largement distribué autour du globe. Le feuillage de mCiner est La seule nourriture du ver a sole 
(Bombyx mori) et est cultivé dans des conditions climatiques variées allant de tempérées a tropicales. 
La fcuille de mürier est un composant économique principal de la sénciculture puisque la qualité et 
la quantité de feuilles produites par surface unitaire a une influence directe sur la récolte de cocons 
(Datta, 2001). La qualite nutritionnelle du mürier a une influence prédominante sur la croissance et 
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le développement des larves de B. mori et par Ia suite sur la récolte de cocons (Krishnaswami, 1978). 
La lutte contre les maladies est un problème majeur dans la culture du mürier. II est essentiel d'étudier 
les caracteristiques écologiques d'une maladie pour mettre au point des techniques de lutte efficaces. 
Cependant, aucune étude importante n'a été réalisée sur ces aspects, bien que plusieurs courts rapports 
aient été publiés (Hara, 1925 ; Kimura, 1979). De plus, on a récemment mis au point dans le monde 
entier des techniques de lutte intégrée comprenant la lutte chimique et biologique sur le plan 
écologique et économique pour plusieurs maladies des plantes. Néanmoiris, aucune étude n'a été 
réalisée jusqu'ã present sur la lutte biologique contre le pourrissement de Ia racine en utilisant des 
micro-organismes antagonistes. 

Dans cette étude, nous avons passé en revue les agents de lutte biologique potentiels contre les 
agents du pourrissement de la racine, en l'occurrence les isolats M30, M39 et Ml 63 de P. fluorescens 
et les souches M148 et P15 de B. cereus, isolés sur des mürier sains et atteints par le pourrissement 
de la racine. 

MATERIELS ET METHODES 

Isolement des pathogènes du pourrissement de la racine: 
Depuis, 2002-2004, on a recueiili les échantillons dans des muraies a Rasht, Lahijan, Langeroud, 

Forman, Some-Sara et Parand dans la province de Guilan, en Iran, pour l'isolement de l'organisme 
responsable de la maladie. Les segments de racine sélectionnés sont lavés avec de l'eau courante 
pendant 3 heures (Yoshida et Shirata, 1999), leur surface est désinfectée par immersion dans une 
solution d'hypochlorure de sodium a 10 % pendant 5 minutes, its sont rincés avec de l'eau stériIisée 
puis séchés sous une hotte a flux laminaire et coupés en morceaux (3 a 5 mm). On place les morceaux 
de tissu sur des plaques contenant de l'agar de dextrose de pomme de terre (PDA, Merck) a 2 %, avec 
un pH de 5,6 ± 0,2, amendé avec 8 mg / I de sulfate de streptomycine et 50 mg / I de chlortetracycline 
(Baird et coil., 1991). On transfére les plaques dans une chambre environnementale contrôlée a une 
temperature de 26 ± 2° C. L'identification des champignons s'appuie sur la morphologic de leurs 
fructifications et sur leurs caractéristiques culturales (Booth, 1977 ; 1981 ; Gerlach et Nirenberg, 
1982 ; Hanlin, 1991). On place les champignons poussant sur une racine pourrie sur du PDA pour les 
identifier en fonction des caractéristiques morphologiques macroscopiques et microscopiques. On 
isole souvent plus d'un champignon a partir d'un morceau unique de tissu infesté. On determine les 
frequences d'isolement d'après le nombre de morceaux de tissus infestés pour les genres et les espèces 
isolés. Les spores individuelles des cultures identifiées au debut comme Fusariu,n spp. sont 
transférées sur un agar de feuille incarnat et identifiées en utilisant Ic systéme de classification de 
Nelson et coIl., (1983). Les des pour l'identification générale des champignons sont celles mises au 
point par Ellis (1971), Sutton (1980) et Barnett et Hunter (1986). On conserve les isolats sur un papier 
fiitreà-80° C. 

Tests de pathogénicite 
On infeste des grains d'orge autoclavés (300g de grains d'orge / 100 ml d'eau distiliée) avec des 

tampons d'une culture pure de 7 a lOjours de champignons pathogènes et on les incube pendant 3 a 
4 semainesjusqu'à cc quc les grains soient recouverts par Ic champignon. On utilise des grains d'orge 
stérilisés, sans champignon, comme témoin. On place desjeunes plants de mürier (de 4 a 6 mois) dans 
vingt pots en plastique de 15 x  18,5cm, un plant par pot. Chaque grain d'orge infesté individuellcmcnt 
par un champignon pathogCne et un mélange en pot commercial (1 :10 v/v, mélange de croissance 
Si - substrat organique) est ajouté au pot inoculé, Pour Ic témoin, on place un substrat stérilisé dans 
dix pots. On maintient les pots a 25-28° C avec une humidité relative saturée pendant 48 h. Après les 
avoir découverts, on laisse les plants dans la chambre de croissance a 26 ± 2° C, avec un cycle par 
alternance de 12 hr de lumière. Quand les symptômes foliaires apparaissent, on désinfecte la surface 
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des segments de racines pourries d'après les descriptions précédentes et on les place sur des plaques 
PDA pour le réisolement du pathogéne. 

Isolement et identification des isolats des bactéries antagonistes: 
On isole les bactéries antagonistes colonisant la rhizosphére de racines de mUrier fraiches dans 

diffCrentes zones de la province de Guilan, en Iran. Après avoir vigoureusement secoué les racines 
coupées pour eniever tout saufle sol qui y adhere solidement, les segments de racine (1 g) sont agités 
dans 100 ml d'eau distillée sterile pendant 25 mm. On isole des pseudomonades fluorescentes sur du 
milieu B de King (KB). Selon la methodologie de Schaad et coil., (2001), on identifie les isolats 
antagonistes des bactCries d'après des tests biochimiques, physiologiques et biologiques. 

Efficacité des isolats de bactéries antagonistes pour inhiber les pathogènes du pourrissement 
de la racine in vitro: 

Les pathogènes du pourrissement de la racine isolés sur une racine pourrie chez Ic cuitivar de 
mürier Ichinose, s'avèrent être des isolats trés viruients dans un test de pathogenicitC consécutif. On 
teste l'efficacité des isolats antagonistes pour inhiber la croissance du pourrissement de la racine en 
striant chaque isolat bactérien sur un côté d'une boite de Petri contenant de i'agar de dextrose de 
pomme de terre et du milieu d'agar nutritif(PDA + NA). On place un disque mycélial de 5 mm d'une 
culture de 5 jours de F. man iltforrne sur du PDA + NA sur le côté oppose de la boite de Petri. La 
croissance des champignons pathogènes est inhibée quant die croit vers Ia colonie bactérienne et on 
mesure la zone d'inhibition du bord du myceliumjusqu'au bord de la colonie bactérienne. Les isolats 
bactériens qui inhibent les pathogènes du pourrissement de la racine sont identifies par des tests 
specifiques pour les bactéries antagonistes (Schaad et coil., 2001). 

Production d'antibiotiques volatiles: 
On place 250 jii de suspension bactérienne antagoniste (I x 108 CFU / ml) dans une boite de 

Petri contenant du KB, et on place un disque mycélial d'une culture pure de quatre jours de 
champignons pathogénes au centre d'une autre boite de Petri contenant du PDA. Les deux boites sont 
piacCes face a face pour éviter tout contact physique entre Ic pathogéne et la suspension bactérienne 
et sont sceliées pour isoler l'atmosphère intérieure et pour prévenir la perte des volatiles formés. On 
incube les plaques 26°C pendant 6jours et on mesure la croissance du pathogéne et on la compare 
aux témoins s'étant développés en l'absence d'antagonistes bioiogiques (fausse inoculation avec un 
disque de PDA de 6 mm). Chaque experience prenant en compte un isolat bactérien unique est réalisCe 
en triple et est répetee au moms trois fois (Montealegro et coil., 2003). On exprime les résuitats en 
tant que moyenne d'inhibition (%) de Ia croissance des champignons pathogCnes en la presence et en 
l'absence de n'importe quel isolat bactérien. On calcule le pourcentage d'inhibition en utilisant la 
formule suivante (Montealegro et coil., 2003). 

% d'inhibition = (1 - (croissance fongique / croissance témoin) x  100 

Production d'antibiotiques diffus: 
On teste cet effet scion Montealegro et coil., (2003). On inocuie les plaques de PDA, recouvertes 

par une membrane de Cellophane avec au centre 250 p.1 de suspension bactérienne bioantagoniste (1 x 

108 CFU/ml). Après incubation pendant 48 hr a 26°C, on retire la membrane avec l'isoiat bactérien 
ayant poussé et on inocule la plaque au milieu avec un disque de 5 mm d'une culture pure des plaques 
de champignons pathogénes qui sont plus tard incubées a 26° C pendant 7 jours et on mesure la 
croissance du pathogéne. On realise des témoins avec des plaques contenant du PDA faussement 
inoculC sur la membrane de cellophane (en remplacant la suspension bactérienne par de l'eau distillée 
sterile) que l'on incube plus tard avec les agents du pourrissement de Ia racine. Chaque experience 
prenant en compte un isolat bactérien unique est réalisée en triple et est répetée au moms trois fois. 
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On exprime les résultats en tant que moyenne du % d'inhibition de la croissance des champignons 
pathogénes en la presence et en i'absence de n'importe quel isolat bactérien antagoniste antiblo. 

Sécrétion extracellulaire: 
On realise cc test dans des fioles Erlenmayer de 250 ml contenant 100 ml de bouillon nutritif 

sterile (NB). On ajoute 1 ml des isolats de suspension bactérienne (1 x 108 CFU I ml) aux fioles 
contcnant du NB. Puis, on incube les fioles a 26° C pendant 6jours surune secoueuse rotative a 100 

g a temperature ambiante (26 ± 2° Q. On culottc les ceilules bactériennes par centrifugation a 5000 g 
pendant 12 minutes. On stérilise les surnageants avec un flitre de 0,22 tm. 5, 15 et 25 % (v/v) du 
filtrat de culture sont mélanges avec du PDA et on place un disque de 5 mm de quatre jours d'une 
culture pure de champignons pathogènes au centre du disque de la boite de Petri. On répCte les 
experiences indépendamment quatre fois. On exprime les résultats en tant que moyenne d'inhibition 
(%) de la croissance des champignons pathogCnes en la presence ou en l'absence de n'importe quel 
isolat de flitrat de culture bactérienne. 

Effet de Fe+3  sur le niveau d'antagonisrne: 
On teste cet dIet scion Pumarino (1995), en utilisant FeCl3 x 61-120 a des concentrations de 5, 

15, 25 et 50 iiMol ajoutées au milieu KB. Pour tous les tests, l'unitC expérimentale est la boite de 
Petri. 

Production de protéase: 
On teste cet effet scion Maurhofer et colt., (1995). On teste l'efficacité des isolats des bactéries 

antagonistes dans la production de protéase en striant chaque isolat bactérien sur un milieu agar de 
lait écrémé (SMA) dans la boite de Petri. Chaque experience prenant en coinpte un isolat bacténen 
unique est réaiisCe en triple ci est répetéc trois fois. On identific les isolats bactCriens qui produisent 
de la protéase par une zone d'auréole entourant la colonie bactérienne que l'on mesure (Maurhofer et 
coIl., 1995). 

Effet sur les champignons pathogenes du pourrissement de Ia racine des isolats antagonistes 
in vitro 

On teste cet effet scion I-Iorsfall (1956). On teste le développement des bactéries antagonistes et 
des champignons pathogènes avec des concentrations de Rovral T. S., de Tecto et de Benlate de 1,3, 
5, 10, 100 et 1000 ppm a temperature ambiante (26 ± 2° C). Pour les champignons pathogènes, on 
place 2 ml de chacune des concentrations de fongicides mélangées avec du PDA a 50° C et un disque 
de 5 mm d'une culture pure de 5 jours de champignons pathogCnes au centre de la boite de Petri 
contenant du PDA. AprCs incubation pendant 7 jours a 26° C, on mesure Ia croissance du pathogene. 
On reaLise des témoins avec un PDA faussement inoculé sur le milieu PDA (en remplacant les 
concentrations de fongicide par de l'eau distillée sterile). Pour les isolats antagonistes, Ic disque de 
5 mm de papier filtre Wahthman no. 38, est piongé dans les concentrations de Rovral T.S. pendant 
2 minutes et on Ic place dans la boite de Petri contenant du KB. Après incubation pendant 48 heures 
a 26° C, on mesure la zone d'inhibition. On maintient quatre répétitions par concentration. Dans des 
conditions sous serre, on utilise unc concentration des fongicides de 1000 ppm pour absorption dans 
le sol. 

On exprime les résultats en tant que moyenne du % d'inhibition de Ia croissance des champignons 
pathogènes et de la zone d'inhibition des bactéries antagonistes. Chaque experience prenant en compte 
un isolat bactéricn unique est réalisCe en triple exemplaire et on la répCte au moms trois fois. 

Capacité bactérienne de colonisation de la racine: 
On determine la capacité des bactCnes a coloniser les racines d'après Misaghi (1990). On place 

les jeunes plants de mCrier (de 4 a 6 mois) dans des pots en plastique de 15 x  18,5 cm, un plant dans 
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chacun des 20 pots et on les inocule avec 450 ml de suspension bactérienne antagoniste (1 x 108 CFU / 
ml) contenant 1 % de gomrne. On incube les pots pendant 4 mois a 26° C. Pour l'évaluation, on isole 
le sommet radical et on l'écrase dans du plastique contenant 5 ml d'eau distilléc sterile et on dilue Ia 
suspension bactérienne obtenue. On cultive 50 111 de ces dilutions sur une boite de Petri contenant du 
KB et on l'incube pendant 48 hrs a 26° C et on compte les CFU. L'unité expérimentale est de trois 
répétitions pour chaque isolat antagoniste. Les résultats correspondent a la moyenne de toutes les 
experiences. 

Conditions sous serre: 
Efficacité de bactéries antagonistes contre les pathogenes du pourrissement de la racine sous 

serre: 
Pour l'évaluation sous serre, on utilise Ic cultivar Ichinose sensible a la maladie de la racine. On 

obtient des racines infestées sur des plants inoculés artificiellement avec les champignons pathogCnes. 
On teste cinq isolats de bactéries antagonistes qui inhibent les agents du pourrissement de la racine in 
vitro pour leur efficacité a lutter contre la maladie du pourrissement de la racine sous serre. On prepare 
l'inoculum des champignons pathogénes avec des grains d'orge. 

Preparation des inoculum bactériens: 
On cultive les cellules des bactéries antagonistes utilisées dans les experiences sous serre dans du 

bouillon de milieu de King B (KMB) jusqu'à une dernière phase exponentielle a 27° C avec une 
agitation a 100 x  g. On recueille les cellules par centrifugation (5000 x  g / mm., 10° C, 15 mm.), on 
les lave deux fois et on les resuspend dans 0,5 % de solution NaCl sterile. On ajuste la suspension 
bactérienne de manière turbidimetrique a environ 1 x 108 CFU / ml pour chaque experience. On utilise 
des suspensions de cellules bactériennes dans du milieu KMB pour l'absorption dans le sol. 

Efficacité des traitements des plants avec des isolats de bactéries antagonistes et des 
fongicides: 

Dans les conditions sous serre, on utilise dejeunes plants de mürier (cv. Ichinose), puis on tremp 
les jeunes plants de mürier (de 4 a 6 mois) dans les suspensions bactériennes antagonistes (1 x  10 
CFU / ml) dans de la methyl cellulose a i % pendant 2 heures. On ajoute séparément l'inoculum des 
champignons pathogénes dans le sol contenu dans les pots. Puis, on imprègne le sol des pots avec les 
suspensions des isolats de bactéries antagonistes et les fongicides a une concentration totale de 
respectivement 1 x  108  CFU /ml et 1000 ppm. On recouvre les pots avec un film en plastique et on 
les incube 48 hr a temperature ambiante, puis on place lesjeunes plants de müner (de 4 a 6 mois) dans 
des pots en plastique, (un plant dans chaque pot) et on les mamtient en serre a 25 ± 2° C et une humidité 
relative de 95 %. Les tCmoins sont inoculés avec del'eau distillée sterile. On enregistre les symptômes 
de la maladie du pourrissement de la racine chez les jeunes müriers 4 mois aprés la plantation. On 
dispose les plants selon une conception en blocs aléatoires avec cinq répétitions. On évalue l'intensité 
de la maladie du pourrissement 120 jours après l'moculation des champignons pathogénes. 

Analyse statistique: 
On analyse I'incidence et la sévérité du pourrissement par l'analyse de variance (ANOVA) en 

utilisant un logiciel SAS (Institut SAS, version 6,08, Cary, NC). On juge l'importance statistique au 
seuil de P < 0,01. Quand I'analyse est significative sur Ic plan statistique, on utilise Ic test multiple de 
Duncan (Test SSR) pour tester les separations moyennes entre les valeurs moyennes de chaque 
traitement. 

2006- Sericologia 46(2) 161 - 168 	 165 



LU7TE BIOLOG/QUE CONTRE LE POURRISSEMENT DE LA R.4CJNE Cl-fEZ LE MUR/ER 

RESULTATS 

Test de pathogénicite des champignons pathogenes sur le miirier: 
Au bout de trois mois, Ic jeune plant de mürier (cv. Ichinose) presente des symptomes de 

pourrissement de la racine. D'aprés les caractèristiques des tests morphologique et de pathogénicité, 
on identifie les champignons suivants : Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporurn, F. solani, 
L. theobromae et l'agent du pourrissement de la racine R. solani. 

Isolement des bactéries antagonistes 
On recueille au debut trois cent soixante cinq isolats bacténens dans le rhizoplan et la rhizosphére 

des müriers affectés par la maladie dans les muraies des différentes zones de la province de Guilan 
en Iran. Parmi eux, on constate que cinq isolats inhibent la croissance des agents du pourrissement de 
la racine in vitro. On identifie trois isolats M30, M39 et M163 comme Pseudomonasfluorescens et 
deux isolats, Ml 63 et P15 comme Bacillus cereus scion la méthodologie de Schaad et coil., (2001). 

Efficacité de l'antibiose des isolats antagonistes pour inhiber les champignons pathogènes 
in vitro 

Culture double: 
On n'observe pas de contact physique entre aucune des bactéries testées et les champignons 

pathogènes du pourrissement de la racine, de plus, on observe un halo inhibiteur qui suggère la 
presence de métabolites fongistiques sécrétés par les bactérics. D'autre part, on observe un 
changement de la couleur mycéliale prés de l'extrémitC de la colonie de champignons pathogCnes, 
celui-ci étant d'un marron plus foncé que ceiui observe au centre de la colonie. L'obscrvation de cette 
zone au microscope, permet de dCtecter une fuite cytoplasmique que l'on peut observer juscu'à la 
cloison hyphale, cc qui entraine la deformation et I'amincissement de leur sommetjusqu'ã 1/5 nx de 
sa taille originale. P15 de B. cereus est celui qui inhibe Ic plus tous les pathogenes fongiques 
(Tableau I). 

Antibiotiques volatiles: 
Tous les isolats antagonistes montrent qu'il existe une difference importante avec Ic témoin 

(P <0,05). M39 de P. fluorescens et P15 de B. cereus sont les isolats des bactéries antagonistes qui 
présentent Ic meilleur effet inhibiteur sur la croissance des agents du pourrissement de la racine. Les 
% d'inhibition des isolats antagonistes M39 de P. fluorescens et P15 de B. cereus sont dc 
respectivement 62 et 66 % (Tableau II). 

Antibiotiques diffus: 
On obtient des résultats similaires quand on teste I'effet des antibiotiques diffus. Les isolats M39 

et P15 sont ceux qui inhibent Ic plus les champignons pathogCnes du pourrissement de Ia racine, tandis 
que I'isoiat M30 est i'antibiotique diffus qui inhibe le moths la croissance des champignons 
pathogènes (Tableau III). 

Sécrétion extra ceiiulaire: 
Ii existe des differences importantes entre les isolats et la concentration des jus (P < 0,05). M39 

de P. fluorescens et P15 de B. cereus ont un effet suppressif sur les agents du pourrissement de la 
racine dans des conditions in vitro (Tableau IV). 

Production de protéase: 
Tous les isolats antagonistes sont capabies de produire de la protCase sur du milieu SMA. Parini 

les isolats, M39 de P. fluorescens et P15 de B. cereus s'avèrent les plus efficaces et us ont une zone 
de halo de 28 mm qui entoure la colonie bacténenne. Les cinq isolats sont capabies de sécréter les 
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enzymes impliquées dans la lutte biologique et us ont tous la capacite a lutter contre les agents du 
pourrissement de la racine par la sécrétion de métabolites diffus et volatiles. On peut donc conclure 
qu'ils utilisent ces deux derniers mécarusmes de lutte par opposition a certains micro-organismes de 
lutte biologique qui utilisent aussi les enzymes d'hydrolyse de la paroi cellulaire (Perez et coil., 2002). 

Sidérophore: 
Les cinq bactéries antagonistes présentent on comportement similaire sur la croissance de tous 

les pathogènes du pourrissement de la racine a n'importe queue concentration Fe 3  testée. 

Colonisation des racines de milrier par les bactéries antagonistes: 
Pendant les deux mois de croissance en pot, on observe des differences importantes entre les 

nombres de bactéries (CFU / g de racines) sur les racines de mürier pour tous les isolats. Les comptes 
pour chaque isolat sont de 5,3 a 5,55 log CFU / ;de racines unjour aprCs I' inoculation et us augmentent 
au bout de 2 mois au niveau de 6,5 a 7,2 x  10 CFU / g de racines. Pendant la croissance ultérieure 
dans du sot non sterile dans des pots sous serre, us sont toujours au mCme niveau de 8,38 a 8,65 log 
CFU / g de racines 4 mois aprés I'inoculation. 

Conditions sous serre: 
Dans les conditions sous serre, I'analyse statistique des données sur le % d'mcidence de la maladie 

par les agents du pourrissement de Ia racine indique qu'il existe des differences importantes entre les 
plants traités et le témoin. Parmi ces cinq isolats, M39 de P.fluorescens et P15 de B. cereus sont les 
plus efficaces pour lutter contre la maladie du pourrissement de la racine. L'incidence de la maladie 
provoquée parR. solani avec les isolats M39 et P15 est de respectivement 34,5 et 29% tandis que les 
plants témoins présentent des incidences de la maladie de 70 % (Tableau V). Les résuitats de 
i'utiiisation du mélange des isolats (M39 et P15) montrent qu'iI existe des differences importantes 
entre i'application du mélange d'isolats antagonistes et l'utilisation des isolats seuls. On obtient la 
suppression maximum quand les suspensions M39 et P15 sont ajoutées a du Rovral T. S (Tableau V). 

Pendant les 120 jours de croissance en pot du jeune plant de mürier, on observe une difference 
importante entre les isolats antagonistes et le témoin en ce qui concerne l'incidence de la maladie avec 
tous les traitements (tous les agents du pourrissement de la racine), par ailleurs, ii n'y a pas de 
difference importante entre l'application du mélange de ces isolats et I'application de Rovral T. S. 
avec tous les traitements. On obtient la suppression maximum sous serre avec une incidence de la 
maladie de 16,5 % quand on ajoute les suspensions M39 et P15 au Rovral T. S. chez des plants de 
mürier inoculés avec F. oxysporum (Tableau V). 

DISCUSSION 

Depuis quelque temps, on accorde de l'attention dans le monde entier aux bactéries antagonistes 
en raison de leur production de métabolites secondaires tels que les sidérophores, les composes 
volatiles antibiotiques HCN, les enzymes et les phytohormones. Bien que l'on aitpu obtenir les isolats 
de P. fluorescens et de B. cereus dans la rhizosphére de différentes muraies, il semblerait que le 
potentiel antagoniste de ces isolats vane beaucoup (Wilson et coil., 1992 ; Hagedron et coil., 1989). 
II s'avère que les isolats de P.fluorescens et de B. cereus inhibent les agents du pourrissement de la 
racine avec efficacité. 

Nous avons décrit ici la capacité des isolats de P.fluorescens et de B. cereus a servir d'agents de 
lutte biologique contre les agents du pourrissement de la racine. Les résultats des etudes de culture 
double montrent que les isolats de P. fluorescens et de B. cereus inhibent la croissance sur plaques 
des agents du pourrissement de la racine. Les membres du genre Pseudomonas spp. sont des 
antagonistes fongiques bien connus (Gasoni et coil., 1998). On sait qu'ils produisent des composes 
volatiles tels que le cyanure d'hydrogène (Castric et Castric, 1983). On a détecté la production d'HCN, 
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de sidérophores fluorescents et de proteases parmi les facteurs possibles impliques dans l'activité de 
lutte biologique de ces souches (Bagnasco et coiL, 1998 ; Bajsa et coIl., 1999). On a démontré que la 
production d'antibiotiques est un mécanisme répandu exercé par les micro-organismes pour lutter 
contre une étendue variée de phytopathogènes. En particulier, on a décrit chez Pseudomonas 
fluorescent, la production de 2,4-diacetyiphoroglucinol (DAPG), de Pit (pyolutéorine), de Pm 
(pyrrolnitrine) et de différents dérivés de phénazine (Thomashow et Weller, 1996). 

Ii est intéressant de constater que Ic choix de cinq souches natives s'est fait sur leur capacite 
antagoniste contre les phytopathogénes et non pas en suivant des modéles physiologiques ou 
génétiques. Ccci est une nouvelle contribution qui souticnt Ic fait que la production d'antibiotiques a 
partir de bactéries dans le sol est un phénomène répandu. La souche CFBP 2392 de Pseudomonas 
fluorescens présente une activité antagoniste in vitro contre Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, 
Pythiurn aphanidermatum, Fusarium oxysporum et Phytophtora parasitica. Cependant, i'inhibition 
de ce dernier pathogène n'cst pas associée a des effets importants sur la structure hyphale ou sur le 
contenu des celiules (Gianinazzi - Pearson et coil., 1999). 

L'inhibition directe du pathogène et La résistance généraie mduite chez les plants de müner 
pourraient être toutes les deux impliquées dans la lutte (Lemanceau et Aibouvette, 1993). D'après 
tous ces résultats, on peut conclure que i'effct de lutte biologique contre les agents du pourrissement 
de la racine des bactéries antagonistes isolées dans la rhizosplane de müriers sains et malades convient 
a une utilisation dans des muraics de différentes zones en Iran. La faible incidence de la maladie du 
pourrissement de la racine observée avec i'isolat P15 montre que les métabolites de l'antibiose sont 
adaptés a une inhibition rapide des agents. L'activité multiple pourrait être utile dans des conditions 
naturelles oü la méme plante peut souffrir d'autres maladies que Ic pourrissement de la racine de 
mürier. Cette étude montre la possibilité de lutter contre le pourrissement de la racine en utilisant des 
bactéries antagonistes. 
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The presence of some economical pro h/ems especially in agriculture sector in Iran from one side. 
and considering the availability of high potential resources and possibilities for improvement of 
agricultural section on the other reveals the importance of deep investigations on recognising the 
first priority bottle necks in order to innovate new methods for improvement of different  agricultural 
subunits e.g. sericultural industry. The most ofIranian sericultural potential and resources belong to 
Guilan province. Until now, the scientflc investigation on necessity and methods of establishment of 
sericultural co-operatives in Iran has not been implemented. Therefore this research was conducted 
for investigation on necessity or othenvise of establishment and knowledge of co-operative types 
which can be employed in this field. In this regards, after designing the research ains and questions, 
the history of this industry at Guilan as well as considering parameters such as production, supply 
and demand of this industry were reviewed. The role ofsericultural cooperatives at Guilan, Iran and 
the world and the results of other related researches were also evaluated. Finally the size of society 
and desired sample were determined. The data and infbrmation obtained using precise and structured 
observations, available documents and unstructured interviews were recorded and anak'sed. The 
obtained results demonstrated the framework and situation of Guilan sericultural industry as well as 
silkworm rearing methods in Guilan silkworm rearing farms. Moreover the techniques of products 
marketing, situation ofsericultural constructions and establish men ts, potential ofprocessing offresh 
cocoon, mulberry field  situation, distribution of silkworm egg, fresh cocoon and distribution of 
fanneis at different regions were investigated and reported. The study also offered the discussion 
about the pro b/ems ofsericultural industry in Guilan and considered the/ustfIcations of necessity of 
sericultural cooperatives establishment. In this regard, the superiority of new methods of activities 
(cooperation) against traditional methods (individual) was suggested. Furthermore the types of 
sericultural cooperative activities and their frameworks and limits of their activities as well as 
problems of their establishment were also discussed and proposed. 

Keywords: Sericulture, cooperative, necessity, establishment method, Iran sericulture. 

INTRODUCTION 

Sericulture is an important industry in agricultural field and it has a background of 2650 BC 
(Anonymous, 1983; Anonymous, 1990; Anonymous, 1998; Wang, 1989). There are 10 million 
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silkworm rearers and 0.5 million related industrial workers in the world (Bizhannia and Seidavi, 
2004a). The present capacity of silkworm eggs production in Iran is about 200000 boxes per year 
which are distributed between 80 000 silkworm house holders (Seidavi, 2000). Annual cocoon 
production in Iran reaches to about 6 000 metric tons which is very negligible in comparison with last 
centuries. Available information, reports and documents shows that many problems threaten this 
industry. Sericultural industry has a suitable potential for development and establishment of 
sericultural cooperatives. Then it is necessary to investigate the possibility of sericultural co-operative 
organisation in Iran. If this research shows that the formation of cooperatives will reduce the Iranian 
sericultural industry problems, promote the development of this industry, increase the job chances in 
rural areas and etc, it would be necessary to monitor the procedures of their establishment. Meanwhile 
methods of sericultural cooperatives establishment must be investigated. This study planed to answer 
these questions. There is no scientific and plenary investigation about sericultural co-operative 
organisations, the roles and their qualities in Iran as of now. The present references only pointed to 
positive effects of co-operative performance without any recommendation on their manner of 
organising and establishment. But sericultural cooperatives organisation at sericultural development 
countries has a history of more than half a century, however there were not any foreign available 
resources about necessity and methods of sericultural cooperatives (Anonymous, 1967; 
Khomamizadeh, 1994; Seidavi, 2000; Bizhannia and Seidavi, 2004b). Rajasekharan (1992) and 
Anonymous (1996) studied about rural poverty alleviation on the basis of AIRD organisation 
experiences (Asian Institute for Rural Development). Their results showed that for expanding 
sericulture in suitable zones and poverty alleviation, establishment of rural sericultural cooperative 
organisations is an appropriate method. They have pointed that AIRD organisation has implemented 
sericultural developing designs for improvement of human sources and technology export, using 
co-operative performance process. Anonymous (1993; 1995) and Kerutagi et al. (1994) studied 
problems of sericulture enterprises in Bijapour district. They proposed that sericultural co-operative 
organisations under government support can be an appropriate strategy for development of sericulture, 

Rajagopalan (1996) has conducted a research about agricultural cooperation. He studied 
principles and frameworks of co-operative organisation and investigated the establishment 
mechanisms of sericultural cooperation in Indian villages. This study indicated that co-operative 
organizations had positive role in rural development especially in sericulture section. Kottary (1993) 
showed that accomplishment of a program by United Nation (UNDP) for sericultural cooperatives 
establishment had positive results and responses. In this program, rural women planted mulberry trees 
in a part of their farms which was not used for other agricultural activities. The mulberry leaves were 
used for silkworm rearing and harvested cocoons converted to silk yam by means of domestic cottage 
basins and sold to other zones. Then the benefit obtained was shared between them which increased 
the income of rural women remarkably (Seraie, 1993). Many researches were conducted by Manjeet 
(1986); Lu (1991); Wu and Chen (1992); Giriappa (1993) and Ho (1996) relating to principles of 
sericulture, rural development and strategies for developing and poverty alleviation in those zones. 
They investigated on multiple ways for rural developing by studying their different aspects and 
problems. They believed that sericultural activities with rural co-operative format can change the level 
of livelihood positively. Krishnaswami etal. (1973); Manjeet (1987); Zhang et al.( 1988) and Lizuka 
(1990) performed a comparative study on the efficiency of different silkworm rearing methods. They 
collated silkworm rearing between two systems including co-operative organizations (modern 
approach) and traditional system (primitive method) and concluded that former method has more 
benefit with lower expenditure. 

Therefore it can be concluded that more researchers have emphasised on establishment of 
sericultural co-operative organizations. While quality of these organizations establishment method 
are variable in different countries. It is clear and demonstrable that co-operative organizations are 
efficient and irrefutable in rural development. 

170 	 2006 - Sericologia 46(2) 169-175 



A. SE!DA VI 

MATERIALS AND METHODS 

In this experiment, studied variables were measured in Guilan province with the main share of 
Iran sericultural activities i.e. 66.3% of farmers and 87% mulberry fields in whole country. Meanwhile 
66.9% cocoon yields are produced by Guilan farmers. In order to select the sample for investigation 
on necessity and methods of sericultural cooperatives establishment, attention must be paid to different 
subjects and parameters considering the research aims focused on them. Other factors such as 
statistical population size, impressible value of research dependent variables from independent 
variables, results feasibility value, heterogeneity of studied variables and validity and reliability of 
measuring instruments were also noticed and observed. Therefore dispersion of statistical population 
individuals within statistical population was studied carefully. Due to the large size of statistical 
population in this study which covered all sericultural activities in Guilan province, it was impossible 
to access all members. Therefore a selected cluster using random sampling was used. The selected 
cluster of study was Langroud city with one third of Guilan having sericultural activities. Simple 
random sampling was employed inside this cluster. On the base of cluster, random sampling method 
and in order to improve the validity of the obtained results and their generalisation ability to higher 
levels, random samples in studied cluster were selected from different villages of three zones at 
Langroud (Central Area, Koomleh and Otaghvar). One hundred farmer families from ten villages of 
Langroud were selected. Estimated number of samples reached to 100 farmers. In this study according 
to design structure and its parameters, the following methods were implemented for data collection: 

Precise or structured observations: 
All necessary data were collected by personal interview of research executors at study sites and 

complete monitoring of events was done. Since in the most cases informed persons were not able to 
exchange their information and in order to avoid any possible errors, this method was employed. 

Review of available documents, papers and reports and use of statistics and library 
references: 

These references were used in order to investigate the related information in order to study 
population and subjects. This approach created some valuable information which is documented for 
studying objects. 

Free interview: 
In order to complete the field obtained results, some authorities and informed persons were 

subjected for free interviews. The collected data in this way did not basically affect the results of study; 
however they helped to clear some aspects of research parameters and to ensure the authors from the 
accuracy of results. 

RESULTS AND DISCUSSION 

I. Sencultural Infrastructure: 
It was found that sericultural structure in studied villages of Guilan province consists of individual 

farmers. They also try to provide them the necessary silkworm eggs individually from government 
selling centres and mostly hatch the eggs by themselves without using cooperation activities or 
governmental sectors' aid. However some promotion training services have been provided by 
government sector where the farmers participated to these workshops individually. The same structure 
was observed for rearing of newly hatched and late age larvae without the presence of any co-operative 
or governmental sectors. This study showed that grown silkworm rearing, mounting, cocoon 
harvesting, handling and selling have been done individually. The farmers sell their fresh cocoon to 
private or government sectors according to the market condition. In order to produce seed cocoon for 
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commercial silkworm egg production some specialised farmers are selected to rear parent silkworm 
lines who offer their cocoons only to governmental sector on a consenting price according to the 
cocoon quality. All related activities to mulberry fields including plantation, propagation, cultivation, 
and harvesting used to be carried out individually without any notable effect of co-operative 
organizations. However some supporting materials such as fertiliser, medicine, mulberry saplings etc. 
were provided by government sectors but these activities were also done individually. We understood 
that silkworm races rearing for seed cocoon production (except those related to selected seed cocoon 
farmers) and silkworm eggs production are totally monopolised by governmental sector. Of course 
in Guilan province a limited part of commercial silkworm eggs production was given to a co-operative 
section but under control of government during last two years (1999-2000) and produced eggs were 
delivered to government sector. Therefore and in order to avoid of unreal results, we supposed that 
all of these process were under governmental control even though there is a suitable view for 
development of this co-operative. Mulberry and silkworm breeding activities and introduction of new 
varieties were done by government sector only and private or co-operative Sections have no presence 
in this task. 

The problems of sericultural activities: 
On the base of the results of this study, the main bottlenecks of sericultural activities in Guilan 

province can be summarised as follow: 
- silkworm egg production 
- silkworm egg hatching 
- silkworm rearing 
- mulberry field 
- sericultural buildings and foundations 
- cocoon marketing 

The necessity of sericultural co-operative establishment: 
The investigation of the Guilan province sericulture and its problems indicated that for the best 

exploitation of domestic foundations and possibilities, the formation of sericultural cooperatives is of 
high and critical importance. Regarding the role of co-operative organisation on regional development 
of existing facilities, reduction of present difficulties as well as the merits of progressed methods 
compare to traditional one, the necessity of co-operative organizations can be cleared. 

The role of co-operative organizations in problems solving: 
According to the obtained results, some parts of farmers' problems in Guilan would be solved 

via the establishment of efficient co-operative organizations which emphasise the necessity of 
sericultural co-operative approach. 

Therefore the role of co-operative organizations for these purposes can be chased for all related 
subjects such as silkworm egg production/hatching, silkworm rearing, mulberry field, sericultural 
rearing places and marketing. 

The advantages of modern methods compared to traditional methods: 
The merits of employment of progressive methods in sericultural activities by means of 

co-operative organizations could be demonstrated from the obtained results of this study which makes 
this system more efficient and beneficial than old sericultural methods in Guilan. Some advantages 
of modern methods based on joint actions compare to traditional methods that emphasise on 
individually activities are as follow: 

- decreasing of expenditure and increasing of efficiency 
- using of trade union supports 
- proper planning and decision making 
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- possibility of members support 
- possibility of using of modern equipment and experts services 
- reducing of farmers working time with production growth 
- exploitation of added value and side opportunities 
- minimising the existing difficulties with providing the basis of regional development 

Establishment of developmental outlines: 
The interference of co-operative organizations in sericultural activities will accelerate the 

utilisation of the potential possibilities in Guilan province which in turn increase the rate of 
development and production efficiency. This may lead to promotion of related industries, elevation 
of social welfare, providing of new jobs opportunities and so on. 

Kinds of sericultural cooperatives activities: 
The pronounced discussions demonstrated the positive and important role of co-operative 

organizations in sericultural activities. In other words we can say that all of the sericultural problems 
could be able to dissolve in Iran via organisation of cooperatives. In this regard the essential activities 
of Guilan sericultural cooperatives can be summarised as follow: 

- production and hatching of silkworm egg and young silkworm rearing 
- production of cocoon 
- propagation and production of mulberry sapling 
- others sericultural and dependent industries activities 

Infrastructure of sericultural co-operative organizations: 
In attention to the mooted discussion in this research, it is distinguished that all of the sericultural 

co-operative organizations can be divided into two major types. Some co-operations are conducted 
for providing of necessary materials and facilities for farmers, while the other types of co-operations 
work as a group of farmers themselves. Indeed considering the organising type of cooperatives, one 
of the above mentioned structures would be formed. 

- Producers' requirements providing co-operative co.: 
One of the objects of sericultural co-operative organizations is to meet the requirements of 

producers. In these kinds of organizations, the members continue or strengthen their works by means 
of existing possibilities and facilities of the co-operative Co. Therefore the members can approach 
some supports through the cooperatives which may not be available for the individual farmers. The 
members depending upon cooperatives facilities can increase their yielding level and efficiency and 
may realise more income. Furthermore the members would be provided more protection and supports 
against the events and problems. In this case farmers will receive governmental supports clearly and 
legally. 

- Sericultural productive co-operative co.: 
The members of this kind of sericultural co-operative Co. enjoy the facilities, materials and 

possibilities of the co-operative directly for production. Generally the members had no previous 
experiences for the job individually and intend to try in this task by establishing a co-operative 
organisation in order to obtain the advantages of common investment, co-working and governmental 
supports. 

The area and activities of sericultural cooperatives organizations activities consist of: 
- providing of silkworm egg 
- hatching of silkworm egg 
- silkworm rearing and production and propagation of mulberry sapling 
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- mulberry field management technology 
- using of suitable buildings and foundations 
- presentation of yields and quality analysing 
- education of farmers on proper methods of management and new science 
- buying of individual farmers' cocoons 
- performing of all related activities as services providing e.g. cocoon processing, reeling, weaving 

etc. 
- supporting of members against disease incidence, natural misadventures etc. 
- participation in higher level planning and absorption of governmental supports e.g. appropriate 

codification for sericultural improvement 
- productive activities in various fields e.g. horticulture, husbandry etc using sericultural and 

building and equipment 

7. The problems for establishment of the sericultural cooperative organizations: 
There are many problems and difficulties for the sericultural cooperative organizations 

establishment and continuation of their activities. Some of the main problems include: 
- limitation for whole year round production 
- economical bottlenecks 
- socio-cultural problems 
- bureaucracy 
- and others 
Complementary researches and studies must be done for establishment ofproductive cooperatives 

in order to accelerate the progressive development in sericultural field. In this way the related 
industries such as silk reeling, silk weaving and etc. may fmd their role in rural families beside the 
other agricultural activities such as poultry industry, sheep husbandry and etc. 
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La presence, dun cóté, de certains problémes économiques en Iran surrout dans Ic secteur 
agricole et de I 'au're, la presence de ressources potentielles ci de possibilités imporrantes 
d amelioration du secicur agricole, mon ire 1 importance d 'etudes app rofondies sur Ia reconnaissance 
des principau.s goulets d'étranglement de maniCre a mettre au point de nouvelles méthodes pour 
1 'amelioration des diffe rents secteurs agricoles, par exemple de / 'indusirie séricicole. La plupart du 
poxentiel et des ressources séricicoles en Iran se situent dans la province de Gui/an. Jusqu 'a present 
en Iran on n 'a pas donné suite aux etudes scientIques sur le besoin et sur les méthodes de crEation 
de coopEratives séricico/es. Nous avons donc rEalisE cette recherche pour étudier quel cc! Ic hesoin 
en cooperatives, la man ière dont cues se sont établies ci connaitre les types que I 'on peut utiliser dans 
ce secteur. A cci Egard, aprEs avoir dejmni les but.c et les domaines de cette recherche, nous avons 
passé en revue I 'histo ire de cette industrie a Gui/an ei nous avonspris en consideration lespararnEtres 
tels que la production, 1 'offre et la demande de cette industrie. Nous avons aussi Evalué le role des 
cooperatives séricicoles a Gui/an, en Iran, ci dans Ic monde en tier ci les résultats d 'autres etudes a 
ce cu/el. Finalement, nous avons dEterminE la taille dc/a sociEtE et del 'échantillon desirE. Nous avons 
enregistré et analyse les données et les informations obtenues en uti/isant des observations précises 
ci siructurées, les documents disponihles ci des eniretiens info rmels. Les résu/tats obtenus montrent 
/ 'environnement ci la situation de / 'industrie séricicole a Gui/an ainsi que les mEth odes d 'Elevage du 
ver a soie dans les magnaneries de Gui/an. Dc plus, nous avons étudié les techniques de venie des 
produits, la situation des constructions et des Etablissements séricicoles, lepoten tie/dc iransformation 
des coconsfrais, la situation des muraies, la distribution des cufs de vers a soie, des coconsfrais ci 
la distribution desfermiers dans les dUjErentes  rEgions. L 'étude propose aussi une discussion sur les 
problEmes de / 'industrie sEricicole a Gui/an ci explique pourquoi il serait nécessa ire de crEer des 
cooperatives séricicoles. A cci Egard, nous notons la superiorite des nouve/les méthodes d 'aciivités 
(coopEration) sur les mEthodes traditionne/les (individuelles). Dc plus, nous discuions elfaisons des 
propositions sur les types d 'activités des coopEratives sEricicoles ci sur Ic cadre ci les limites de /eurs 
activiiEs ainsi que sur les prohlèmes que I 'on peru renconirer a leur crEation. 

INTRODUCTION 

La sériciculture est une industrie importante dans le domaine agricole et elle remonte a 2650 avant 
J. C. (Anonyme, 1983; Anonyme, 1990; Anonyme, 1998; Wang, 1989). Ilya lOmillionsd'éleveurs 

* Auteur auquel adresser Ia correspondance: (Alireza Seidavi): House no. 180— Vali Asr St— Chamran Avenue 
- Rasht - Gilan - I. R. Iran. Code postal : 41857 —43999. Email: alirezaseidavi@yahoo.com.  
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de vers a soie et 0,5 millions d'ouvriers travaillant dans des industries associées dans le monde entier 
(Bizhannia et Seidavi, 2004a). La capacité actuelle de production d'ceufs de ver a soie en Iran est 
d'environ 200 000 boites par an, qui sont distribuées entre 80 000 foyers (Seidavi, 2000), La 
production annuelle de cocons en Iran aneint environ 6000 tonnes, ce qui est très négligeable par 
comparaison aux siècles précédents. L' information disponible, les rapports et les documents montrent 
que de nombreux problèmes menacent cette industrie. L'industrie séricicole dispose d'un potentiel 
approprié pour la mise au point et la creation de cooperatives séncicoles. II est donc nécessaire 
d'étudicr la possibilité d'organiser des cooperatives séricicoles en Iran. Si cette recherche montre que 
la formation de cooperatives diminuerait les problemes de l'industrie séricicole iranienne, 
promouvraitle développementde cette industrie, augmenterait les possibilités d'emploi dans les zones 
rurales, etc.., it serait nécessaire de contrôler les procedures de leur creation. Entre-temps, it faut étudier 
les mCthodes de creation de cooperatives sCricicoles. Le but de cette etude est de rCpondre a ces 
questions. II n'y a pas eu d'étude scientifique et complete sur les organisations de cooperatives 
sericicoles, leurs roles et leurs qualites en Iran jusqu'à present. Les réfCrences actuelles montrent 
seulement les effets positifs des performances des cooperatives sans aucune recommandation sur leur 
type d'organisation et de creation. Mais 1 'organisation de cooperatives séricicoles dans les pays on la 
sériciculture est developpee remonte a plus d'un demi-siécle, cependant it n'y pas de ressources 
etrangeres disponibles sur le besoin en cooperatives séricicoles et sur leurs méthodes (Anonyme, 
1967 ; Khomamizadeh, 1994 ; Seidavi, 2000 ; Bizhannia et Seidavi, 2004b). Rajasekharan (1992) et 
Anonyme (1996) ont fait des etudes sur l'altégement de la pauvrete rurale a partir d'expériences 
réaiisCes par l'organisation AIRD (Asian Institute for Rural Development). Leurs rCsultats montrent 
que pour I'expansion de la sCriciculnire dans les zones adaptees et l'allégement de la pauvrete, la 
creation d'organisations cooperatives séricicoles rurales est une méthode appropriee. L'organisation 
AIRD a mis cii place des projets de développement de la sCriciculture pour l'amélioration des 
ressources humaincs et de l'exportation des technologies, en utilisant le processus de performance des 
cooperatives. Anonyme (1993 ; 1995) et Kerutagi et coil., (1994) ont étudié les problémes des 
entreprises séricicoles dans la region de Bij apour. Its ont suggérC que des organisations de cooperatives 
sCricicoles avec le soutien du gouvernement pourraient être une strategie appropriée pour le 
développement de la sériciculture. 

Rajagopalan (1996) a réalisé une recherche sur la cooperation agricole. Ii a étudié les principes 
et les cadres des organisations cooperatives et les mCcanismes d'une cooperation séricicole dans les 
villages indiens. Cette étude montre que les organisations cooperatives ont un rOle positif dans Ic 
dCveloppement rural surtout dans le secteur de la sériciculture. Kottary (1993) a montré que 
l'accomplissement d'un programme par les Nations Unics (PNUD) pour la creation de cooperatives 
séricicoles a entrainC des résultats et des réponses positifs. Dans ce programme, les femmes de milieu 
rural ont plantC des mOriers dans une partie de leurs fermes non utilisée par d'autres activitCs agricoles. 
Les feuilles de mOrier sont utilisées pour l'elevage des vers a soie et les cocons récoltés sont convertis 
en flu de soie au moyen de bassines domestiques artisanales et vendues a d'autres zones. Puis les 
bénéfices obtenus sont partagés entre dies, ce qui augmente les revenus des femmes dans les zones 
rurales de maniere remarquable (Seraie, 1993). Manject (1986) ; Lu (1991) Wu et Chen (1992) 
Giriappa (1993) et Ho (1996) ont réalisé de nombreuses recherches a propos des principes de la 
sériciculture, du dCveloppement rural et des strategies pour Ic développement et l'allegement de la 
pauvretC dans ces zones. Its ont étudié les divers types de developpement rural sous leurs diffCrents 
aspects et problCmes. Its pensent que les activités sCricicoles dans Ic cadre de cooperatives rurales 
peuvent changer Ic niveau de vie de maniCre positive. Krishnaswami et coIl. (1973); Manjeet (1987); 
Zhang et coil., (1988) et Lizuka (1990) ont rCalisé une étude comparative sur l'efficacitC de différentes 
méthodes d'élevage des vers a soie. Its ont compare I'elevage de vers a soie avec deux systèmes dont 
l'organisation avec des cooperatives séricicoles (approche modeme) et Ic systéme traditionnel 
(méthode primitive) et en ont conclu que la premiere méthode entraine plus de bénéfices et moms de 
dCpenses. 
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On peut donc conclure que la plupart des chercheurs accordent une importance particulière a la 
creation d'organisations cooperatives sCricicoles. landis que la qualité de la méthode de creation de 
ces organisations vane selon les pays. II est clair et démontrable que les organisations cooperatives 
sont efficaces et indispensables pour Ic développement rural. 

MATERIELS ET METHODES 

Dans cette experience, on mesure les variables étudiées dans la province de Guilan oü a lieu la 
plus grande part des activités séricicoles en Iran soit 66,3 % des fermiers et 87 % des muraies du pays. 
Les fermiers de Guilan produisent 66,9 % des cocons. Pour sélectionner l'échantillon de l'Ctude sur 
le besoin et sur les méthodes de creation de cooperatives séricicoles, il faut accorder de l'attention a 
différents sujets et paramétres tout en tenant compte des buts de l'étude. D'autres facteurs sont pris 
en compte tels que la taille de la population statistique, la valeur sensible dans la recherche des 
variables dépendantes des variables indépendantes, la faisabilité des résultats, l'hetérogeneitC des 
valeurs étudiées et la validité et la fiabil ité des instruments de mesure. Nous avons étudié avec attention 
la dispersion des individus de la population statistique a l'intérieur de la population. Compte tenu de 
la grande taille de la population statistique dans cette étude qui couvre toutes les activités sCricicoles 
de la province de Guilan, ii est impossible d'accéder a tous les membres. Nous avons done utilisé un 
groupe sélectionnC en utilisant I'échantillonnage aléatoire. Le groupe sélectionné étudié est la yule 
de Langroud, un tiers de Guilan ayant des activités sénicicoles. On utilise un échantillonnage aléatoire 
simple dans ce groupe. On sélectionne la méthode d'échantillonnage aléatoire sur la base du groupe 
et des échantillons aléatoires dans Ic groupe étudié de différents villages de trois zones a Langroud, 
(Centre, Koomleh, et Otaghvar) pour améliorer la validité des résultats obtenus et leur capacité de 
generalisation a des niveaux plus Clevés. On sélectionne cent families de fermiers provenant de dix 
villages de Langroud. Compte tenu de la structure du projet et de ses paramétres, on applique les 
méthodes suivantes pour le recueil des données: 

Observations précises ou structurées 
Toutes les données nécessaires sont recueillies par entretien personnel des personnes impliquées 

dans la recherche dans les lieux étudiés et tous les événements sont contrôlés. On emploie cette 
méthode puisque dans la plupart des cas, les personnes informées ne sont pas capables d'échanger 
leurs informations et pour éviter toute erreur possible. 

Passage en revue des documents disponibles, papiers et rapports et utilisation des 
statistiques et des références des bibliothèques: 

On utilise ces références pour étudierl'information paralléle de manière a connaItre la population 
et les sujets. Cette approche crée une information de valeur a partir de documents sur les sujets étudiés. 

Entretien libre: 
Pour completer les résultats obtenus sur le terrain, certaines autontés et personnes informées sont 

soumises a des entretiens libres. Les données recueillies de cette manière n'ont pas en gros d'effet sur 
les résultats de l'étude ; cependant, elles aident a clarifier centains aspects des paramètres de la 
recherche et a assurer les auteurs de l'exactitude des résultats. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

I. Infrastructure séricicole 
II s'avère que la structure de la sériciculture des villages étudiés dans la province de Guilan 

s'articule autour de fermiers mdividuels. us se procurent les ccufs de vers sole nécessaires de manière 
individuelle auprès des centres de vente gouvennementaux et la plupart font éclore les ccufs par 
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eux-mémes sans utiliser d'activitCs de cooperation ou l'aide des secteurs gouvemementaux. 
Cependant, le secteur gouvernemental apporte certains services de promotion et de formation aux 
fermiers sous la forme d'ateliers auxquels us participent de manière individuelle. On observe la même 
structure pour l'élevagc des larves venant d'éclore et des larves du dernier age sans la presence d' aucun 
secteur coopCratif ou gouvernemental. Cette étude montre que l'élevage, la montée des vers adultes, 
la récolte, la manipulation et la vente des cocons se fait de manière individuelle. Les fermiers vendent 
leurs cocons frais aux secteurs privés ou gouvernementaux selon les conditions du marché. Pour 
fournir les cocons de grainage pour la production commerciale d'ceufs de versa soie, certains fermiers 
spécialisés sont sélectionnés pour élever les lignées de vers a soie parentaux et us n'offrent Ieurs 
cocons qu'au secteur gouvernemental a un prix agréé selon la qualité des cocons. Toutes les activités 
liées aux muraies dont la plantation, la multiplication, la culture et la récolte sont habituellement 
réalisées de manière individuelle sans aucun effet notable d'organisations cooperatives. Cependant, 
Ic secteur gouvernemental apporte certains matCriaux de support tels que les engrais, les remèdes, les 
jeunes plants de mürier etc. mais ces activitCs se font aussi de manière individuelle. Nous avons 
compris que L'élevage des races de versa soie pour la production de cocons de grainage (a l'exception 
de celles liées aux fermiers selectionnés produisant les cocons de grainage) et la production d'ufs 
de vers a soie sont totalement monopolisées par le secteur gouvernemental. Bien sur, dans la province 
de Guilan, une section cooperative s'est occupée d'une partie limitée de la production commerciale 
d'ceufs de vers a soie mais sous Ic contrôle du gouvernement pendant les deux dernières années 
(1999-2000) et les ceufs produits sont IivrCs au secteur gouvernemental. Pour Cviter tout résultat irréel, 
nous avons donc suppose que tous ces processus ont lieu sous Ic contrôle gouvernemental méme si 
l'opinion au développemcnt de cette cooperative est favorable. Les activités de lignage du niürier et 
du vera soie et I 'introduction de nouvelles variétés ne sont réalisées que par Ic secteur gouvernemental 
et les secteurs pnvé ou coopératifnc sont pas impliqués dans cette tãche. 

II. Les problèmes des activités séricicoles: 
Sur la base des rCsultats de cette étude, on peut résumer les principaux goulets d'etranglement 

des activités séricicoles dans la province de Guilan cornme suit 

- production des ceufs de vers a soie 
- éclosion des ccufs de vers a soie 
- élevage des vers a soie 
- muraies 
- bãtiments et institutions séricicoles 
- vente des cocons 

Ill. Nécessité de la creation de cooperatives séricicoles: 
L'étude de la sériciculture dans la province de Guilan et de ses problémes montre que pour la 

meilleure exploitation des institutions et des possibilités domestiques, la formation de cooperatives 
séricicoles est d'une importance primordiale et critique. En cc qui concerne le role des organisations 
cooperatives dans le dCveloppement regional des infrastructures existantes, nous expliquons comment 
les organisations cooperatives pourraient diminuer les difficultés actuelles et nous présentons les 
mérites des méthodes progressistes par comparaison a la méthode traditionnelle. 

1. Le role des organisations cooperatives pour résoudre les problèmes: 
Selon les rCsultats obtenus, certains des problCmes des fermiers a Guilan pourraient être résolus 

par la creation d'organisations cooperatives efficaces qui tCmoignent de la nécessitC d'une approche 
cooperative de la sCriciculture. 
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Dans cette optique, on peut donc chercher comment les organisations cooperatives peuvent avoir 
un role dans tous les domaines parallèles tels que Ia production / l'éclosion d'ceufs de vers a soie, 
l'elevage de vers a soie, les muraies, les Ileux d'elevage séricicole et Ia vente. 

2. Avantages des méthodes modernes par rapport aux méthodes traditionnelles: 
Les résultats obtenus dans cette étude montrent les méntes de l'emploi de méthodes progressistes 

dans les activités séricicoles grace a l'orgariisation de cooperatives qui sont un système plus efficace 
et plus benéfique que les anciennes méthodes séricicoles a Guilan. D'aprês des actions regroupées, 
certains avantages des méthodes moderries par comparaison aux méthodes traditionnelles qui mettent 
l'accent sur des activités individuelles sont les suivants 

baisse des dépenses et augmentation de l'efficacité 
- utilisation du soutien des syndicats 
- planification et prise de decision correctes 
- possibilité du soutien des membres 
- possibilité de l'utilisation d'un équipement moderne et de services experts 
- reduction du temps de travail des fermiers avec croissance de Ia production 
- exploitation de Ia valeur ajoutCe et d'opportunités parallèles 
- mimmisation des difficultés existantes avec l'apport d'une base au développement regional 

Etablissement des grandes lignes du développement: 
L'interférence d'organisations cooperatives dans les activités séricicoles permettrait d'accélérer 

l'utilisation du potentiel de Ia province de Guilan, cc qui a son tour augmenterait le taux de 
développement et I'efficacité de production. Cela pourrait amener a Ia promotion des industries 
associées, a l'élévation du bien-être social eta l'apport de nouveaux débouchés ct ainsi de suite. 

Types d'activités des cooperatives séricicoles: 
Les discussion entendues prouvent le role positif et I' importance de I 'organisation de cooperatives 

séricicoles dans les activités de sénciculture. En d'autres termes, on peut dire que tous les problèmes 
séricicoles pourraient disparaitre en Iran par l'organisation de cooperatives séricicoles. A cet égard, 
on peut résumer les activités essentielles des cooperatives séricicoles a Guilan comme suit 

- production et éclosion des eufs de versa soie et élevage des jeunes vers 
- production de cocons 
- multiplication et production dejeunes mOriers 
- autres activités de sériciculture et des industries dependantes 

Infrastructure des organisations cooperatives séricicoles: 
Au vue des discussions entreprises dans cette recherche, on peut diviser les organisations 

cooperatives séricicoles en deux types principaux. Certaines coopérations apportent les matériaux et 
les infrastructures nécessaires aux fermiers tandis que les autres types de coopérations sont un groupe 
de ferniiers qui travaillent ensemble. Compte tenu du type d'organisation des cooperatives, c'est done 
l'une des structures mentionnées ci-dessus qui se formerait. 

- Cooperatives répondant aux besoins des producteurs: 
L'un des buts des organisations cooperatives séricicoles est de répondre aux besoins des 

producteurs. Dans ces types d'organisations, les membres peuvent continuer ou renforcer leur travail 
au moyen des possibilités et des infrastructures de Ia cooperative. Les cooperatives offrent un soutien 
aux membres qui pourrait ne pas être disponible pour les fermiers sur une base individuelle. Grace 
aux infrastructures des cooperatives les membres peuvent augmenter leur niveau de rendement et leur 
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efficacité et peuvent augmenter leurs revenus. De plus, les membres disposent de plus de protection 
et de soutien contre les aléas et les problèmes. Dans ce cas, les fermiers reçoivent un soutien 
gouvernemental de maniCre claire et légale. 

Cooperatives de production séricicole 
Les membres de cc type de cooperative séncicole disposent d'infrastructures, de matériaux et des 

possibilités de la cooperative directement pour la production. En general, les membres n'ont pas 
d'expérience précédente dans le travail et ont I'intention d'essayer cette activité en créant une 
organisation cooperative afin de bénéficier des avantages d'uri mvestissement commun, du fait de 
travailler ensemble et du soutien gouvernemental. 

Le domaine et les activités des organisations cooperatives sont les suivants: 

-. I'apport des mufs de vers a soie 
- l'éclosion des ceofs de vers a soie 
- l'élevage des versa soie et la production et la multiplication des jeunes müriers 
- la technologie de gestion des muraies 
- l'utilisation de bâtiments et d'institutions adaptés 
- la presentation des rendements et l'analyse de la qualité 
- l'éducation des fermiers sur les méthodes correctes de gestion et sur les nouveiles technologies 
- l'achat des cocons des fermiers mdividuels 
- la réalisation de toutes les activités associées en offrant des services tels que la transformation, 

le dévidage, le filage des cocons 
- le soutien des membres contre l'incidence des maladies, les catastrophes naturelles 
- la participation a un niveau de planification plus élevé et le benefice des soutiens 

gouvernementaux, par exemple codification appropriée pour l'amélioration de la sériciculture 
- des activités productives dans différents domaines, par exemple lhorticulture, l'élevage en 

utilisant les bãtirnents et les équipements séricicoles 

Problèmes concernant la creation d'organisations séricicoies cooperatives: 
II existe de nombreux problèmcs et difficultés pour la creation d'orgamsations cooperatives 

séricicoles et pour la continuation de leurs activités. Certains des pnncipaux problèmes sont les 
suivants. 

- difficulté a produire pendant toute l'an.nCe 
- goulets d'étranglement économiques 
- problemes socioculturels 
- bureaucratic 
- et autres 
II faut réaliser des etudes et des recherches complementaires sur la creation de cooperatives 

productives de manlére a accélérer l'amélioration du dCveloppement dans le domaine sericicole. Dc 
cette manièrc, les industries parallèles telles que le devidage de la soie, Ic tissage de la soie, etc.. 
pourraient trouver leur role chez les families du secteur rural a cOté d'autres activités agricoles telles 
que l'industrie des volailles, l'elevage des moutons, etc.. 
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GRAINAGE PARAMETERS OF COMMERCIAL SILKWORM 
HYBRIDS AS INFLUENCED BY VARIOUS LEVELS OF 

NITROGEN SUPPLIED THROUGH DIFFERENT ORGANIC 
SOURCES 

A. RAVIKUMAR, T. K. NARAYANASWAMY, M. A. SHANKAR, B. SANNAPPA & 
D. CHANDRAPPA 

Department of Sericulture, University of Agricultural Sciences, Bangalore-560065, India 

Seed technologies are important in sericulture, since a good seed leads to productive cocoon 
crop. Thus, a study was under taken to know the effect of application of nitrogen, at different levels 
through varied sources supplied to mulberry, on grainage parameters. Among nitrogen sources, the 
use offarmyard manure (FYM), green leaf manure (GLM) (Glyricidia) and castor cake (CC) at 75, 
50 and 25 per cent levels. Further, the application of 50 % N through GLM + 50 % N through urea 
and 50 % N through CC + 50 % N through urea showed better performance with regard to pupal 
weight, pupal duration, moth emergence, fecundity and hatchability. Among hybrids, CSR 2 x CSR4 
topped by first recording higher grainage parameters as compared to rainy and summer seasons. 

Keywords: Grainage, nitrogen, organic, silkworm. 

INTRODUCTION 

Mulberry responds well to application of nitrogenous fertilizers. Nitrogen is one of the key 
elements in mulberry management and silkworm nutrition. Its importance in sericulture does not need 
to be stressed upon in view of the high demand for the element both by the mulberry, in order to 
increase leaf yield and by the silkworm for silk production, in sericulture, generally emphasis is laid 
on mulberry cultivation and silkworm rearing. However, one important aspect often neglected is seed 
technology. Seed technology is important since a good seed is the basis for a good cocoon crop. 

MATERIAL AND METHODS 

Field experiment was carried out at Main Research Station, Hebbal, Bangalore during 2002-2003 
as randomized complete block design with 9 treatments and three replications with net plot size of 
25 m2. The Vt mulberry was planted with a spacing of 90cm x  90cm. The various sources of nitrogen 
through inorganic (urea) and organic [farm yard manure (FYM), green leaf manure (GLM) and castor 
cake (CC)] were applied at 75, 50 and 25 per cent levels in different combinations. The mulberry 
cultivation practices were followed as per recommended package of practices (Dandin etal., 2001). 

Details of quantity of organic manures applied under different treatment combinations 

FYM level 
75 % N FYM + 25 % N through Urea (48.91 kg FYM + 0.41 kg Urea /yr/25 sq m) 
50 % N FYM + 50 % N through Urea (32.60 kg FYM + 0.82 kg Ureaiyr/25 sq m) 
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25 % N FYM + 75 % N through Urea (16.30 kg FYM + 1.20 kg Urealyr/25 sq m) 

CC Level 
75 % N CC + 25 % N through Urea [16.79 kg CC + 0.41 kg UreaJyrI25 sq m) 
50 % N CC + 50 % N through Urea (11.20 kg CC + 0.82 kg Urealyr/25 sq m) 
25 % N CC + 75 % N through Urea (5.60 kg CC + 1.20 kg Urea /yr/25 sq m) 

GLM Level 
75 % N GLM + 25 % N through Urea (13.17 kg GLM + 0.41 kg Urea /yr/25 sq m) 
50 % N GLM + 50 % N through Urea (8.78 kg GLM + 0.82 kg Urea /yr/25 sq m) 
25 % N GLM + 75 % N through Urea (4.39 kg GLM + 1.20 kg Urea /yr/25 sq m) 

Note: 
Urea containing 46 per cent N 
The nutrient composition of different organic manures were estimated on dry weight basis and 

tabulated below: 

Organic N P K Zn Fe Cu Mn Ca Mg 
manures (%) (%) (%) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (%) (%) 

FYM 1.15 1.46 1.5190 2335 25 126 1.0 0.06 
Castor Cake*  3.35 1.24 0.90 82 1740 25 50 0.52 0.05 
GLM # 4.27 0.86 1.70 145 4310 25 120 0.64 0.05 

* : Ricinus communis 
#: Glvricidia maculata 

Mulberry leaves obtained by imposing nine treatments of three replications each were fed to 
silkworm hybrids of the CSR 2 x CSR 4 and PM x NB4D2 race as per the package of practices 
(Anonymous, 1995) and the influence of these treatments on grainage parameters was studied. The 
replication value is the average of ten pupae which as taken as samples to record the pupal 
observations. Finally, the pooled data for five crops was statistically analysed and presented in Tables 
Ito V. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Pupal weight and pupal duration: 
Significant higher pupal weight was recorded in worms fed on mulberry leaf obtained by 

application of 50 per cent N through FYM + 50 per cent N through urea (1.35 g), 50 per cent N 
through GLM + 50 per cent N through urea (1.36 g) and 50 per cent N through CC + 50 per cent N 
through urea (1.38 g). Among hybrids, CSR2 x  CSR4 topped first by recording higher pupal weight 
(1.35, 1.36 and 1.37 gin FYM, GLM and CC levels, respectively). Among seasons, winter recorded 
higher pupal weight (1.36, 1.37 and 1.39 g, respectively) (Table I). 

Pupal duration varied significantly due to the feeding of silkworms with mulberry leaf obtained 
by the application of FYM. It was significantly lower in 50 per cent N through FYM + 50 per cent N 
through urea (10.96 days). Silkworms reared in rainy recorded significantly shorter pupal duration 
(11.48 days). Interaction effect was observed between CSR2 x  CSR4 silkworms and rainy season with 
respect to pupal duration (11.28 days) which resulted shorter. 
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Mean 	FYM levels 	FYM levels x  seasons 
hybrids 

Moyenne Niveaux de FYM Niveaux de FYM x saisons 
a hebrides 

Si 	S2 	S3 
CSR4 NRiU2 

	

1.33 	1.28 

	

1.37 	1.32 

	

1.34 	1.31 

	

1.35 	1.30 

1.30 1.34 1.27 

1.35 1.38 1.32 

1.33 1.37 1.33 

1.33 1.36 1.29 

1.30 

1.35 

1.33 

Table I. Influence of various levels of nitrogen through different sources applied to mulberry on pupal weight (g/ pupa) in different 
silkworm hybrids under different seasons. 

Tableau I. Influence de niveaux varies d 'azote appliqués chez le mürier par différentes sources sur le poids nymphal (ginymphe) chez 
djfférents hybrides du ver a sole pendant dfférentes saisons. 

Farm yard manure (FYM) levels 	Rainy (SI) 	Winter (S2) 	Summer (S3) 

Niveaux defumure (FYM) 	Pluies (SI) 	Hiver (S2) 	Eté (S3) 

PM x CSR2 x  CSR2 x PM x CSR2 x  PM 
CSR4 NB4D2 CSR4 NB4D2 CSR4 NB4D 

1.33 1.28 1.37 1.32 1.29 1.25 

1.37 1.33 1.43 1.33 1.32 1.39 

1.34 1.32 1.41 1.33 1.28 1.28 

1.34 1.31 1.40 1.32 1.30 1.28 

75% N-FYM + 25% N-urea 

50% N-FYM + 50% N-urea 

25% N-FYM + 75% N-urea 

Mean (Hybrids a  seasons) 
Movenne (Iivbrides x  saisons) 

HaS FxHXS 

NS 	NS 
0.015 	0.050 

FYM levels (F) Hybrids (H) Seasons (S) 	F a  H 	F a  S 
Niveaux FYM (F) Hybrides (H) Saisons (5) 

F-test * * * 	NS 	NS 
S.Em± 	0.011 0.009 0.011 	0.015 	0.018 

C.D. at 5% 	0.031 0.025 0.031 	 - 

00 
U' 



00 	Table I. (Continued). / Tableau I. (Suite). 
ON 

Green leaf manure (GLM) levels 	Rainy (Si) Winter (S2) Summer (S3) Mean GLM levels x  hybrids GLM levels x  season 

Niveaux d'engrais pert (GLM) Saison des pluies Hiver Eti Moyenne Niveaux GLM x hybrides Niveaux GLM x  SaLcons 

CSR2 x 	PM X CSR2 x PM x 	CSR2 x 	PM a CSR2 x PM  a Si S2 S3 
CSR4 x NB4D2 CSR4 NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 NB4D2 

75% N-GLM + 25% N-urea 1.34 	1.29 1.37 1.39 1.29 	1.25 1.32 1.33 1.31 1.32 1.38 1.27 
50% N-GLM + 50% N-urea 1.38 	1.34 1.43 1.33 1.35 	1.33 1.36 1.38 1.33 1.36 1.38 1.34 
25% N-GLM + 75% N-urea 1.36 	1.33 1.40 1.33 1.30 	1.29 1.33 1.35 1.32 1.34 1.37 1.30 
Mean (hybrids a  seasons) 1.36 	1.32 1.40 1.35 1.31 	1.29 - 1.36 1.32 1.34 1.37 1.30 
Moyenne (Hvbrides a  saisons) 

GLM levels (G) Hybrids (H) 	Seasons (S) G a H C X  S H a  S G a  H a 
Niveaux GLM Hybrides Saisons 

F-test 	 * * * NS NS NS NS 
SEmi 	0.011 0.009 0.011 0.016 0.019 0.016 0.050 

C.D at 5% 	0.032 0.026 0.032 - - - - 

Castor cake (CC) levels Rainy (Si) Winter (S2) Summer (S3) Mean CC levels a hybrids CC levels x  seasons 
Niveaux de tourteaux de Saison des pluies Ifiver Eté Moyenne Niveaux de CC x  hybrides Niveaux de CC a  .caisons 
ricin (CC)  

CSR2 a 	PM  a CSR2 PM x 	CSR2 a 	PM  a CSR2 x PM a SI S2 S3 
CSR4 	NB4D2 CSR4 NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 NB4D2 

75% N-CC + 25% N-urea 1.34 	1.30 1.39 1.33 1.27 	1.30 1.32 1.33 1.31 1.32 1.36 1.28 
50% N-CC + 50% N-urea 1.39 	1.33 1.48 1.34 1.37 	1.36 1.38 1.41 1.34 1.36 1.41 1.37 
25% N-CC + 75% N-urea 1.39 	1.33 1.44 1.35 1.30 	1.29 1.35 1.37 1.32 1.36 1.39 1.29 

ru Mean (hybrids x  seasons) 
Moyenne (hybrides x saison.$) 1.37 	1.32 1.44 1.34 1.31 	1.39 - 1.37 1.32 1.34 1.39 1.31 

CC levels (C) Hybrids (H) 	Seasons(S) C a  H CXS HaS CXHXS 
Niveaux CC Hybrides Saisons 

F-test 	 * * * NS NS NS NS 
- SEmi 	0.012 0.010 0.012 0.018 0.022 0.018 0.050 

C.D. at 5% 	0.036 0.029 0.036 - - - - 



Table Ii. Influence of various levels of nitrogen through different sources applied to mulberry on pupal duration (days) in different 
silkworm hybrids under different seasons. 

Tableau Ii. Influence de niveaux varies d 'azote par differenles sources appliquées chez le miirier sur ía durée nymphale (jours) c/wi 
différents hybrides du ver a soie pendant différentes saisons. 

Farm yard manure (FYM) levels 	Rainy (Si) Winter (S2) Summer (S3) 	Mean FYM levels 	FYM levels a seasons 
a hybrids 

Niveux defumure (FYM) 	 Pluies Hhier Eve 	Moyenne Niveau.r de FYM 	Niveaux de FYM a saisons 
x hybrides 

CSR2 a 	PM a  CSR2 a 	PM a CSR2 a 	PM a CSR2 a 	PM x 	S1 	S2 	S3 
CSR4 	NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 	NB4D2 

75% N-FYM + 25% N-urea 

50% N-FYM + 50% N-urea 

25% N-FYM + 75% N-urea 

Mean (Hybrids a  seasons) 
&foyenne (J-iybrides x  Saisons) 

1207 12.32 12.19 12.20 

10.47 11.00 11.60 11.75 

11.31 11.75 11.89 11.83 

11.28 11.69 11.89 11.92 

11.00 12.63 	12.35 12.34 12.35 

11.06 10.67 	10.96 11.04 10.88 

12.06 11.76 	11.76 11.75 11.78 

11.37 11.68 	- 11.71 11.67 

	

12.19 	11.70 	12.14 

	

10.73 	10.86 	11.29 

	

11.53 	11.91 	11.86 

	

11.48 	11.82 	11.76 

HaS FXHXS 

---*-NS 
0.177 	0.530 

FYM levels (F) Hybrids (H) Seasons (S) 	F a  H 	F a  S 
Niveau.x FYM Hybrides saisons 

F-test 	 * NS * 	NS 	NS 
SEmi 	0.125 0.102 0.125 	0.177 	0.216 

C.D. at 5% 	0.660 - - 	- 	- 

00 



00 	Table II. (Continued). I Tableau II. (Suite). 
00 

Green leaf manure (GLM) levels 	Rainy (Si) 	Winter (S2) 	Summer (Si) 	Mean GLM levels x Hybrids GLM levels x  Seasons 

Niveaux d'engrais veil (GLM) 	Saison des pluies 	liver 	 Eté 	Moyenne Niveaux GLMX Iiybrides Niveaux GLMx Saisons 

75% N- GLM + 25% N-urea 
50% N-FYM + 50% N- urea 
25% N-FYm + 75% N- urea 
Mean (Hybrids x  Seasons) 
Moyenne (Ilybrides x  Saisons) 

CSR2 PM x 	CSR2 x  PM x 	CSR2 x PM CSR2 x  PM 
x CSR4 NB4D2 	CSR4 NB4D2 	CSR4 x  NB4132 CSR4 N84132 

11.91 12.18 	12.10 12.08 	12.69 12.51 12.24 12.23 12.25 
10.96 10.91 	11.55 10.85 	10.99 10.52 10.96 11.17 10.76 
11.13 11.51 	11.85 13.18 	11.92 11.65 11.87 11.63 12.11 
11.33 11.53 	11.83 12.04 	11.86 11.56 - 11.68 11.71 

CC levels (C) Hybrids (H) 	Seasons (S) C x  H C x  S 
Niveaux CC Hybrides Sai.sons 

SI 	S2 	S3 

	

12.04 	12.09 	12.60 

	

10.93 	11.20 	10.75 

	

11.32 	12.52 	11.78 

	

11.43 	11.93 	11.71 

flxS CXHxS 

F-test 	 * NS NS NS 	NS NS 	NS 
S.Em ± 	 0.230 0.188 0.230 0.325 	0.398 0.325 	0.980 

C. D. at 5% 	0.368 - - - 	- 0.521 	- 

Castor cake (CC) levels Rainy (Si) Winter(S2) Summer (S3) Mean 	GLM levels x  Hybrids GLM levels x  Seasons 

Niveaux de tourteaux Saison des pluies Iliver Eté Moyenne Niveaux GLMx Hybrides Niveaux GLM x  Saisons 

de ricin (CC) 
CSR2 	PM x  CSR2 x 	PM x CSR2 x 	PM CSR2 a 	PM a SI 	S2 	S3 

x CSR4 	NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 a  NB4D2 CSR4 	NB4D2 

75% N- GLM + 25% N-urea 11.72 12.13 11.50 11.99 12.00 12.16 	12.09 12.08 12.09 11.92 12.00 12.34 
50% N-FYM + 50% N- urea 10.62 10.76 11.21 12.00 10.46 11.00 	10.64 10.76 10.53 10.69 10.86 10.39 
25% N-FYm + 75% N- urea 11.09 11.36 11.81 11.21 11.76 11.32 	11.42 11.55 11.29 11.22 11.51 11.54 
Mean (Hybrids x Seasons ) 11.14 11.41 11.50 11.73 11.40 11.49 	- 11.46 11.30 11.28 11.46 11.42 
Moyenne (Hybrides x  Saisons) 

CC levels (C) 
Niveaux CC 

F-test 	* 
SEm± 	0.128 

CD at 5% 	0.368 

Hybrids (H) Seasons (S) 	C a  H 	C x  S H a  S 	Cx H x  5 
Hybrides Saisons 

NS NS 	NS 	NS * 	NS 
0.105 0.128 	0.181 	0.222 0.181 	0.980 

- - 	 - 	- 0.521 	- 



88.38 91.25 92.07 
(70.09) (72.83) (73.67) 

93.57 96.25 73.00 
(75.45) (78.99) (74.73) 

91.13 93.28 73.00 
(72.86) (75.12) (74.73) 

91.03 93.59 92.69 
(72.75) (72.75) (95.21) 

HXS FxUXS 

NS 	NS 
0.630 	1.890 

Table III. Influence of various levels of nitrogen through different sources applied to mulberry on moth emergence (%) in different 
silkworm hybrids under different seasons. 

Tableau III. Influence de niveaux varies d 'azure appliqués chez le mârier par différentes sources sur I 'emergence de papilons (%) 
chez différents hybrides du ver a soie pendant différentes saisons. 

Farm yard manure (FYM) levels 	Rainy (SI) Winter (S2) Summer (S3) 	Mean FYM levels FYM levels x  seasons 
x hybrids 

Niveaux defumure (FYM) 	 Pluies (SI) Hiver (S2) Eli (S3) 	Moyenne Niveaux de FYM Niveaux de FYM 
x hybrides x saisons 

CSR2 x 	PM  x CSR2  x 	PM x CSR2 x 	PM x CSR2 x 	PM  x S1 	S2 	S3 

CSR4 	NB4I)2 CSR4 	NB402 CSR4 	NB4132 CSR4 	N84132 

75% N-FYM + 25% N-urea 89.16 89.61 90.83 89.86 92.13 92.01 90.27 90.70 89.83 
(70.79) (69.40) (72.31) (75.51) (73.73) (73.60) (77.91) (72.31) (71.50) 

50% N-FYM + 50% N-urea 92.99 94.16 96.66 95.83 94.99 95.00 94.94 94.88 94.99 
(74.86) (76.05) (79.62) (78.35) (77.39) (77.08) (77.22) (77.29) (77.16) 

25% N-FYM + 75% N-urea 91.16 91.11 93.23 93.33 93.01 93.00 92.42 92.46 92.48 
(73.04) (72.67) (75.10) (75.09) (74.67) (74.80) (74.23) (74.12) (74.19) 

Mean (Hybrids x  seasons) 91.10 90.66 93.57 93.01 93.37 93.34 - 92.68 92.43 

Moenne(Hybrides x  saisons) (72.79) (72.71) (72.68) (72.71) (75.26) (75.16) (74.58) (74.28) 

FYM levels (F) Hybrids (H) Seasons (S) 	F x  H 	F x  S 
Niveaux FYM (F) Hybrides (H) Saisons (5) 

F-test 	 * NS * 	 NS 	NS 
S.Em ± 	0.446 0.364 0.446 	0.630 	0.772 

C.D. at 5% 	1.287 - 1.287 	- 	- 



Table III. (Continued). 

Tableau III. (Suite). 

Green leaf manure (GLM) levels 	Rainy (SI) Winter (S2) Summer (S3) Mean 	GLM levels x hybrids 	GLM levels x  season 

Niveaux d'engrais yen (GLM) 	SaLcon des pluies Hiver Eté Moyenne 	Niveaux GLM 	Niveaux GLM x Saisons 
x hybnides 

CSR2 x 	PM x CSR2 x 	PM x CSR2 x 	PM x CSR2 x 	PM x 	Si 	S2 	S3 
CSR4 x NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 	N84D2 

75% N-GLM + 25% N-urea 89.65 88.65 91.66 90.83 92.31 92.55 90.94 91.20 90.67 89.15 91.25 92.43 
(71.26) (70.33) (73.25) (72.41) (73.95) (74.18) (72.26) (72.82) (72.31) (70.80) (72.83) (74.06) 

50% N-GLM + 50% N-urea 95.82 90.33 97.49 96.50 95.65 95.16 95.99 96.32 95.66 95.57 96.99 95.40 
(78.27) (77.51) (82.46) (79.33) (78.05) (77.33) (78.83) (79.59) (78.06) (77.89) (79.90) (77.69) 

25% N-GLM + 75% N-urea 91.65 91.18 94.16 93.33 93.10 94.73 93.02 92.97 93.08 91.41 93.75 93.91 
(73.58) (92.74) (76.08) (75.09) (74.79) (76.33) (75,72) (74.92) (74.99) (73.16) (76.20) (75.56) 

Mean (hybrids x  seasons) 92.37 91.72 94.44 93.55 93.68 94.14 - 93.50 93.14 92.04 93.99 93.91 
Moyenne (Hybrides x saisons) (74.24) (93.54) (77.27) (75.61) (75.58) (76.25) (75.70) (75.13) (73.90) (76.44) (75.91) 

GLM levels (C) Hybrids (H) 	Seasons (S) G x  H Cx S H x  S 	C x  H x  s 
Niveaux GLM Hybrides Saicons 

F-test * NS * NS * NS NS 
S.Em± 0.542 0443 0.542 0.767 0.939 0.767 2.300 

C.D at 5% 1.566 - 1.5660 - 2.726 - - 



Table 1(1. (Continued). 
C' 

Tableau III. (Suite). 

Castor cake (CC) levels Rainy (Si) Winter (S2) Summer (S3) Mean CC levels a hybrids CC levels a  seasons 

- Niveaux de louiieoux Saison des pluies liver Eté Moyenne Niveaux de CC Niveaux de CC 
00 de ricin (CC) a hybrides x saisons 

00 CSR2 a  PM  a CSR2x PM x  CSR2  x 	PM  a CSR2 a 	PM a SI S2 S3 
CSR4 NB4D2 CSR4 NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 	NB4D2 

75% N-CC + 25% N-urea 90.81 89.11 95.20 91.66 92.58 	92.65 91.55 91.96 	91.14 89.96 92.08 92.61 
(72.37) (70.73) (74.10) (73.25) (74.21) 	(74.35) (73.17) (73.56) 	(72.78) (71.55) (73.68) (74.28) 

50% N-CC + 50% N-urea 96.65 95.77 98.33 97.49 96.12 	95.61 96.66 97.03 	96.29 96.21 97.91 95.86 
(79.69) (78.18) (83.74) (82.46) (78.70) 	(78.02) (80.12) (80.69) 	(79.53) (78.91) (83.10) (78.36) 

25% N-CC + 75% N-urea 92.00 91.86 95.00 93.43 93.62 	93.56 93.24 93.54 	92.95 91.93 94.21 93.59 
(73.59) (73.45) (77.07) (75.23) (75.41) 	(75.39) (75.02) (75.36) 	(74.69) (73.52) (76.15) (75.40) 

Mean (hybrids a  seasons) 93.15 92.24 95.27 94.19 94.10 	93.94 - 94.17 	93.46 92.70 94.73 94.02 
Moyenne (Hybrides a  saisons) 	(75.20) (74.12) (78.30) (76.98) (76.10) 	(75.92) (76.54) 	(75.67) (73.17) (80.12) (75.02) 

CC levels (C) Hybrids (H) 	Seasons (S) C a  H C a  S H a  S 	C a  H  a  S 
Niveaux CC Ilybrides 	Saisons 

F-test * NS * NS * NS NS 
S.Em ± 0.562 0.459 0.562 0.795 0.973 0.795 2.380 

C.D. at 5% 1.622 - 1.622 - 2.810 - - 

The values in parenthesis are angular transformed / Les valeurs entre parentheses soOt les valeurs angulaires transformCes. 



Table P/. Influence of various levels of nitrogen through different sources applied to mulberry on fecundity (eggs / DFLs) in 
different silkworm hybrids and seasons. 

Tableau IV. Influence de niveaux varies d'azote appliqués au mârier par diffrrentes sources sur lafécondité (Wufs /pontes saines) 
chez différents hybrides de vers a soie pendant différenses saisons. 

Farm yard manure (FYM) levels 	Rainy (Si) Winter (S2) Summer (S3) 	Mean FYM levels FYM levels 
Hybrid x Seasons 

Niveaux defumier deferme (F}M) 	Saison des Jlieer Eté 	Moyenne Niveaux FYM Niveaux FYM x 
pluies saisons 

CSR2 	PM x CSR2 x 	PM x CSR2 x 	PM CSR2 x 	PM x SI 	S2 	S3 
CSR4 NB4D2 CSR4 	NB4D2 CSR4 	a  NB4D2 CSR4 	NB4D2 

75% N-FYM + 25% N- urea 452 391 559 421 463 384 	445.00 491.33 398.66 421.50 490.00 423.50 

50% N-FYM + 50% N- urea 568 486 611 510 509 483 	527.83 562.66 493.00 527.00 560.50 496.00 

25% N-FYM + 75% N- urea 481 406 587 461 481 406 	470.33 516.33 424.33 443.50 524.00 443.50 
Mean (Hybrids x  Seasons) 
Moyennc (hvbrides a  saisons) 500.33 427.66 585.66 464.00 484.33 424.33 	- 523.44 438.66 464.00 524.83 454.00 

FYM levels (F) 	Hybrids (H) 	Seasons(S) 	F a  H 	F x  S 	 H a  5 F a  H x S 
Niveaux FYM 	Hybrides 	Saisons 

F-test 	 * 	 * 	 * 	NS 	NS 	 * 	NS 
S.Em ± 

C.D.at 5% 	0.359 	 - 	 0.359 	- 	- 	 0.507 

t,1 



Table IV. (Continued). / Tableau IV. (Suite). 

Ln Green leaf manure (GLM) levels Rainy (Si) Winter(S2) Summer(S3) Mean GLM levels x  Hybrids GLM levels x  Seasons 
Niveaux GLM x Niveaux GLM x 

Niveaux d'engrais yen (GLM) Saison despluies Hiver Eté Moyenne X hybrides saisons 

CSR2 PM x CSR2 x PM x CSR2 x PM CSR2 x 	PM x Si S2 	S3 
CSR4 NB4D2 CSR4 N94D2 CSR4 x  N84D2 CSR4 	NB4D2 

75% N- GLM + 25% N-urea 463 390 562 399 467 386 444.66 491.33 	391.88 426.50 480.83 	426.50 
OD 50% N-GLM + 50% N-urea 570 491 580 530 516 490 529.55 555.44 	503.66 530.50 555.16 	503.00 

25% N-GLM + 75% N-urea 500 410 596 466 488 421 480.16 528.00 	432.33 455.00 531.00 	454.50 

00 Mean (Hybrids x  Seasons) 511.00 330.00 579.44 465.22 490.33 432.33 - 526.92 	442.62 470.66 522.33 	461.33 

Moyenne (Hybrides x  Saisons) 

GLM levels (C) Hybrids (H) 	Seasons (S) C x  H -- 	Gx S H x  S G x II x S 
Niveaux GLM Hybrides 	Saisons 

F-test 	* * 	 * * NS * NS 
S.Em ± 	7.47 6.10 	7.47 10.57 12.95 10.57 31.72 

C. D. at 5% 	21.46 17.52 	21.46 30.35 - 30.35 - 

Castor cake (CC) levels Rainy (Si) 	Winter (S2) 	Summer (S3) Mean GLM levels x  Hybrids GLM levels x  Seasons 
Niveaux GLM x Niveaux GLM x 

Niveaux de tourteaux de Saison des pluies 	Hiver 	 Eté Moyenne hybrides saisons 
ricin (CC) 

CSR2 	PM x 	CSR2 x PM x 	CSR2  x 	PM CSR2 x 	PM x Si S2 	S3 
CSR4 NB4D2 	CSR4 NB4Dz 	CSR4 x  NB4D2 CSR4 	NB4D2 

75% N-CC + 25% N-urea 470 	393 	569 440 	470 	391 455.50 503.00 	408.00 431.50 504.50 	430.50 
50% N-CC +50% N-urea 575 	510 	589 537 	535 	496 540.38 566.44 	514.33 542.50 563.00 	515.66 
25% N-CC + 75% N-urea 510 	431 	600 480 	495 	536 492.00 535.00 	449.00 470.50 540.00 	465.50 
Mean (Hybrids x  saisons) 518.33 	444.66 	586.00 585.66 	500.00 	441.00 - 534.81 	457.11 481.50 535.83 	470.55 
Moyenne (Hybrides x  Saisons) 

CC levels (C) Hybrids (H) 	Seasons (S) C x  H Cx S H x  S C x  H x  S 
Niveaux de CC Hybrides 	Saisons 

F-test 	* * 	 * NS NS NS NS 
S.Em ± 	6.86 5.60 	6.86 9.70 11.88 9.70 29.10 

CDat5% 	19.69 16.07 	19.69 - - - - 



Table V. Influence of varied levels of nitrogen through different sources applied to mulberry on hatching percentage in 
different silkworm hybrids under different seasons 

Tableau V. Influence de niveaux varies d 'azote appliqués au mürier par d[férentes sources sur le pourcentage d 'éclosion chez 
d:fféren:s hybrides de vers ii soie pendant des saisons djfférentes. 

Farm yard manure (FYM) levels 	Rainy (Si) 

Niveaux defumure (FYM) 	Saison despluies 

CSR2 	PM 
CSR4 a  NB4D2 

Winter (S2) 

Hiver 

	

CSR2 	PM a 

	

CSR4 	NB4D2 

Summer (S3) 

Eté 

CSR2 	PM a 
CSR4 	NB4D2 

Mean 	FYM levels x  Hybrids 	FYM levels x  Seasons 

Moyenne Niveaux FYM x  hybrides Niveaux FYM x saicons 

CSR2 	PM 	 Si 	S2 	S3 
a CSR4 N84D2 

75% N-FYM + 25% N- urea 94.28 93.51 94.36 94.25 90.81 91.31 93.08 93.15 93.02 93.89 94.30 91.06 
(76.21) (75.30) (76.26) (76.12) (72.40) (72.68) (74.82) (74.95) (74.69) (75.75) (76.19) (72.86) 

50% N-FYM + 50% N- urea 97.00 94.81 97.04 96.68 92.16 94.73 95.40 95.40 92.40 95.90 96.86 93.44 
(80.03) (76.92) (80.29) (79.50) (73.76) (76.77) (77.88) (78.03) (77.63) (78.47) (79.89) (75.26) 

25% N-FYM + 75% N- urea 95.36 94.01 95.75 95.60 91.65 92.36 94.12 94.25 93.99 94.68 98.67 92.00 
(77.62) (75.86) (78.15) (77.90) (73.21) (74.06) (76.13) (76.33) (75.94) (76.74) (78.02) (73.63) 

Mean (Hybrids a  Seasons) 95.54 94.11 95.71 95.51 91.54 92.80 - 94.26 94.14 94.82 96.51 92.17 
Moyenne(Hybrides a  saisons) (77.95) (76.02) (78.23) (77.84) (73.12) (74.56) (76.44) (76.14) (76.99) (78.04) (73.84) 

FYM levels (F) Hybrids (H) 	Seasons (S) F a  H F a  S H a  S 	F x  H x  S 
Niveaux F YM Hybrides Saisons 

F-test * NS * NS NS * NS 
S.Em ± 0.324 0.264 0.324 0.458 0.561 0.458 1.370 

C.D.at 5% 0.935 - 0.935 - - 1.322 - 



Table V. (Continued). 

Tableau V. (Suite). 

Green leaf manure (GLM) levels 	Rainy (Si) 

Niveaux d'engrais veil (GLM) 	Saison despluies 

CSR2 	PM 
CSR4 a  N8402 

Winter (Si) 

Hiver 

CSR2 	PM a 
CSR4 a  N84132 

Summer (S3) 

Eré 

cSR2 	PM a 

CSR4 	NB4D2 

Mean 

Moyenne 

GLM levels x Hybrids 	GLM levels a  Seasons 

Niveaux GLM a hybrides Niveaux GLM a  saisons 

CSR2 	PM x 	 S1 	Si 	S 
a CSR4 NB4D2 

75 % N- GLM + 25 % N- urea 94.96 	93.62 94.86 94.60 91.01 91.66 93.45 93.61 93.29 94.29 94.73 9133 
(77.26) 	(75.39) (76.90) (76.57) (72.56) (73.22) (75.32) (75.57) (75.06) (76.33) (76.33) (72.89) 

50 % N- GLM + 50 % N- urea 97.81 	95.16 97.79 96.74 92.65 94.11 96.18 96.69 95.67 96.48 97.17 94.88 
(82.04) 	(77.30) (81.57) (79.60) (76.75) (77.23) (79.06) (79.96) (78.04) (79.69) (78.58) (76.99) 

25% N- GLM + 75% N- urea 95.81 	94.12 95.98 95.70 91.73 92.00 94.30 94.50 94.11 94.96 95.84 92.12 
(78.23) 	(75.97) (78.63) (78.03) (73.33) (73.13) (76.39) (76.73) (76.04) (77.I0) (78.33) (73.73) 

Mean (Hybrids x  Seasons) 96.19 	94.30 96.21 95.68 92.46 92.37 - 94.93 94.36 95.24 95.91 92.78 
Moyenne (Hybrides X  saisons) (79.19) 	(76.22) (78.90) (78.07) (74.21) (74.76) (77.43) (76.38) (77.70) (77.77) (74.39) 

GLM levels (C) Hybrids (H) 	Seasons (S) C X H C x  S H a  S 	C a  H  a  S 
Niveaux GLM Hybndes saisons 

F-test 	 * * NS NS * NS 
S.Em± 	0.381 0.311 0.381 0.539 0.661 0.539 1.620 

C.D.a15% 	1.101 0.899 1.101 - - 1.558 - 



'0 
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Table V. (Continued). 

Tableau V. (Suite). 

Castor cake (CC) levels Rainy (Si) Winter (Sz) Summer (S3) Mean CC levels S Hybrids CC levels x Seasons 

Saison des pluies Hirer Eré Moyenne Niveaux CC x hybrides Niveaux CC X saisons 

Niveaux de gaurreaux CSR2 PM CSR2 PM x CSR2 PM a CSR2 PM Si S2 S3 

de ricin (CC) * CSR4 a  NB4D2 a  CSR4 a  N8413Z CSR4 NB4D2 a CSR4 NB4D2 

75% N- CC + 25% N- urea 95.08 93.76 95.41 95.55 93.16 92.06 93.83 93.88 93.79 94.42 95.48 91.61 
(77.23) (75.56) (77.64) (77.85) (72.66) (73.65) (75.77) (75.85) (75.69) (76.40) (77.74) (73.16) 

50% N-CC + 501/o N -urea 98.32 95.68 98.32 95.16 96.16 96.76 97.27 96.25 97.00 97.62 97.62 95.66 
(82.45) (78.03) (83.82) (79.91) (77.33) (78.71) (80.10) (81.35) (78.89) (80.56) (81.76) (78.02) 

25% N-CC+75% N-urea 96.14 94.41 96.10 95.85 92.01 92.86 94.56 94.75 94.37 95.27 95.97 92.43 

(78.73) (76.38) (78.61) (78.25) (73.60) (74.57) (76.69) (76.98) (94.80) (77.56) (78.43) (74.09) 

Mean (Hybrids a  Seasons 96.51 94.61 96.61 96.11 93.69 93.69 - 95.30 94.80 85.56 96.36 93.23 

Movenne (Hybrides a  saisons) (80.02) (78.67) (79.96) (76.66) (74.54) (75.64) (78.09) (76.99) (78.16) (78.18) (75.09) 

CC levels (C) Hybrids (H) Seasons (S) C a  H 	C a  S H a  S 	C a  H a  S 

Niveaux CC Hybrides Saisons 

F-test 	 * * * NS 	NS * 	NS 
S. Em± 	0.425 0.347 0.425 0.601 	0.736 0.601 	1.800 

C.D. at 5% 	1.226 1.001 1.226 - 	- 1.734 	- 

The values in parenthesis are angular transformed I Les valeurs enire parentheses sont les valeurs angulaires tran.sfor,nees. 



A. RA VIKUMAR 

When silkworm fed on leaf obtained by application of 50 per cent N through GLM + 50 per cent 
N through urea recorded shorter pupal duration (10.96 days) followed by 25 per cent N through GLM 
+ 75 per cent N through urea (11.87 days). Application of 50 per cent N through CC + 50 per cent N 
through urea registered shorter pupal duration (10.64 days) as compared to 25 per cent N through 
CC + 75 per cent through urea (11.42 days). Shorter pupal duration (11.14 days) was obtained in rainy 
season. Longer pupal duration (12.04 days) was observed in PM x NB4D2 in winter (Table 11). The 
superiority of 50 per cent N through FYM, GLM and CC was evidenced in pupal weight and pupal 
duration as the leaves of these might have been nutritionally richer than other fertilized with different 
levels of organic and inorganic manures. Similar trend was observed by Shankar (1990), 
Subbarayappa etal., (1992) and Manjula (1993) with regard to pupal weight, who recorded (1.290 g, 
1.292 g and 1.390 g, respectively) with Calcium ammonium nitrate (CAN) fertilizer. 

Moth emergence, fecundity and hatchability: 
Worms fed with leaf obtained by application of 50 per cent N through FYM + 50 per cent N 

through urea recorded the significantly higher moth emergence (94.94%). Among rearing seasons, 
silkworms reared during winter were found to be superior for moth emergence (93.59%). 

Moth emergence was higher at 50 per cent N through GLM + 50 per cent N through urea (95.99%). 
Among seasons, winter recorded highest moth emergence (93.99%). Fertilization with 50 per cent N 
through GLM + 50 per cent N through urea in winter resulted in the higher moth emergence (93.99%) 
and the interaction of treatment x  season was also significant where as the lowest moth emergence 
were found (89.15%) with 75 per cent N through GLM + 25 per cent N through urea in winter season. 

Silkworms reared on mulberry leaf obtained by the application of various doses of CC resulted 
in differences in moth emergences. The significantly highest moth emergence was noticed in 50 per 
cent N through CC + 50 per cent N through urea (96.66%). When silkworms were reared during 
winter they showed the highest moth emergence (94.73%). Maximum moth emergence (97.91%) was 
recorded in 50 per cent N through CC + 50 per cent N through urea during winter season was found 
to be significantly higher than all other treatments in all the seasons (Table III). 

Fecundity was highest in moths emerging from pupae formed by worms fed with mulberry leaf 
obtained by application of 50 per cent N through FYM + 50 per cent N through urea (527.83 eggs / 
laying). The highest fecundity was observed in CSR2 x  CSR4 hybrid (523.44 eggs I laying). The 
seasons had significant impact on the fecundity, which was highest in winter (524.83 eggs / laying). 
The combination of CSR2 x  CSR4 silkworms reared in winter season resulted in the highest fecundity 
(585.66 eggs / laying) and the interaction between hybrids and seasons were significant. 

Application of 50 per cent N through GLM + 50 per cent N through urea noticed maximum 
number of eggs / disease free layings (DFL's) (529.55 eggs / laying). Among hybrids CSR2 x  CSR4 
laid maximum number of eggs (526.92 eggs / laying) as compared to PM x NB4132 (442.62 eggs / 
laying). Winter season resulted in significantly more eggs (522.33 eggs / laying) The CSR2 x  CSR4 
laid more eggs / DFL (555.44 eggs I laying) in 50 per cent N through GLM + 50 per cent N through 
urea treatment, which was significantly the highest when compared with all other treatment effects. 
Maximum eggs (579.44 eggs / laying) were recorded with CSR2 x  CSR4 reared during winter season 
and minimum eggs (330.00 eggs / laying) was recorded in PM x NB4D2 (432.33 eggs / laying) in 
rainy season. 

The fecundity was the highest in moths emerged from pupae formed by worms reared on mulberry 
leaf obtained by the application of 50 per cent N through CC + 50 per cent N through urea (540.38 
eggs! laying). Among hybrids, CSR2 x  CSR4 recorded the highest fecundity (534.81 eggs / laying) 
over PM x  NB4D2 (457.11 eggs / laying). Fecundity was the highest in winter (535.83 eggs! laying) 
(Table IV). 

Worms fed with leaf obtained by the application of 50 per cent N through GLM + 50 per cent N 
through urea recorded significantly higher hatching percentage (96.18%). Where as, significantly 
lower hatching was noticed in 75% N applied through FYM+25% N through urea (93 .08%). Among 
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INFLUENCE OF NITROGEN ON GRAINAGE PARAMETERS OF SILKWORM HYBRIDS 

hybrids, CSR2 x  CSR4 recorded significantly the highest hatching (94.93%). Rearing silkworms 
during winter had significant influence on hatchability (95.91%). CSR2 x  CSR4 reared during winter 
season recorded the highest egg hatching (96.21%) and the interaction between hybrids and seasons 
was also significant. While the lowest egg hatching percentage (92.37%) was recorded in PM x 
NB4D2 reared in summer. 

Feeding silkworm with mulberry leaves grown by applying 50 per cent N through CC + 50 per 
cent N through urea recorded the significantly highest hatching (97.27%). Among hybrids, CSR2 
CSR4 recorded significantly higher hatchability (95.30%). When silkworms were reared in winter the 
significantly highest hatchability (96.36%) was found. The hatchability of CSR2 x  CSR4 reared in 
winter season (96.61%) was the highest and the minimum was noticed in PM x NB4D2 during summer 
season (93.69%) (Table V). 

These results are in close conformity with those of Shankar et al. (1999) who opined that, higher 
fecundity with CAN was also due to higher pupal weight in CAN treated plots, since higher pupal 
weight results in higher fecundity with enhanced egg hatching percentage. Further, the improvement 
in grainage parameters could be due to the fact that, the sources provide elements like calcium other 
than nitrogen which may be needed for the synthesis of sulphur containing amino acids like cystine 
and L - methionine, which are essential for the synthesis of chorion and other proteins necessary for 
embryo and egg shell. However, review indicated that the decomposed rearing wastes can also be 
conveniently used instead of these FYM to fertilize mulberry for better grainage traits (Rajanna et 
al., 2000). 

From the present study it is clear that, the cocoon and grainage parameters of CSR2 x  CSR4 and 
PM x NB4D2 silkworm hybrids were significantly superior when worms fed with Vi mulberry leaves 
raised with combination of organic and inorganic fertilizers (50 per cent N through CC + 50 per cent 
N through urea, 50 per cent N through GLM + 50 per cent N through urea and 50 per cent N through 
FYM + 50 per cent N through urea, respectively). 
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Rapport technique 

PARAMETRES DE GRAINAGE D'HYBRIDES COMMERCIAUX 
DU VER A SOlE SOUS L'INFLUENCE DE NIVEAUX 

D'AZOTE VARIES APPORTES PAR DIFFERENTES SOURCES 
ORGANIQUES 

A. RAVIKUMAR., T. K. NARAYANASWAMY, M. A. SHANKAR, B. SANNAPA & 
D. CHANDRAPPA 

Department of Sericulture, University of Agricultural Sciences, Bangalore —560 065, Inde. 

Les technologies de grainage sont irnportantes en sériciculture puisqu 'une bonne graine donne 
une récolie de cocons productive. Nous avons entrepris une étude pour connaitre / 'eJJèt de 
I 'application de dJJérents niveaux d 'azote apportés au mürier par des sources variées sur les 
paramètres de grainage. Parmi les sources d 'azote, on utilise dufumier deferme (FYM), de I 'engrais 
yen (GLM) (Glyricidia) et du lourteau de ricin (CC) aux niveaux de 75, 50 et 25 %. L 'application de 
50 % de Npar GLM + 50 % de Npar de I 'urée et de 50 % de Npar du CC + 50 % de Npar de I 'urée 
donne de meilleures performances en ce qui concerne le poids nyinphal, Ia durée nymphale, 
I 'emergence des papillons, Ia Jécondite et I 'éclosion. Parmi les hybrides, CSR2 x  CSR4 se classe 
premier en hiver en enregistrant des paramètres de grainage supérieurs par comparaison aux saisons 
des pluies et de I 'été. 

INTRODUCTION 

Le mürier répond bien a l'application d'engrais azotés. L'azote est i'un des éiéments des dans 
Ia gestion du mrier et dans Ia nutrition du ver a soie. Ii n'est pas nécessaire de souligner son 
importance en séricicuiture au vue de Ia demande élevée pour cet éiément a Ia fois par le mürier, pour 
augmenter le rendement foliaire et par le ver a soie pour Ia production de soie. En sériciculture, on 
accorde en général une importance particulière a Ia culture du mürier et a i'eievage du ver a soie. 
Cependant, un aspect important souvent negligé est la technologie de grainage. La technologie de 
grainage est importante puisqu'une bonne graine est a Ia base d'une bonne récolte de cocoris. 

MATERIEL ET METHODES 

On a procédé a une experience sur le terrain a Ia Station de Recherche Principale, de Hebbal, a 
Bangalore en 2002-2003 avec une disposition en blocs aléatoires avec 9 traitements et trois répétitions 
avec une surface nette de parcelie de 25 m2. On plante le mürier VI avec un espacement de 90 cm X 

90 cm. On applique les sources variées d'azote, non biologique (urée) et biologique [fumier de ferme 
(FYM), engrais vert (GLM) et tourteaux de ricin (CC)] a des niveaux de 75, 50 et 25 % en différentes 
combinaisons. On suit I'ensembie des pratiques de culture du mürier recommandées (Dandin et coil., 
2001). 

Renseignements concemant Ia quantité d'engrais biologique appiiquée avec les différentes 
combinaisons de traitement. 
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Niveau de fumier de ferme: 
75 % N FYM + 25 % N par de I'urée (49,81 kg FYM + 0,41 kg d'urée / année /25 m 2 ) 
50 % N FYM + 50 % N par de l'urée (32,60 kg FYM + 0,82 kg d'urée / année / 25 m2) 
25 % N FYM + 75 % N par de l'urée (16,30 kg FYM + 1,20 kg d'urée / année / 25m2) 

Niveau de CC: 
75 % N CC + 25 % N par de I'urée (16,79 kg CC + 0,41 kg d'urée / année / 25 m) 
50%NCC+50%N par del'urée(1l,2OkgCC+0,82kgd'urée/anneej2s m ) 
25%NCC+75%N par del'uree(5,6OkgCC+ 1,20kgd'uréc/anneel25rn ) 

Niveau GLM: 
75 % N GLM 7+ 25 % N par de I'urée (13,17 kg GLM + 0,41 kg d'urée / année /25 m2 ) 
50 % N GLM + 50 % N par de I'urée (8,78 kg GLM + 0,82 kg d'urée / année / 25 m2) 
25 % N GLM + 75 % N par de l'urée (4,39 kg GLM + 1,20kg d'urée / année / 25 m 2 ) 

Note: 
L'urée contient 46 pour-cent de N. 
On estime Ia composition en nutriments des différents engrais sur Ia base du poids sec et elle est 

présentéc ci-dessous. 

Engrais 	N 	P 	K 	Zn 	Fe 	Cu 	Mn 	Ca 	Mg 
organiques (%) (%) (%) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (%) (%) 

FYM 
	

1.15 	1.46 	1.5190 	2335 	25 	126 
	

1.0 	0.06 
Tourteau 	3.35 	1.24 	0.90 	82 	1740 	25 

	
50 	0.52 	0.05 

de rici n* 
GLM 
	

4.27 0.86 1.70 145 4310 25 120 0.64 0.05 

* : Ricinus corninunis 
#: Glyricidia inaculaza 

On nourrit les hybrides de vers a sole de Ia race CSR2 x CSR4 et PM x NB4D2 avec les feuilles 
de mürier obtenues avec neuf traitements de trois répétitions chacun en suivant l'ensemble des 
pratiques d'élevage (Anonyme, 1995) et on étudie I'influence de ces traitements sur les parametres 
de grainage. La valeur de Ia répétition est la moyenne de dix nymphes prises comme échantillons 
pour enregistrer les observations sur les nymphes. Finalement, les données regroupées pour cinq 
récoltes sont analysées sur Ic plan statistique et présentées dans les Tableaux I a V. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Poids nymphal et durée nymphale: 
On enregistre un poids nymphal considérablement plus élevé chez les vers nourris sur de Ia feuille 

de mürier obtenue avec I'application de 50% de N provenant de FYM + 50 % deN provenant d'urée 
(1 ,35g), 50 % de N par du GLM + 50 % de N par de I'urée (1,36 g) et 50% de N avec CC + 50% de 
N par de l'urée (1,38 g). Parmi les hybrides, CSR2 x  CSR4 Sc classe premier en enregistrant Ic poids 
nymphal Ic plus élevé (respectivement 1,35; 1,36 et 1,37 g avec les niveaux de FYM, de GLM et de 
CC). Concernant les saisons, on enregistre le poids nymphal Ic plus élevé en hiver (respectivement, 
1,36 ; 1,37 et 1,39 g (Tableau I). 

La durée nymphale vane considérablement en fonction de I'alimentation des vers a soie avec de 
Ia feuille de münier obtenue par I'application de FYM. Elle est considérablement plus faible avec 
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50% de N provenant de FYM + 50 % de N provenant de l'urée (10,96jours). Les versa soie élevés 
pendant Ia saison des pluies enregistrent une durée nymphale significativement plus courte (11,48 
jours). On observe un effet d'interaction entre les vers a soie CSR2 x CSR4 et Ia saison des pluies en 
ce qui concerne La durée nymphale (11,28 jours) qui s'avère plus courte. 

Quand Ic ver a soie est nourri avec de la feuille obtenue par l'application de 50 % de N avec du 
GLM + 50% de N par de l'urée, on enregistre une durée nymphale plus courte (10,96jours) suivi 
par 25 % de N provenant de GLM + 75 % de N provenant d'urée (11,87 jours). L'application de 50% 
de N provenant de CC + 50 % de N obtenu avec de l'urée donne la durée nymphale la plus courte 
(10,64 jours) par comparaison a 25 % de N provenant de CC + 75 % provenant d'urée (11,42 jours). 
On obtient la durée nymphale la plus courte (11,14 jours) pendant la saison des pluies. On observe la 
durée nymphale la plus longue (12,04 jours) chez PM x NB4D2 en hiver (Tableau U). Le poids 
nymphal et La durée nymphale prouvent Ia supériorité de l'apport en N avec du FYM, du GLM et du 
CC les feuilles de mürier correspondantes s'avérant être plus riches sur le plan nutritionnel par 
rapport aux autres fertilisées avec différents niveaux d'engrais biologiques et inorganiques. Shankar 
(1990), Subbarayappa et coil., (1992) et Manjula (1993) ont observe une tendance similaire 
concernant Ic poids nymphal, qui est de respectivement 1,290 g; 1,292 get 1,390 g) avec l'engrais 
de nitrate d'ammo-calcium (CAN). 

Emergence des papillons, fécondité et capacité d'éclosion 
Les vers nourris avec de la feuille obtenue par l'application de N provenant de FYM + 50 % de 

N provenant de l'urée enregistrent une emergence considérablement plus élevée de papillons 
(94,94 %). Concernant les saisons d'elevage, les vers a soie élevés en hiver s'avèrent supérleurs pour 
l'émergence de papillons (93,59 %). 

L'émergence de papillons est plus élevéc avec 50% de N provenant de GLM + 50% de N obtenu 
avec de L'urée (95,99 %). En ce qui concer-ne les saisons, I'hivcr enregistre I'emergence de papillons 
Ia plus élevée (93,99 %). La fertilisation avec 50 % de N obtenu avec du GLM + 50% de N provenant 
d'urée en hiver donne l'émergence de papillons La plus élevée (93,99 %) et l'interaction traitement 
saison est aussi significative tandis qu'on observe l'émergence de papillons la plus faible (89,15 %) 
avec 75 % de N provenant de GLM + 25 % de N provenant de l'urée en hiver, 

Les vers a soie élevés avec de la feuille de mürier obtenue aprés l'application de doses variées 
de CC donnent des differences d'émergence des papillons. On observe l'emergence de papillons 
significativement la plus élevée avec 50 % de N provenant de CC + 50 % de N provenant d'urée 
(96,66 %). Quand on élève les vers a soie en hiver, its présentent I'émergence de papillons La plus 
élevée (94,73 %). On enregistre I'émergence maximum de papillons (97,91 %) avec 50 % de N 
provenant de CC + 50 % de N provenant d'urée en hiver qui s'avére être un traitement 
considérablement supérieur a tous les autres traitements pendant toutes les saisons (Tableau III). 

La fécondité est La plus élevée chez les papillons emergeant de nymphes forrnées a partir de vers 
nourris avec de la feuille obtenue en appliquant 50 % de N provenant de FYM + 50 % N provenant 
d'urée (527,83 ceufs I ponte). On observe la fécondité La plus élevée chez l'hybride CSR2 x  CSR4 
(523,44 eufs / ponte). Les saisons ont un impact considerable sur Ia fécondité, qui est plus élevée en 
hiver (524,83 ceufs / ponte). La combinaison de vers a soie CSR2 x  CSR4 élevés en hiver donne Ia 
fécondité Ia plus élevée (585,66 (eufs / ponte) et l'interaction entre les hybrides et les saisons est 
significative. 

L'application de 50 % de N provenant de GLM + 50 % de N provenant d'urée donne Ic nombre 
maximum d'ceufs I ponte same (529,55 ceufs / ponte). Par-mi les hybrides, CSR2 x  CSR4 pondent Ic 
nombre maximum d'cufs (526,92 ceufs / ponte) par comparaison a PM x NB4D2 (442,62 cufs I 
ponte). La saison d'hiver donne considérablement plus d'ceufs (522,33 ceufs / ponte). CSR2 x  CSR4 
donne plus d'ceufs / ponte same (555,44 ceufs / ponte) avec 50 % de N provenant de GLM + 50 % de 
N par le traitement a I'urée, ce qui est significativement Ic plus élevé par comparaison aux effets des 
autres traitements. On enregistre Ic nombre maximum d'ceufs (579,44 ceufs / ponte) avec l'élevage 
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de CSR2 x  CSR4 en hiver et le nombre minimum d'cufs (330 ceufs / ponte) chez PM x  NB4D2 
(432,33 ceufs / ponte) pendant la saison des pluies. 

La fécondité est la plus élevée chez les papillons qui emergent des nymphes formées par les vers 
élevés sur de la feuille de mürier obtenue par l'application de 50 % de N provenant de CC + 50 % de 
N provenant d'urée (540,38 ccufs / ponte). Parmi les hybrides, CSR2 x CSR4 enregistre la fécondité 
la plus élevée (534,81 ceufs / ponte) par rapport a PM x  NB4D2 (457,11 (eufs I ponte). La fécondité 
est la plus élevée en hiver (535,83 ceufs I ponte) (Tableau IV). 

Les vers nourris avec de la feuille obtenue par I'application de 50 % de N provenant de GLM + 
50 % de N provenant d'urée enregistrent le pourcentage d'éclosion significativement le plus élevé 
(96,18 %). Tandis qu'on remarque une éclosion significativement plus faible avec 75% de N appliqué 
par FYM + 25 % de N obtenu avec de l'urée (93,08 %). Parmi les hybrides, CSR2 x  CSR4 enregistre 
I'éclosion significativement la plus élevée (94,93 %). L'elevage des vers a soie en hiver a une 
influence considerable sur la capacité d'éclosion (95,91 %). L'élevage de CSR2 x  CSR4 en hiver 
donne l'éclosion d'ceufs la plus élevée (96,21 %) et l'interaction entre les hybrides et les saisons est 
aussi significative. Tandis qu'on enregistre le pourcentage d'éclosion le plus faible (92,37 %) chez 
PM x N134132 Clevé en W. 

L'alimentation du ver a soie avec des feuilles de mUrier cultivées en appliquant 50 % de N 
provenant de CC + 50 % N provenant d'urée entraine I'éclosion significativement Ia plus élevée 
(97,27 %). Parmi les hybrides, CSR2 x  CSR4 donne la capacité d'éclosion significativement la plus 
élevée (95,30 %). Quand on élève les vers a soie en hiver, on observe la capacite d'éclosion 
significativement la plus élevée (96,36 %). La capacité d'éclosion de CSR2 x  CSR4 en hiver (96,61 %) 
est la plus élevée et on observe qu'elle est la plus faible chez PM x NB4D2 pendant l'été (93,69 %) 
(Tableau V). 

Ces résultats sont en accord étroit avec ceux de Shankar et coIl. (1999) selon lesquels La fécondité 
plus élevée avec CAN est aussi due au poids nymphal plus élevé chez les oarcelles traitées avec CAN, 
puisque le poids nymphal plus élevé donne une fécondité plus élevée avec une amelioration du 
pourcentage d'éclosion. Dc plus, I'amélioration des paramètres de grainage pourrait être due au fait 
que les sources apportent des éléments comme Ic calcium en plus de l'azote, qui pourraient étre 
nécessaires pour Ia synthèse des acides aminés contenant du souffre cornme la cystine et La 
L-méthionine, qui sont essentielles pour la synthése du chorion et d'autres proteines nécessaires pour 
I 'embryon et la coque de I 'uf. Cependant, la revue indique que I 'on peut aussi commodément utiliser 
des déchets d'élevage décomposés au lieu de FYM pour fertiliser le mürier afin d'obtenir de meilleurs 
caractères de grainage (Rajanna et coIl., 2000). 

D'aprés cette étude, ii est clair que les paramètres du cocon et de grainage des hybrides de ver a 
soie CSR2 x  CSR4 et de PM x NB4D2 sont considérablement supérieurs quand on élève des vers 
nourris avec des feuilles de mürier Vi cultivées avec un mélange d'engrais biologiques et non 
biologiques (respectivement 50 % de N provenant de CC + 50% de N provenant d'urée, 50 % de N 
par du GLM + 50 % de N avec de I'urée et 50 % de N avec du FYM + 50 % de N avec de I'urée). 
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Technical report 

INDUCTION OF SYSTEMIC RESISTANCE IN MULBERRY 
AGAINST LEAF RUST (CEROTELIUMFICI) DISEASE BY 

CHEMICAL PLANT ACTIVATORS 

V. P. GUPTA, KHASRU ALAM, VINEET KUMAR, G. S. VINDHYA AND R. K. RAJAN 

Central Sericultural Research and Training Institute, Srirampura, Mysore - 570 008, ll'IDIA. 

Synthetic analogs of naturally occurring plant activators i.e., Amino-n-butyric acid, Salicylic 
acid. Sodium salicylate, Sodium selenite, Calcium nitrate and Ferric chloride were evaluatedfor their 
ability to induce systemic resistance in susceptible mulberry variety against leaf rust disease caused 
by ('eroteliumfici. Theseplant activators were applied to mulbe rry plants at different  concentrations 
either as foliar spray or soil drenching prior to the challenge inoculation with C. fici. Significant 
(p = 0.05) difference  in the development of leaf rust symptoms was observed with all the plant 
activators, their concentrations and methods of application. However, soil drenching provided better 
results than that offoliar spray, as higher level of disease suppression (73.15 — 95.33%) was observed 
with soil drenching than foliar spray (69.51 - 91.67%). Among all the plant activators, Calcium nitrate 
at 500 ppm was found to be the most effective, as it provided 91.67 and 95.33% disease suppression 
onfoliar spray and soil drenching, respectively; however, it exhibited declining trend in its efficacy 
with increasing concentration. Except Calcium nitrate and Sodium selenite, all other plant activators 
exhibited rising trend in disease suppression with increasing their concentrations. Foliar spray of 
Sodium selenite at 1000 and 1500 ppm even caused phytotoxicity to mulberry plants. Scanning 
electron microscopic observations revealed that though the spores of C. fici were able to produce 
varying lengths of germtubes on the leaves of treated mulberry plants, the germtubes were not able 
to penetrate leaf tissues because of their inability to terminate into appressoria which are considered 
to be the specialized penetration structures of C.fici on mulberry leaves. It might be because of some 
biochemical or pvsiological changes occurred in treated mulberry leaves during the course of 
induction of systemic resistance against C. fici. 

Keywords: Plant activators, induced systemic resistance, leaf rust, mulberry, SEM. 

INTRODUCTION 

Plants are known to synthesise endogenously various chemicals of diverse structure which play 
vital role in defense-signaling network. Owing to the important role of such signal molecules (the 
resistant gene products) in plant defence mechanisms, several successful attempts have been made to 
induce systemic resistance by increasing their concentration in plants through exogenous application 
of synthetic analogs of these naturally occurring compounds and their derivatives (Lyon et al., 1995; 
Purkayastha, 1998; Vidhyasekaran, 1998; Oostendorp et al.,2001). The basic idea behind this induced 
systemic resistance (ISR) is activation of unexpressed defence genes in susceptible plants by the 

* 	Corresponding author: Central Sericultural Research and Training Institute, Srirampura, Manandavadi Road, 

Mysore —570 008, INDIA. Phone: +91-821-2362992,2362406; Cell: +91-9448165466. Fax: +91-821-2362420. 

E-mail: guptavp1010yahoo.com, guptavpcsrtirediffmail.com  
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application of inducing treatment. This exogenous treatment brings out several metabolic changes in 
plants which strengthen the plants to defend themselves from infection. Thus, TSR is considered to 
be a natural, safe, effective, durable and persistent alternative to chemical pesticides for controlling 
plant diseases. 

Leaf rust caused by Cerotelium fici (Cast.) Arth. is one of the most destructive diseases of 
mulberry in India which not only causes damage to leaf lamina but is also responsible for premature 
leaf fall, resulting in severe loss in leaf yield and quality. Although chemical measures are suggested 
for the control of leaf rust in mulberry, they are not widely accepted among sericulturists owing to 
the fear of possible toxicity of chemical fungicides to silkworm and various other health hazards. 
Therefore, in order to develop a suitable alternative to hazardous chemical fungicides, the present 
study was intended to evaluate some synthetic analogs of naturally occurring plant activators for their 
role in elicitation of TSR in mulberry against leaf rust disease. 

MATERIALS AND METHODS 

Plant cultivation: 
Mulberry (Mo,-us a/ba L.) plants of var. Kanva-2, susceptible to Ceroteliumfici , were raised from 

healthy stem-cuttings planted in earthen pots (30 cm diameter) containing pasteurized field soil. These 
plants were grown under greenhouse conditions and six-month-old plants were used for the study. 

Microbial culture: 
Being an obligate fungal pathogen, the culture of Ceroteliumfici was maintained on mulberry 

plants itself. The spores of C. fici were collected from naturally infected mulberry leaves exhibiting 
typical rust symptoms with pin-head sized small brownish spots on adaxial surface and dark brown 
eruptive pustules on abaxial surface. Aqueous spore suspension (106  spores/mL) of C. fici was 
atomized on both the surfaces of leaves of healthy mulberry plants of var. Kanva-2, grown in pots 
under greenhouse conditions. On the development of leaf rust symptoms, the diseased plants were 
maintained under greenhouse condition and spores of C.fici were collected from these plants for the 
experimental use. 

Plant activators: 
Synthetic analogs of plant activators i.e., Amino-n-butyric acid (ABA), Salicylic acid (SA), 

Sodium salicylate (NaS), Sodium selenite (NaSel), Calcium nitrate (CaNit) and Ferric chloride 
(FeChI) (HiMedia Ltd., Mumbai, India) were selected to evaluate their ability in induction ofsystemic 
resistance in mulberry plants of susceptible variety against leaf rust disease. The solutions of these 
plant activators at 500, 1000 and 1500 ppm concentrations were prepared by dissolving their required 
quantity in sterilized distilled water under axenic conditions. 

Induction treatments and challenge inoculation: 
The well-established healthy plants (six-month-old) of mulberry var. Kanva-2 susceptible to leaf 

rust were pruned simultaneously to attain the similar growth. After 20 days of pruning, plant activator 
solutions of 500, 1000 and 1500 ppm concentrations were applied individually to mulberry plants (@ 
25 mL/plant) either by foliar spray or soil drenching. Foliar spray was made with a fine atomizer, 
while soil drenching was done by spreading the solution uniformly on the soil-bed of the earthen pots. 
Plants treated with sterile distilled water (without plant activator) served as positive (healthy) and 
negative (diseased) controls. Each treatment had 3 replications, each consisting of 6 plants (total 18 
plants per treatment). 

After one week of plant activator treatments, all the treated mulberry plants were 
challenge-inoculated by atomizing the spore suspension (10 

6
spores/mL) of C.fici on both the surfaces 

of leaves. The negative control plants were also inoculated similarly by atomizing the spore 
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suspension of C. fici, while positive control plants were left uninoculated. The whole experiment was 
arranged in randomized block design with different treatments and replications. 

Estimation of disease development: 
On C. fici-inoculated leaves, disease development was recorded 25 days after challenge 

inoculation by visually estimating the proportion of leaf lamina occupied by leaf rust symptom on a 
0-5 rating scale, where 0 = no symptom, I = 0 - 5% leaf lamina occupied by the symptoms, 2 = 6 - 
25% leaf lamina occupied by the symptoms, 3 = 26 - 50% leaf lamina occupied by the symptoms, 4 
= 51 - 75% leaf lamina occupied by the symptoms and 5 = 76 - 100% leaf lamina occupied by the 
symptoms. Disease severity was calculated as percent disease index (PDI) by using formula: {PDI = 
{ Sum of numerical values /Total number of leaves observed x  Highest rating (i.e., 5)} x 100]; where 
numerical values were the product of the number of leaves and their respective disease-ratings 
(McKinney, 1923). Percentage protection against the disease was calculated as disease suppression 
(%) = [{(x - y) / x} 100], in which x and y are disease severity (PDI) values in negative control and 
treated plants, respectively. Experiments were repeated twice for confirmation of results. 

Plant activator-mediated induced resistance : Host-pathogen interactions: 
Pathogen (C. fici) behaviour on the leaves of mulberry plants treated with plant activators was 

studied using scanning electron microscope. The observations were made on the changes (compared 
to negative control plants) in germination and penetration behaviour of C.fici on the leaves of treated 
mulberry plants. 

For microscopic observations, the leaves collected from treated and control mulberry plants were 
cut into bits of about 3 mm2  and fixed in 2.5% glutaraldehyde solution, prepared in 0.2 M sodium 
cacodylate buffer (pH 7.2), for 2 hours. The bits were then washed thrice with cacodylate buffer for 
15 minutes each and dehydrated in a graded ethanol-acetone series, 10 minutes per step at room 
temperature (25 ± 2 PC). The dehydrated material was dried in a critical-point drier (EMS 850) using 
CO2 as transition fluid and then mounted over copper stubs with a double-sided sticky tape. The 
mounted specimens were coated with 20 nm thickness of gold in a sputter coater (EMS 550) and 
examined under scanning electron microscope (JEOL 100CX-11 ASID-4D) at 20 kV. 

Data analysis: 
The experimental data from in vivo experiments were statistically analyzed by subjecting them 

to analysis of variance (ANOVA) and segregating with Duncan's multiple range test (DMRT). The 
significance of effect of each treatment was determined at the magnitude of 5% level. 

RESULTS 

Induced systemic resistance to C. fici in mulberry: 
Leaf rust symptoms with varying degree of incidence and severity were observed on mulberry 

plants grown with different treatments and as negative control. However, no symptom was observed 
in positive (uninoculated) control plants. Significant (p = 0.05) difference in the development of 
symptoms was observed with all the plant activators tested, their concentrations (500, 1000 and 1500 
ppm) and methods of application (foliar spray and soil drenching). However, application of plant 
activators through soil drenching provided better results than that of foliar spray, as higher level of 
disease suppression was observed with soil drenching than foliar spray. Except Calcium nitrate 
(CaNit) and Sodium selenite (NaSel), all other plant activators i.e., Amino-n-butyric acid (ABA), 
Salicylic acid (SA), Sodium salicylate (NaS) and Ferric chloride (FeChI) had a tendency to enhance 
the induction of systemic resistance in mulberry plants with increasing their concentrations, as 
indicated by lower PDJ values or higher disease suppression with increased concentration of plant 
activators. However, CaNit had a declining trend in its efficacy with increasing concentration, both 
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as foliar spray and soil drenching. NaSel also had declining trend in its efficacy with increasing 
concentration but only when applied as foliar spray, whereas it had rising trend in its efficacy on soil 
drenching (Tables I and 11). 

Table I. Influence of foliar spray of plant activators on the development of leaf rust disease 
(Cerozeijumfici) in mulberry plants of susceptible var. Kanva-2. 

Tableau I. Influence de Ia vaporisation foliaire d'activateurs de plantes sur le développement de 
la maladie deJa rouile (Cerotelium fici) chez les plants de mürier de Ia variété sensible, Kanva-2. 

Plant activators 

Activateurs des plantes 

Activator 
concentration 

Concentration de 
I 'activateur 

(ppm) 

Percent 
disease Index 

Indice de pourcentage 
de Ia maladie 

(PDI) 

Disease 
suppression 

Suppression de 
ía maladie 

(%) 

Amino-n-butyric acid 500 8.79f 
69.51 

Acide butvrique amino-n 1000 8.15f  71.72 
(ABA) 	- 1500 531bcde 81.58 

Salicylic acid 500 6.97 75.81 
Acide salicv/ique 1000 3.87abc  86.57 
(SA) 1500 3,02ab 89.51 

Sodium salicylate 500 4,34atj 84.95 
Saucy/ate desodium 1000 3,38ab 88.29 
(NaS) 1500 299ab 89.64 

Sodium selenite 500 
332ab 88.47 

Sélénite desodium 1000 4.6 1 'bed  84.00 
(NaSel) 1500 6,51def 7740 

Calcium nitrate 500 2.40a 91.67 
Nitrate de calcium 1000 2.51a 91.27 
(CaNit) 1500 2.77a 90,39 

Ferric chloride 500 579cde 79.90 
Chlorureferrique 1000 3.47abc 87.96 
(FeChI) 1500 331ab 88.50 

Negative Control (Inoculated) - 28.82 - 
Témoin négatf(Inocule) - 2.099 - 
CD (p = 0.05) 

The values followed by the same letters are not significantly (p = 0.05) different from each other according to 
Duncan's multiple range test (DMRT). I Les valeurs suivies par/es mémes lettres neprésententpas de difference 
significative ('p = 0,05) entre elles selon le test multiple de Duncan (DMRT). 
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Table II. Influence of soil drenching of plant activators on the development of leaf rust 
(Ceroteliumfici) disease in mulberry plants of susceptible var. Kanva-2. 

Tableau Ii. Influence de l'imprégnalion des activateurs des plantes dans le so! surle développement 
de ía maladie de Ia rouille de Ia feuille (Cerotelium fici) chez les plants de mârier de Ia variété 
sensible Kanva-2. 

Plant Activators 

Activateurs des plasUes 

Activator 
Concentration 

Concentration de 
l'acrivateur 

(ppm) 

Percent 
Disease Index 

Indice de 
pourcentage de ía maladie 

(PDI) 

Disease 
Suppression 

Suppression de 
Ia maladie 

(%) 

Amino-n-butyric acid 500 7,749 73.15 
Acide butyrique amino-n 1000 6-4 77.73 
(ABA) 1500 4.38 cde 84.81 

Salicylic acid 500 7.0 75.54 
Acidesalicylique 1000 4.34 cde 84.95 
(SA) 1500 3743bcde 87.02 

Sodium salicylate 500 6.97fg 75.80 
Salicylate de sodium 1000 4. 1  gabc 85.47 
(NaS) 1500 399abcde 86.15 

Sodium selenite 500 7OgfS 75.51 
Sélénire de sodium 1000 4.06 cde 85.91 
(NaSel) 1500 3 . 68abed 87.22 

Calcium nitrate 500 1.34a 9533 
Nitrate de calcium 1000 168ab 94.16 
(CaNit) 1500 2.l3 92.60 

Ferric chloride 500 632defg 78.08 
Chlorureferrique 1000 455cdef 84.22 
(FeChI) 1500 3.65 abcd 87.34 

Negative Control (Inoculated) - 28.82 - 
Témoin n6gatf(Inocu1é) - 2.329 - 
CD (p = 0.05) 

The values followed by the same letters are not significantly (p = 0.05) different from each other according to 
Duncan's multiple range test (DMRT). ILes valeurs suivies par/es mémes lettres neprésententpas de differences 
importantes (p = 0,05) entre elles selon le test multiple de Duncan (DMRT) 

Soil drenching of plant activators provided significantly (p = 0.05) higher disease suppression of 
73.15-95.33%, with the reduction of PDI to an extent of 1.34- 7.74 as against 28.82 PDI in negative 
control plants (Table II); whereas foliar spray could provide 69.51 - 91.67% disease suppression, with 
the reduction of PDI to an extent of 2.40-8.79 (Table I). 
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Induction of systemic resistance by foliar spray of plant activators: 
Among all the plant activators tested, foliar spray of CaNit proved to be the most effective, as it 

provided 90.39 to 91.67% disease suppression at different concentrations. Besides, NaS at 1000 & 
1500 ppm, SA at 1500 ppm, NaSel at 500 ppm and FeChl at 1500 ppm were also significantly 
effective, as they provided 88.29 to 89.64% protection to mulberry plants against leaf rust infection. 
However, ABA at 500 ppm was the least effective which could provide comparatively lowest level 
of 69.51% protection to mulberry plants. Except CaNit and NaSel, all other plant activators exhibited 
rising trend in disease suppression with increasing their concentrations. NaSel at higher concentration 
of 1000 and 1500 ppm caused phytotoxicity to mulberry plants, however, it provided significantly 
higher protection (88.47% disease suppression) to mulberry plants at 500 ppm (Table 1). 

Induction of systemic resistance by soil drenching of plant activators: 
Upon soil drenching, CaNit exhibited its superiority over others by providing highest degree of 

protection to mulberry plants against leaf rust disease. However, it was more effective at 500 ppm 
concentration (95.33% disease suppression) than 1000 and 1500 ppm (94.16 & 92.60% disease 
suppression, respectively), as it showed declining trend in its efficacy with increasing concentration. 
Other plant activators provided 73.15 to 87.34% disease suppression and showed rising trend in their 
efficacy with increasing concentration. Of these, FeChi followed by NaSel, SA and NaS at 1500 ppm 
provided comparatively better disease suppression (86.15 — 87.34%), whereas ABA at 500 ppm was 
least effective which could provide only 73.15% disease suppression (Table II). None of the plant 
activators at any concentration tested showed phytotoxicity to mulberry plants when applied as soil 
drenching. 

Scanning electron microphotographs of: 
Figs. 1-3: Spores of Ceroteliumfici on mulberry leaves treated with CaNit: 
Figs. 1 & 2: Protrusions of germtubes (arrows) are seen only on some of the spores spreading near the 
trichomes (Tr) and stomata (St) on mulberry leaf surface; 
Fig. 3: A spore gave rise to a medium size germtube (Gt) extending on the leaf surface. 
Fig. 4: One of spores of C fici gave rise to a germtube (arrow) on the surface of mulberry leaf treated with 
NaS while others were not properly germinated. 
Fig. 5: Spores of C fici gave rise to long germtubes (Gt) on the surface of mulberry leaf treated with ABA. 
Fig. 6: Formation of appressorium (Ap) by a germtube (Gt) from the spore of C fici on the surface of 
mulberry leaf of untreated plant. 

Microphotographies électroniques a balayage des: 
Figs 1-3. Spores de Cerotelium fici sur desfeuilles de mürier rraitées avec du CaNit: 
Figs. 1 & 2: On n 'observe des protrusions des tubes germinats (flèches) que sur certaines des spores 
progressant vers les trichomes (Tr) et les stomates (Sc) sur ía surface de lafeuille de mürier; 
Fig. 3. Une spore don nant naissance a un tube germinatif de taille moyenne (Gt) s 'étendant sur ía surface de 
lafeuille. 
Fig. 4. L 'une des spores de C. fici donne naissance a un tube germinatif (flèche) sur Ia surface de lafeuille 
de mürier traitée avec du NaS tandis que les autres ne germentpas correctement. 
Fig 5. Les spores de C. fici donnent naissance a de longs tubes germinatifs (Ge) sur Ia surface de lafeuille de 
mürier traitée avec de I'ABA. 
Fig. 6. Formation d 'appressorium (Ap) par un tube germinatif (Gt) de ía spore de C. fici sur Ia surface de Ia 
feuille de msrier du plant non traité. 
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Overall, among all plant activators, their concentrations and methods of application, Calcium 
nitrate (CaNit) at 500 ppm, both as soil drenching and foliar spray, was found to be most effective in 
induction of systemic resistance in susceptible mulberry var. Kanva-2 against leaf rust disease. 

Host-pathogen (mulberry - C. fici) interactions: 
The spores of C. fici behaved differently on the leaves of mulberry plants treated with different 

plant activators (Figs. 1-6). In most of the cases, though the spores of C. fici germinated by giving 
rise to small to long germtubes; the germtubes mostly did not terminate into appressoria (i.e., 
penetration structure of C. fici on mulberry leaves). The germination of spores, producing small to 
medium sized germtubes, was more on the leaves of CaNit treated plants (Figs. 1-3), whereas only 
few spores germinated on the leaves of NaS and SA treated plants (Fig. 4). Very lengthy germtubes 
were produced in case of ABA (Fig. 5) whereas germtubes were small to medium sized in case of 
NaSel and FeChI. As far as method of application is concerned, there was not much variation in the 
behaviour of spores. In negative control plants, most of the spores of C. fici gave rise to germtubes 
which later terminated into appressoria to penetrate the epidermal layer of mulberry leaves (Fig. 6) 
and thus caused leaf rust infection. 

DISCUSSION 

Plants possess inducible defense mechanisms which are responsible to provide resistance or 
immunity to the plants against pathogens. It is well known that signals are required to activate defense 
genes which are commonly present in both susceptible and resistant plants. A functional signal 
transduction system is needed for activation of defense genes. In resistant varieties, functional 
transduction system exists and hence defense genes are activated. But in susceptible interactions, 
signal transduction system may be non-functional and hence defense genes are not activated and 
enough defense chemicals are not synthesized (Vidhyasekaran, 1997). 

Various kinds of diverse chemical substances that are the products of plants, pathogens or 
associated microflora of plants have been shown to possess ability to induce various defence related 
reactions in the plants. When plants are pretreated with the synthetic analogs of such chemical 
substances or plant activators, coordinated defence system of plants is activated against subsequent 
infection by the pathogen. In the present study, synthetic analogs of plant activators which are known 
to activate the plant defence system were evaluated for their potential in elicitation of systemic 
resistance in susceptible mulberry var. Kanva-2 against leaf rust (Ceroteliumfici) disease. 

Upon assaying with plant-pathosystem (mulberry-Ceroteliumjici) under greenhouse pot culture, 
all the plant activators tested elicited systemic resistance in susceptible mulberry var. Kanva-2 which 
was evident from the significant (p = 0.05) reduction in PDI over untreated negative control plants. 
However, the degree of reduction in PDI varied with different plant activators and their 
concentrations. Since the selected plant activators are not known to have any fungitoxic action (Lyon 
et al., 1995; Bhattacharyya and Roy, 1998; Gupta etal., 2005), the suppression in disease development 
(PDI) in mulberry plants seems to be due to the probiotic action of plant activators, which might have 
resulted in induction of systemic resistance in susceptible mulberry variety against leaf rust infection. 
These observations are consistent with the earlier reports which demonstrated the induction of 
systemic resistance by exogenous application of chemical elicitors / activators to plants against a 
range of fungal, bacterial and viral pathogens in both dicotyledonous and monocotyledonous plants 
(Dempsey and Klessig, 1994; Lyon etal., 1995; Bhattacharyya and Roy, 1998; Kiessig etal., 2000). 

Among the plant activators tested, Calcium nitrate (CaNit) at 500 ppm was found to be the most 
effective, as it provided highest degree of induction of systemic resistance in susceptible mulberry 
variety which was evident from the reduction in PDI to 2.40 and 1.34 upon foliar spray and soil 
drenching, respectively, as against 28.82 PDI in untreated negative control plants. Bhattacharyya and 
Roy (1998) have also reported the efficacy of CaNit, Sodium selenite (NaSel) and Ferric chloride 
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(FeChi) in induction of systemic resistance in rice plants against sheath blight caused by Rhizoctonia 
solani. They observed that NaSel was more effective than CaNit and FeChi in induction of systemic 
resistance in rice plants against sheath blight. However, in the present study, CaNit proved to be the 
best in suppressing leaf rust disease in mulberry, which is consistent with the observations of Baruah 
(1991) who reported high efficacy of CaNit against sheath blight (Rhizoctonia solani) of rice. 

In the present study, differences in efficacy of plant activators on the basis of their concentrations 
were observed which are in agreement with earlier reports (Sinha and Hait, 1982; Ghosal and 
Purkayastha, 1984; Manibhushanrao et al., 1990). Manibhushanrao et al. (1990) have also recorded 
efficacy of some chemical plant activators at lower concentrations, as recorded in present study in 
the case of CaNit and NaSel. NaSel had phytotoxic effects on mulberry plants when applied as foliar 
spray at higher concentration of 1000 and 1500 ppm. Similar observations were also made by 
Bhattacharyya and Roy (1998) and Manibhushanrao etal. (1990) who observed the phytotoxic effect 
of NaSel in rice plants when applied as root dip and foliar spray. 

Among the methods of application, soil drenching, in general, proved to be better than foliar 
spray. It may be because of the availability of elicitors in soil for longer duration than that of foliage. 
Since the selected plant activators are not known to be fungitoxic (Lyon et al., 1995; Bhattacharyya 
and Roy, 1998; Gupta et al., 2005), it suggests that the mechanism of disease suppression in present 
study is not because of the growth inhibition of C. fici but it seems to be due to a broad spectrum of 
induced systemic resistance activity of plant activators in mulberry plants against leaf rust disease. 
These observations are consistent with the earlier reports which demonstrated the induction of 
systemic resistance by exogenous application of various chemical elicitors to plants against a range 
of fungal, bacterial and viral pathogens (Dempsey and Klessig, 1994; Lyon et al., 1995; Kiessig et 
al., 2000). 

Scanning electron microscopic observations revealed the behavioural differences in spores of 
C. fici on the leaves of mulberry plants treated with different plant activators. This may be due to the 
biochemical or physiological changes which might have occurred in treated mulberry leaves during 
the course of elicitation of systemic resistance against C. fici. These cellular changes in mulberry 
leaves might have influenced the formation of appressoria by C.fici, as the appressorial formation by 
C. fici on mulberry leaf surface requires cellular signal (Gupta et al., 1994; Benhamou and Nicole, 
1999). 

Thus, Calcium nitrate (CaNit) at 500 ppm may be an effective alternative to the toxic chemical 
fungicides presently used for the control of leaf rust (Ceroteliumfici) disease in mulberry. 
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INDUCTION DE LA RESISTANCE SYSTEMIQUE CONTRE LA 
MALADIE DE LA ROUILLE DE LA FEUILLE (CEROTELIUM 

FICI) CHEZ LE MURIER GRACE A DES ACTIVATEURS 
CHIMIQUES DES PLANTES 

V. P. GUPTA", KHASRU ALAM, VINEET KUMAR, G. S. VINDHYA & R. K. RAJAN 

Central Sericultural Research and Training Institute, Srirampura, Mysore - 570 008, Inde. 

Nous avons évalué des analogues synthétiques d 'activateurs naturels de plantes, c 'est a dire 
I 'acide amino-n-butyrique, 1 'acidesalicylique, Ic saUcy/ate de sodium, le sélénite de sodium, le nitrate 
de calcium et le chiorureferrique pour leur capacité a induire la résistance systémique contre la 
maladie de la rouille de lafeuil/eprovoqueepar Ceroteliumfici chez une variété de mtrier sensible. 
On applique les activateurs des plantes sur les plants de mürier a dfférentes concentrations soit par 
vaporisation foliaire ou impregnation dans Ic sol avant / 'inoculation d 'attaque avec C. ficL On 
observe une dfférence sign /icative (p = 0,05) dans Ic développement des symptOmes de la rouille de 
lafeuille avec tous les activateurs des plantes, concentrations et méthodes d 'application. Cependant, 
1 'impregnation dans Ic sol donne de mel//curs résuitats que la vaporisationfoliaire, puisqu 'on observe 
un degré plus important de suppression de la maladie (73,15 a 95,33 %) qu 'avec la vaporisation 
foliaire (69,51 O 91,67 %). Parmi les activateurs des plantes, le nitrate de calcium a 500 ppm s 'avère 
/epius efficace, puisqu i/ supprime la maladie a 91,67 et 95,33 %par respectivement la vaporisation 
foliaire et / 'impregnation dans le so!,-  cependant, son efficacité tend a baisser avec I 'augmentation 
de sa concentration.. Tous les activateurs des plantes, a part le nitrate de calcium et Ic sélénite de 
sodium, présentent une tendance a I 'augmentation de la suppression de la maladie Iorsque leur 
concentration augmente. La vaporisationfoliaire de sélénite de sodium a /000 et 1500 ppm s 'avére 
même phytotoxique pour les plants de mtrier. Les observations par microscopic électronique a 
balayage révèient que bien que les spores de C. fici soient capables deproduire des tubes germinatfs 
de ion gueurs variées sur les feui/ies des plants de mzrier traités, les tubes germinatfs ne sont pas 
capables de pénétrer les tissusfoliaires en raison de leur incapacité a se term iner en appressoria qui 
sont considCrées comme les structures depénétration spécialisées de C.flcisur lesfeuilles de mürier. 
1/ pourrait en être ainsi parce que certains changements biochimiques ou physiologiques se 
produisent chez lesfeuilles de mârier Ira itées io,-s de / 'induction de la résistance sysrémique a C'. fici. 

INTRODUCTION 

On sait que les plantes synthétisent de manière endogène des substances chimiques variées de 
différentes structures qui jouent un role vital dans le réseau de signalisation de la defense. Grace au 
rOle important de telles molecules de signal (les produits de genes de résistance) dans les mécanismes 
de defense de la plante, plusieurs essais réussis ont été entrepris pour induire la résistance systemique 
en augmentant leur concentration dans les plantes par application exogène d'analogues synthétiques 

* 	Auleur auquel adresser Ia correspondance: Central Sericultural Research and Training Institute, Srirampura, 
Manandavadi Road,Mysore— 570 008, INDIA. Tel: +91-821-2362992, 2362406; Portable: +91-9448165466 
ax: +91-821-2362420 E-mail: guptavp0yahoo.com, guptavpcsrti@rediffmail.com  
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de ces composes presents naturellement et de leurs dérivés (Lyon et coil., 1995 ; Purkayastha, 1998 
Vidhyasekaran, 1998 ; Oostendorp et coIl., 2001). L 'idée de base derriere cette resistance systémique 
induite (ISR) est l'activation de genes de defense inexprimés chez les plantes sensibies, par 
l'application d'un traitement inductif. Ce traitement exogène apporte piusieurs changements 
métaboliques chez les plantes, qui renforcent les plantes pour se défendre de l'infestation. On 
considêre donc l'ISR comme une alternative naturelle persistante, sans risque, efficace, durable aux 
pesticides chimiques pour lutter contre les maladies des plantes. 

La rouille de la feuille provoquée par Ceroteliumfici (Cast.) Arth. est l'une des maladies les plus 
destructrices pour le mürier en Inde qui entraine non seulement des dégâts sur le limbe de la feuille 
mais est aussi responsable de la chute prématurée des feuilles, ce qui entraine une perte severe de 
rendement foliaire et de qualité de la feuille. Bien qu'on ait propose des mesures chimiques pour lutter 
contre la rouille de Ia feuille chez le mürier, elles ne sont pas bien acceptees par les sériciculteurs par 
peur de Ia toxicité possible des fongicides chimiques pour le ver a soie et de risques éventuels pour 
la sante. Nous avons donc entrepris cette etude pour rnettre au point une alternative adaptée aux 
fongicides chimiques en évaluant le role de certains analogues synthétiques d'activateurs des plantes 
presents naturellement dans la provocation de l'ISR contre la rouille de la feuille chez le mCirier. 

MATERIELS ET METHODES 

Culture des plantes 
On obtient les plants de mirier (Morus alba L) de la variétê Kanva-2, sensible a Ceroteliumfici, 

a partir de boutures saines de tige plantêes dans des pots en terre (diamètre de 30 cm) contenant du 
sol pasteurise. On cultive ces plants sous serre et on utilise des plants de six mois pour l'étude. 

Culture microbienne: 
En tant que pathogéne fongique oblige, on maintient la culture de Ceroteliumfici sur des plants 

de mürier. On recueille des spores de C. fici sur des feuilles de mürier infestees naturellement 
presentant les symptomes typiques de la rouille avec de petites taches marron de la taille d'une tête 
d'épingle sur Ia surface adaxiale et des pustules marron foncé en eruption sur la surface abaxiale. On 
pulvérise une suspension aqueuse de spores (1 o6  spores / ml) de C.fici sur les deux surfaces de feuiiles 
de plants de mürier sains de la variété Kanva-2, cultivés en pots sous serre. Au développement des 
symptOmes de la rouille de la feuille, on maintient les plants malades sous serre et on recueille les 
spores de ces plantes pour l'utilisation expérimentale. 

Activateurs des plantes: 
On sélectionne des analogues synthétiques des activateurs des plantes comme l'acide 

amino-n-butyrique (ABA), l'acide salicylique (SA), le salicylate de sodium (NaS), le sélénite de 
sodium (NaSel), le nitrate de calcium (CaNit) et Ic chiorure de fer (FeChi) (HiMedia Ltd., Mumbai, 
mdc) pour évaluer leur capacite d'induction de la résistance systemique contre la nialadie de la rouille 
de la feuille chez les plants de méTier de la variété sensible. On prepare des solutions de ces activateurs 
a des concentrations de 500, 1000 et 1500 ppm en dissolvant Ia quantite requise dans de l'eau distillée 
sterile dans des conditions axéniques. 

Traitements d'indnction et inoculation d'attaque: 
Simultanément, on taille des plants sains bien établis (de six mois) de la variêté de mUrier Kanva-2 

sensible la rouille de la feuille pour qu'ils atteignent la même croissance. Vingtjours aprés la taille, 
on applique des solutions d'activateurs des plantes aux concentrations de 500, 1000 et 1500 ppm 
(a raison de 25 ml! plant) individuellement sur les plants de niOrier soit par vaporisatiori foliaire ou 
impregnation dans le sol. On procéde a la vaporisation foliaire avec un atomiseur fin tandis qu'on 
procéde a I'irnprégnation du sol en étaLant la solution uniformément sur la couche de sot dans les pots 
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en terre. Des plants traités avec de l'eau distillée stérilisée (sans activateur de plante) servent de 
témoins positifs (sains) et négatifs (malades). On procède a chaque traitement en trois répétitions, 
chacune constituée de 6 plants (ensemble de 18 plants par traitement). 

Aprés une semaine de traitements avec des activateurs, on procéde a une inoculation d'attaque 
de tous les plants de mürier en vaporisant la suspension de spores (106  spores / ml) de C. JIci sur les 
deux surfaces des feuilles. On inocule aussi de manière similaire les plants négatifs en vaporisant la 
suspension de spores de C. fici, tandis qu'on n'inocule pas les plants témoins positifs. Toute 
l'expérience est disposée de manière aléatoire avec différents trauements et répétitions. 

Estimation du développement de la maladie: 
On enregistre le développement de la maladie sur les feuilles inoculées avec C.fici 25 jours après 

l'inoculation d'attaque en estimant visuellement la proportion de limbe de la feuille occupé par le 
symptome de rouille sur une échelle de 0 a 5, oü 0 = pas de symptome, I = 0 a 5 % de limbe occupé, 
2 = 6 a 25 % du limbe occupé, 3 = 26 a 50 % de limbe occupé, 4 = 51 a 75 % de limbe occupé et 5 
76 a 100 % de limbe de la feuille occupé par les symptomes. On calcule Ia sévérité de La maladie en 
tant qu'indice de pourcentage de la maladie (PDI) en utilisant la formule: [PDI = {Somme des valeurs 
numériques I Nombre total de feuilles observées x  classement le plus élevé (c'est a dire 5)} x 100]; 
ou les valeurs numériques sont le produit du nombre de feuilles et leurs classements respectifs par 
rapport a la maladie (Mc Kinney, 1923). On calcule le pourcentage de protection contre la maladie 
en tant que % de suppression de la maladie = [(x—y)I x} 100] oü x et y sont les valeurs de sévéritC de 
la maladie (PDI) respectivement chez le témoin négatifet les plants traitCs. On répète les experiences 
deux fois pour la confirmation des résultats. 

Résistance induite par la mediation des activateurs de plantes : interactions hôte - 
pathogene: 

On étudie le comportement du pathogène (C.fici) sur les feuilLes des plants de mCirier traités avec 
des activateurs des plantes en utilisant la microscopie électronique a balayage. On procède aux 
observations sur les changements (par comparaison aux plants témoins négatifs) du comportement 
de germination et de pénétration de C. fici sur les feuilles des plants de mürier traités. 

Pour les observations microscopiques, on coupe les feuilles recueillies sur des plants de niürier 
traités et témoins en petits morceaux d'environ 3 mm2  et on les fixe dans une solution de 
glutaraldehyde, préparée dans du tampon de cacodylate de sodium 0,2 M (p1-I 7,2) pendant 2 heures. 
Puis, on lave les morceaux trois fois 15 minutes dans un tampon de cacodylate et on les déshydrate 
sur une série graduée d'éthanol-acétone, pendant 10 minutes par étapes a temperature ambiante (25 
± 2° Q. On séche le materiel déshydraté dans un séchoir a point critique (EMS 850) en utilisant le 
CO2 comme fluide de transition, puis on le monte sur des plaques en cuivre avec de l'adhésifà double 
face. On recouvre les specimens montés avec une couche d'or de 20 nm avec un pulvérisateur (EMS 
550) et on les examine avec un microscope électronique a balayage (JEOL 100 CX-II ASID-413) a 
20 kV. 

Analyse des données: 
On analyse les données expérimentales sur le plan statistique a partir d'expériences in vivo en les 

soumettant a l'analyse de variance (ANOVA) et en les séparant avec le test de Duncan (DMRT). On 
determine l'effet de chaque traitement avec une amplitude au seuil de 5 %. 

RESULTATS 

Résistance systémique a c. fici indulte chez le mürler 
On observe les symptomes de la rouiLle de la feuille avec un degré d'incidence et de sévérité 

varies chez les plants de mCrier cultivés avec différents traitements et chez Ic témoin négatif. 

2006 - Sericologia 46(2) 2 13-218 	 215 



LUTTE CONTRE LA ROUILLE DU MURIER A VEC DES ACT! VA TEURS CHIMIQUES DES PLANTES 

Cependant, on n'observe aucun symptome chez les plants témoins positifs (non inoculés). On observe 
une difference significative (p = 0,05) dans le développement des symptômes avec tous les activateurs 
des plantes, concentrations (500, 1000 et 1500 ppm) et méthodes d'application testes (vaporisation 
foliaire et absorption par Ic sol). Cependant, l'application des activateurs de plantes par impregnation 
dans Ic sol donne de meilleurs résultats que Ia vaporisation foliaire, puisqu'on observe un niveau plus 
élevé de suppression de la maladie avec l'imprégnation du sol qu'avec la vaporisation foliaire. bus 
les activateurs des plantes, c'est a dire l'acide amino-n-butyrique (ABA), I'acide salicylique (SA), le 
salicylate de sodium (NaS) et le chiorure ferrique (FeChl) excepté le nitrate de calcium de (CaNit) et 
le sélénite de sodium (NaSel) ont une tendance a améliorer la résistance systémique des plants de 
mürier lorsque leurs concentrations augmentent comme le montrent les valeurs plus faibles du PDI 
ou la suppression plus élevée de la maladie avec l'augmentation de la concentration des activateurs 
de plantes. Par contre, l'efficacité du Ca Nit a une tendance a baisser avec l'augmentation de la 
concentration, a la fois par vaporisation foliaire et impregnation dans le sol. L'efficacité du NaSel a 
aussi tendance a baisser avec l'augmentation de la concentration mais seulement quand on l'applique 
en vaporisation foliaire, tandis que son efficacité a tendance a augmenter lorsqu'on imprègne le sol 
(Tableaux I et II). 

L'imprégnation des activateurs dans le sol entraine une suppression beaucoup plus élevée de la 
maladie (p = 0,05) de 73,15 a 95,33 %, avec une diminution du PDI de l'ordre de 1,34 a 7,74 contre 
un PDI de 28,82 chez les plants témoins negatifs (Tableau II) ; tandis que la vaporisation foliaire 
entraine une suppression de la maladie de 69,51 a 91,67 %, avec une diminution du PDI de l'ordre 
de 2,40 a 8,79 (Tableau I). 

Induction de la résistance systémique par la vaporisation foliaire des activateurs de plantes: 
Parmi les activateurs des plantes testes, Ia vaporisation foliaire de CaNit s'avère la plus efficace 

puisqu'elle permet une suppression de la maladie de 90,39 a 91,67 % a différentes concentrations. 
Par ailleurs, Ic NaS a 1000 et 1500 ppm, Ic SA a 1500 ppm, le NaSel a 500 ppm et le FeChl a 1500 ppm 
s'avèrent aussi trés efficaces puisqu'ils apportent une protection aux plants de mürier de 88,29 a 
89,64 % contre l'infestation par la rouille de la feuille. L'ABA a 500 ppm est Ic moms efficace 
puisqu'il apporte aux plants de mérier Ic niveau de protection comparativement Ic plus faible de 
69,51 o,/  A I'exception du CaNit et du NaSel, tous les autres activateurs de plantes présentent une 
tendance a l'augmentation de la suppression de la maladie avec l'augmentation de leurs 
concentrations. Le NaSel a une concentration plus élevée de 1000 et 1500 ppm entraine une 
phytotoxicité pour les plants de mürier, cependant, it apporte une protection significativement plus 
élevée (suppression de la maladie de 88,47 %) pour les plants de mürier a 500 ppm (Tableau 1). 

Induction de la résistance systémique par impregnation dans le sol des activateurs des 
plantes 

Lors de l'imprégnation dans le sol, le CaNit est supérieur aux autres en apportant le degré de 
protection le plus elevé des plants de mürier contre Ia maladie de Ia rouille. Cependant, it est plus 
efficace a une concentration de 500 ppm (suppression de la maladie de 95,33 %) qu'à 1000 et 
1500 ppm (suppression de la maladie de 94,16 et de 92,60 %). Les autres activateurs des plantes 
entrainent une suppression de la maladie de 73,15 a 87,34 % et présentent une tendance a 
l'augmentation de leur efficacitC avec l'augmentation de leur concentration. Parmi eux, Ic FeChl suivi 
par Ic NaSel, Ic SA et Ic NaS a 1500 ppm apportent une suppression de la maladie comparativement 
meilleure (86,15 87,34 %), tandis que I'ABA a 500 ppm est moms efficace et n'apporte que 73,15 % 
de suppression de Ia maladie (Tableau II). Aucun des activateurs des plantes a n'importe quelle 
concentration testée n'est phytotoxique pour Ic mUrier lorsqu'on l'applique par impregnation dans le 
sol. 

Dans I'ensemble, parmi tous les activateurs de plantes, concentrations et méthodes d'application, 
le nitrate de calcium (CaNit) a soo ppm, a la fois par impregnation du sol et vaporisation foliaire, 
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s'avère le plus efficace pour induire Ia résistance systémique chez la variété de mürier sensible, 
Kanva-2 contre la maladie de la rouille de la feuille. 

Interactions hôte - pathogene (mUrier - C. ftc!) 
Les spores de C.fici se comportent différemment sur les feuilles des plants de mürier traités avec 

différents activateurs des plantes (Figs. 1 a 6). Dans la plupart des cas, bien que les spores de C.fici 
germent en donnant naissance a de longs tubes germinatifs ; la plupart des tubes germinatifs ne se 
terminent pas en appressoria (c'est a dire la structure de penetration de C. fici sur les feuilles de 
mürier). La germination des spores, produisant des tubes germinatifs de taille petite a moyenne, est 
plus importante sur les feuilles des plants traités avec du CaNit (Figs. I a 3) tandis que seules quelques 
spores germent sur les feuilles des plants traités avec du NaS et du SA (Fig. 4). L'ABA entralne la 
production de trés longs tubes germinatifs (Fig. 5) tandis qu' avec le NaSel et le FeChi les tubes 
germinatifs sont de taille petite a moyenne. En ce qui concerne, la méthode d'application, ii n'y a pas 
beaucoup de variation dans le comportement des spores. Chez les plants témoins négatifs, la plupart 
des spores de C.fici donnent naissance a des tubes germinatifs qui plus tard se terminent en appressoria 
pour penétrer la couche épidermique des feuilles de mürier (Fig. 6) et entrainer ainsi l'infestation par 
Ia rouille de la feuille. 

DISCUSSION 

Les plantes possèdent des mécanismes de defense qui se déclenchent et apportent la résistance 
ou l'immunité visa vis des pathogènes. On sait qu'il faut des signaux pour activer les genes de defense 
qui sont couramment presents a la fois chez les plantes sensibles et résistantes. Un système de 
transduction du signal fonctionnel est nécessaire pour I'activation des genes de defense. Chez les 
variétés résistantes, un système de transduction fonctionnel existe, les genes de defense sont donc 
activés. Mais dans les interactions sensibles, le système de transduction du signal pourrait ne pas être 
fonctionnel, les genes de defense ne sont pas activés et ii n'y a pas assez de substances chimiques de 
defense qui sont synthètisées (Vidhyasekaran, 1997). 

On sait que plusieurs types de substances chimiques diverses qui sont les produits de plantes, de 
pathogènes ou de microflores associèes aux plantes possèdent la capacité a induire plusieurs reactions 
liées a la defense chez les plantes. Quand les plantes sont pre-traitées avec des analogues synthétiques 
de substances chimiques ou des activateurs des plantes semblables, cela active le système de defense 
co-ordonnè des plantes contre l'infestation ultérieure par le pathogène. Dans cette étude, nous avons 
évalué le potentiel a induire la résistance systémique contre Ia maladie de Ia rouille de la feuille 
(Ceroteliurnflci) d'analogues synthétiques d'activateurs des plantes connus pour activer le système 
de defense de la plante chez la variété de müner sensible Kanva-2. 

Lors de l'analyse du système plante-patho (mârier - Ceroteliumfici) dans une culture en pots 
sous serre, tous les activateurs de plante testes entrainent une résistance systémique chez la var. de 
mUrier sensible Kanva-2, qui est évidente compte tenu de la diminution significative (p = 0,05) du 
PD! par rapport aux plants térnoins négatifs non traités. Cependant, Ic degré de diminution du PD! 
vane avec les différents activateurs des plantes et concentrations. Puisque i'on sait que les activateurs 
des plantes sélectionnés n'ont pas d'action fongitoxique (Lyon et coil., 1995 ; Bhattacharyya et Roy, 
1998 ; Gupta et coil., 2005), la suppression du développement de Ia maladie (PDI) chez les plants de 
mürier semble ètre due a l'action probiotique des activateurs de plantes, qui pourrait avoir entrainé 
l'induction de la résistance systèmique contre l'infestation par la rouille de la feuille chez la variété 
de mürier sensible. Ces observations sont en accord avec des etudes précédentes qui ont montré 
l'induction de la résistance systémique par l'application exogéne de déclencheurs I activateurs des 
plantes contre un ensemble de pathogènes fongiques, bactèriens et viraux a la fois chez des plantes 
dicotylédones et monocotyiédones (Dempsey et Klessig, 1994 ; Lyon et coll., 1995 ; Bhattacharyya 
et Roy, 1998 ; Klessig et coil., 2000). 
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Parmi les activateurs de plantes testes, le nitrate de calcium (CaNit) a 500 ppm s'avère le plus 
efficace, puisqu'il apporte Ic degré le plus élevé d'induction de résistance systèmique chez la variété 
de mérier sensible comme le prouve avec evidence la diminution du PDI a 2,40 et 1,34 avec 
respectivement la vaporisation foliaire et l'imprégnation dans le sol contre un PDI de 28,82 chez les 
plants témoins négatifs non traités. Bhattacharyya et Roy (1998) ont aussi rapporté i'efficacité du 
CaNit, du sélénite de sodium (NaSel) et du chiorure ferrique (FeChi) pour induire la résistance 
systemique contre la flétrissure de la game provoquée par Rhizocionia solani chez des plants de riz. 
us ont observe que le NaSel est plus efficace que le CaNit et Ic FeChl pour induire la résistance 
systemique contre la flétrissure de la game chez les plants de riz. Cependant dans cette étude, le CaNit 
s'avère le meilleur pour supprimer la maladie de Ia rouille de la feuiile chez le mUrier, ce qui est en 
accord avec les observations de Baruah (1991) qui ont rapporté une efficacité élevée du CaNit contre 
la flétrissure de la game (Rhizoctonia solani) chez le riz. 

Dans cette étude, nous avons observe des differences d'efficacité des activateurs des plantes en 
fonction de leurs concentrations qui sont en accord avec des rapports précédents (Sinha et Hait, 1982 
Ghosal et Purkayashta, 1984 ; Manibhushanrao et coil., 1990). Manibhusharao et coil., (1990) ont 
aussi enregistré l'efficacité de certains activateurs chimiques des plantes a des concentrations plus 
faibles, comme nous l'avons enregistré dans cette étude pour le CaNit et le NaSel. Le NaSel a des 
effets phytotoxiques chez le mârier quand on I'applique en vaporisation foliaire a une concentration 
plus élevée de 1000 et 1500 ppm. Bhattacharyya et Roy (1998) et Manibhushanrao et coil., (1990) 
ont aussi procédé a des observations similaires Lors de leur analyse de l'effet phytotoxique du NaSel 
chez les plants de riz quand on I'applique a la profondeur de la racine et en vaporisation foliaire. 

Parmi les méthodes d'appiication, l'absorption dans le so!, s'avère en general ineilleure que la 
vaporisation foliaire. Cela pourrait être dii A la presence des activateurs dans Ic sot pendant une plus 
longue durée que sur le feuillage. 

Puisque l'on sait que les activateurs des plantes sélectionnés ne sont pas fongitoxiques (Lyon et 
coil., 1995; Bhattacharyya et Roy, 1998 ; Gupta et coil., 2005), ceLa suggère que dans cette étude le 
mécanisme de suppression de la maladie ne se produit pas par l'inhibition de Ia croissance de C.fici 
mais sembie We dii a un large spectre d'activité de résistance systémique induite contre la maladie 
de la rouille de miirier par les activateurs de plantes. Ces observations sont en accord avec des rapports 
plus anciens qui ont montré i'induction de la résistance systemique par l'application exogéne 
d'activateurs chimiques varies sur les plantes contre un ensemble de pathogènes fongiques, bactériens 
et viraux (Dempsey et Kiessig, 1994 ; Lyon et coil., 1995 ; Kiessig et coIl., 2000). 

Les observations de microscopic électronique a balayage révèient des differences de 
comportement des spores de C. fici sur les feuilles de plants de miirier traitées avec différents 
activateurs des plantes. Cela pourrait We dii aux changements biochimiques ou physiologiques qui 
pourraient s'être produits chez les feuilles de miirier traitées au cours de l'activation de Ia résistance 
systémique contre C. fici. Ces changements cellulaires dans les feuilles de miirier pourraient avoir 
influencer Ia formation d'appressoria par C.fici, puisque Ia formation appressoriaie par C.fici sur la 
surface de la feuiIle de miirier nécessite un signal celiulaire (Gupta et coil., 1994 ; Behnhamou et 
Nicole, 1999). 

Le nitrate de calcium (CaNit) a 500 ppm pourrait donc étre une alternative efficace aux fongicides 
chimiques toxiques utilisCs jusqu'à present pour lutter contre la maladie de la rouille de la feuilie 
(Ceroteliumfici) chez Ic miirier. 
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A REVIEW OF FUNGAL DISEASES ON MULBERRY TREES 
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In the present study, ident(/Ication offungal pathogens of mulberry trees (Morus alba) in Guilan 
province during 2001-2003 was studied. After observation ofdisease symptoms, infected tissues were 
isolated and cultured. For isolation offungifrom diseased samples, small pieces of root, twig and 
leaf were surface sterilized with 5% hypochlorite sodium. The infected tissues were cultured on potato 
dextrose agar and corn meal agar containing lactic acid. The growing colonies of fungi were 
transferred to slides for purflcation and identification. Based on the morphological characters and 
pathogen icity test the fungi were identified as Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum. F. solani, 
Lasiodiplodia theobromae and Rosellinia necatrix causing root rot disease while Alternaria solani 
causing brown spot disease and Phyllactinia guttata causing powdery mildew and Colletotrichum 
dematium causing anthracnose. This is the first report of the occurrence of these fungi in mulberry 
trees in Guilan province 

Keywords: Mulberry, fungi pathogens, root rot, leaf spot, Guilan. 

INTRODUCTION 

Mulberry, a woody plant belonging to the genus Morus, family Moraceae, is widely distributed 
around the world. The leaves of the plant are used as food for silkworms in the sericultural industry 
(Yoshida etal., 2002). The genus Morus, which is widely distributed in Asia, Europe, North and South 
America and Africa, is cultivated extensively in East, Central and South Asia for silk production 
(Awasthi et al., 2004). 

Mulberry is extensively planted in the Guilan province, Iran as a food source for silkworms. 
Production of silk products is the main source of income in this province. Mulberry and silkworm 
constitute the basic material for sericulture. To obtain high quantity and quality mulberry leaf, not 
only high yielding mulberry varieties are to be evolved and grown under optimum agronomical 
conditions but they are required to be protected from diseases and pests. However, rough estimates 
put the crop loss particularly in the tropical region due to diseases and pests of mulberry of around 5 
to 10 percent while due to silkworm diseases and pests at 20 to 25 percent. Among the pathogens 
affecting mulberry, fungi are the predominant ones. About a dozen fungal diseases have been reported 
on mulberry of which 5-6 are economically important. (Anonymous, 1990). 

The incidence of the fungal disease has tended to increase due to dense planting of the trees and 
mechanical harvesting of the shoots, which predispose plants to the disease. Control of the disease 
has been a major problem during mulberry cultivation. It is essential for developing effective control 
techniques to investigate the ecological characteristics of the disease pathogens. However, substantial 
studies have not been carried out on these aspects except some brief reports (Hara, 1925; Kimura, 
1979). 
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The objectives of the present study are to report on the occurrence of fungal pathogens on 
mulberry of Guilan province and to prove their pathogenicity. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Morphology and cultural characteristics: 
Fusarium oxysporum Schlecht.: 
The pathogen was isolated from discoloured mulberry tissue. Fresh cultures appear salmon-pink, 

but cultures maintained on synthetic media by mass transfers become peach, pink, purple or violet. 
Microconidia are spherical to elongate, slightly curved, mostly unicellular, hyaline, 3- 12 x  3- 3.2 
jim; they are produced by microphialides, swollen at the base and pointed at the tip. Macroconidia 
are falcate, usually 3-5 septate, 27-34 x  3-4 jtm. Chlamydospores are intercalated or terminal, 
spherical, occurring singly or in groups of two to three, 12.5 x  5.5-8.8 jm. Sclerotia are rare in culture, 
dark-blue to black, 1-2 mm diameter, either distributed over the mycelium or in groups (Booth, 1971). 

Fusarium solani (Mart.) Sacc.: 
The pathogen was isolated from tissue of root rot of mulberry. On PDA, the growth is rapid with 

abundant aerial mycelium. The surface was soon with confluent sporodochia and cream colored 
surface. Conidiophore was unbranched and branched monophialides. Microconidia were 
single-celled, oval to kidney-shaped. Macroconidia were subcylindric, slightly curved, usually 3-4 
septates, 29-35 x  4-5 jim. Chiamydospore were formed singly or in pairs and profusely in culture. 
Terminal or intercalary in hyphae and conidia (Nelson et al., 1983). 

Rosellinia necatrix Brel. cx Prill.: 
The pathogen was isolated from infected root systems of mulberry. Characteristic pear shaped 

swelling (geniculations) at the septa of the stomatic hyphae are distinctive diagnostic characteristic. 
The fungus produces scattered black microsclerotia (87 x  115 tim), which tend to unite and form 
niicrosclerotia sheet. 

R. necatrix can survive for several years on rotted roots in the ground and occasionally as 
mycellium or loose microscierotia in the soil or adhering to root debris. The fungus spreads by growth 
through the soil and infects roots of adjacent trees (Ogawa et al..1995). Schena and Ippolito (2003) 
developed a specific PCR test for R. necatrix detection. Two primer pairs (Rl0-R7 and R2-R8) were 
specific for R. necatrix, with amplification from a large number of isolates from different hosts and 
geographic areas but not from other fungal species, mainly isolated from soil or Rosellinia infected 
tissues. 

However, to our knowledge no specific methods for R. necatrix detection are available. Isolation 
of the pathogen from infected roots is difficult due to the lack of selective media and the occurrence 
of a large number of saprophytic micro-organisms. 

Armillaria melea (VahI. ex Fr.) Karsten: 
The pathogen was isolated from rhizomorphs and mycelial fans were obtained by removing bark 

and cambial tissue from decayed wood. 
A fan shaped, white fungal mat often is present between the bark and the wood on the crown of 

affected trees. Dark brown to black thread like rhizomorphs are observed on the surface of bark. 
Rhizomorphs are about the size of a shoestring and also are found on dead roots, on the surface of 
live roots in advance of the necrotic tissue. Armillaria spp. might have existed in an orchard site before 
planting, as the mycellium may persist for many years on infected roots of removed forest trees or 
other tree species. 

Armillaria root disease is the most common and widely distributed root disease in Colorado 
(Johnson, 1984). Armillaria species can spread somatically (clonally) underground via rhizomorphs 
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and diseased root systems, and mortality is often more common at the edges of expanding infection 
centers (Wargo and Harrington, 1991). In addition, rhizomorphs may survive in the soil or on dead 
infested roots. 

Rhizoctonia solani Kuhn: 
Determining the identity of fungi that do not sporulate is particularly difficult in the absence of 

molecular information (Gleason and McGee, 2001) 
The pathogen was isolated from infected root of mulberry. Mycelium hyaline to dark, cells of 

mycelium long, septa of branches set off from the main hypha, sclerotia light colored and well formed 
(Sneh and AKIRA 1991). 

Colletotrichum dematium (Pres. ex Fr.) Grove: 
Thepathogen was isolated from necrotic spots or streak of mulberry leaves. Acervuli disk-shaped, 

waxy, subepidermal, typically with dark. setae abundant at the edge or among the conidiophores, 
conidiophores simple, conidia hyaline, 1 celled, ovoid. Colonies white to pale mouse grey. reverse 
dark brown, conidial masses olive grey to light vinaceaus salmon. Scierotia abundant, black, conical. 
Conidia falcate, fusiforme, apices acute, 9-29 x  2,9-5.8 .im. Once anthracnose symptoms occur on 
the leaves near the ground, the disease reaches the middle and upper leaves of mulberry trees with 
time. 

With many anthracnose fungi belonging to the Colletotrichum genus, it has been reported that 
plant debris such as leaves (Norman and Strandberg, 1997), roots (Dillard and Cobb, 1998), and fruits 
(Wilson etal., 1992 ; Dillard and Cobb, 1998 ; ) are important sources of overwintering inoculum. 
Yoshida and Shirata (1999) suggest that C. dematium can overwinter in infected or latently infected 
leaves, and that these leaves can be a source of primary inoculum the following year. Hence, the 
elimination of fallen leaves in the field in autumn may be an effective way to prevent occurrence of 
the disease the following year. 

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & MaubL: 
The pathogen was isolated from infected root tissue. Mycelium immersed or superficial, 

branched, septate, dark chocolate brown. To induce sporulation, isolates were grown on 2 % water 
agar (WA) (Biolab, S.A). Conidiomateta eustromatic, immersed or superficial, separate or aggregated 
and confluent. Conidia acrogenous, hyaline when young, later becoming medianly 1 euseptate, dark 
brown, thick walled, ellipsoid, base truncatae, with longitudinal striation from apex to base. The longer 
and wider conidia of L. theobromae are mostly 18-24 xl3-16 tim. Paraphyses hyaline, cylindrical, 
septate with longer 28-70 jim. L. theobromae was identified as a species of Lasiodiplodia based on 
conidial shape and striation, which are characters typical for this genus (Arx, 1974). Mulberry is 
severely affected by root rot caused by Lasiodiplodia theobromae in over 80 per cent of mulberry 
gardens in Karnataka (Anonymous, 2005). 

Phyllactinia guttata (Wall. ex Fr.) Lév.: 
A whitish powdery growth is first evident on the undersides of the leaves and eventually spreads 

to the entire leaf. Powdery mildew genera are distinguished by a few major morphological characters: 
appendage type, number ofasci per ascus, and conidiophore type (Saenz and Taylor, 1999). The white 
mycelium had lobed appressoria. Asexual reproduction takes place by means of conidia. Sexual 
reproduction takes place by the formation of fruiting bodies called cleistothecia. Cleistothecia are 
covered with numerous colourless needle shaped appendages. Conidiophores were straight and 
cylindrical. Single-celled, club-shaped conidia occurred usually singly on unbranched conidiophores. 
Conidia ranged in length from 62 to 74 jim and in width from 11 to 16 jim. Cleistothecia with tapering 
appendages and a bulbous base were yellow when young and turned black at maturity. Each 
cleistothecium contained 5 to 9 unitunicate asci, broadly oval to ellipsoid, short-stalked, and 
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containing two ascospores. The size of cleistothecia ranges from 85 to 380 jim in diameter. Asci were 
64 to 95 jim long and 25 to 40 jim wide. Ascospore were 15-25 x  28-34 jim. The length of appendages 
on cleistothecia ranged from 165 to 258 jim. Mycelial growth was observed on leaves, petioles and 
pedicels, but not on fruit and branches. Symptoms appeared on each plant with disease severity 
ranging from a few individual spots to numerous lesions almost covering whole leaf serious damage 
caused by powdery mildew was discovered in the main mulberry production areas of Samandag and 
Harbiye regions in Turkey (Kurt and Soylu, 2001), 

Algernaria solani Sorauer: 
The pathogen was isolated from brown spot lesions of mulberry leaves. Conidiophore arising 

singly or in small group, straight or flexuous, septate, brown or olivaceaus brown, 113 jim long, 8 to 
11 jim thick. Conidial usually solitary, straight or slightly flexuous, obclavate or with the body of the 
conidium oblong or ellipsoidal tapering to a beak which is commonly the same length as or rather 
longer than the bodymid pale golden or olivaceous brown, smooth, overall length usually 
230-3 10 jim, 17-23 jim thick in the broadest part, with 9-I1 jim transverse and 0 or a few longitudinal 
or oblique septa; beak flexuous, sometimes branched, 2.5-5 jim thick tapering gradually. 

Under favourable condition leaf spot enlarge rapidly and may eventually involve as much as half 
a leaf (Ellis, 1971). 

CONCLUSION 

Incidence of diseases, including brown spot (Alternaria solani) powdery mildew (Phyllactinia 
gut:ata), root rot (Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, F. solani, Lasiodiplodia theobromae. 
and Rosellinia necatrix), anthracnose (Colletotrichum acutatuin.) was severe in cv. Ichinose. Root 
rot is a major disease of mulberry. Recently, this has been a major problem in the Guilan province of 
Iran where sericulture is practised. R. solani, F. oxysporum, F. solani, L. theobromae, R. necatrix, 
C. acutatum , A. solani and Phyllactinia guttata were the most common fungi encountered in the North 
Iran grown mulberry. The reasons for this may be partly climatic. Most of the North Iran locations 
showing the highest incidence were found in the warmer, high rainfall, high humidity areas of Iran. 
This would agree with the observation that most infection seems to occur when it rains during 
flowering (April, May). Traditional identification is not always straightforward due to a high 
variability of fungal isolates caused by environmental factors (Freeman et a!,, 2001). 
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Dans cette étude, nous avons procédé a 1 'identflcation de pathogénes fongiques du mtrier 
(Morus alba) dans la province de Guilan (2001-2003). Aprés l'observation des symptomes de la 
maladie, on isole et on cultive les tissus infestés. Pour I 'isolement des champignons a partir 
d 'échantillons malades, de petits morceaux de racines, de brindilles et defeuilles sont stérilisés a la 
surface avec de / 'hvpoch lorure de sodium a 5 %. On cultive les tissus infestés sur de I 'agar de dextrose 
de pomme de terre et de / 'agar de fizrine de ma is contenant de / acide lactique. On transfére les 
colonies en croissance sur des lamel/es de verre pour la purification et I 'identflcation.  D 'après les 
caractéres morphologiques et le test de pathogénicité, on a identiflé les champignons Rhizoctonia 
solani, Fusarium oxyxporum, F. solani, Lasiodiplodia theobromae et Rosellinia necatrix 
responsab/es de la maladie du pourrissemens de la racine tandis qu 'Alternaria solani eniraine la 
maladie de la tache marron, Phyllactinia guttata le mildiou poudreux et Colletotrichum dematium 
provoque I 'anthracnose. C es! le premier rapport sur la presence de ces champignons chez les 
mzriers dans la province de Guilan. 

INTRODUCTION 

Le mUrier, une plante ligneuse appartenant au genre Morus, de Ia famille des Moracae, est 
largement distribué dans le monde entier. On utilise les feuilles de la plante comme nourriture pour 
les versa soie dans l'industrie séncicole (Yoshida et coIl., 2002). Le genre Morus, qui est très répandu 
en Asie, en Europe, en Amérique du nord et du sud et en Afrique, est largement cultivé en Asie de 
i'Est, du centre et du sud pour la production de soie (Awashti et coil., 2004). 

II existe beaucoup de plantations de müriers dans la province de Guilan, en Iran, utilisées comme 
source de nourriture pour les vers a soie. La production d'articies de soie est la principale source de 
revenus dans cette province. Le mürier et Ic ver a soie constituent les matériaux de base de la 
sériciculture. Pour obtenir une quantite importante de feuille de müriers de qualite, ii faut non 
seulement mettre au point et cultiver dans des conditions agronomiques optimums des variétés de 
mürier a rendement éievé mais ii faut également les protéger contre les maladies et les parasites. 
Cependant, les estimations brutes placent les pertes de récoites dues aux maladies et aux parasites du 
mürier a environ 5 a 10 % en particulier dans la zone tropicale tandis qu'elles s'élèvent de 20 a 25 % 
avec les maladies et les parasites des vers a soie. Parmi les pathogenes affectant le mürier, les 
champignons sont les plus répandus. On a rapporté environ une douzaine de maladies fongiques dont 
5 a 6 sont importantes sur le plan économique (Anonyme, 1990). 

L'incidence des maladies fongiques tend a augmenter en raison de la densité de plantation des 
arbres et de la récolte mécanique des pousses, qui prédisposent les plants aux maladies. Dans Ia culture 
du mürier, la lutte contre les maladies est un problème majeur. II est essentiel d'étudier les 
caractéristiques écologiques des pathogenes de la maladie pour mettre au point des techniques de lutte 
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efficaces. Cependant, peu d'études importantes ont été réalisées sur ces aspects saufquelques courts 
rapports (Hara, 1925; Kimura, 1979). 

Les objectifs de cette étude sont de rapporter la presence de pathogenes fongiques sur le mürier 
dans la province de Guilan et de prouver leur pathogenicité. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Morphologie et caractéristiques culturales 
Fusarium oxysporum Schlecht: 
On a isolé le pathogene sur du tissu de mCirier décoloré. Les cultures fraiches sont rose saumoné 

mais les cultures maintenues sur des milieux synthétiques par des transferts de masse, deviennent 
péche, rose, pourpre ou violet. Les microconidies sont sphériques a ailongées, legérement courbées, 
principalement unicellulaires, hyalines de 3 a 12 x  3 a 3,2 im ; elles sont produites par des 
microphialides, gonflés a la base et pointus a l'extrémité. Les macroconidies sont faiciformes, en 
général avec 3 aS cloisons et font 27-34 x  3-4 rim. Les chiamydospores sont intercalées ou terminales, 
sphériques, se produisant seules ou en groupe de deux a trois. Les sclérotes sont rares en culture, bleu 
foncé a noirs, d'un diamétre de 1 a 2 mm, distribués soit par-dessus le mycélium ou en groupes (Booth, 
1971). 

Fusarium solani (Mart.) Sacc.: 
On a isolé ]e pathogéne d'un tissu atteint par le pourrissement du mürier. La croissance est rapide 

sur PDA avec un mycélium aérien abondant. La surface est bientôt recouverte par des sporodoches 
confluentes de couleur crème. Le conidiophore est constituè de monophialides a ramifications et sans 
ramifications. Les microconidies sont uniceliulaires, ovales ou en forme de haricot. Les 
macroconidies sont subcylindriques, légèrement courbèes, en général avec 3 a 4 cloisons et font de 
29-35 a 4-5 tm. Des chlamydospores se forment abondamment seules ou par deux dans la culture. 
Elles sont terminales et intercaiées dans les hyphes et les conidies (Nelson et coil., 1983). 

Roselljnia necatrix Brel. Ex. Prill.: 
On a isolé le pathogéne du système racinaire de müriers infestés. Un gonflement caractèristique 

en forme de poire (géniculations) au niveau de la cloison des hyphes stomatiques est une 
caractéristique distinctive de diagnostic. Le champignon produit des microsclérotes noirs parsemés 
(87 x  115 urn), qui tendent a s'unir eta former une couche de microsclérotes 

R. necatrix peut survivre pendant plusieurs annèes dans le sol sur des racines pourries et 
occasionnellemerit comme mycèiium ou sous forme de microsciérotes disperses dans le sol ou en 
adhérant aux debris de racines. Le champignon se propage par croissance dans Ic sol et infeste les 
racines des arbres contiguës (Ogawa et coil., 1995). Schena et Ippolito (2003) ont mis au point un test 
PCR spécifique pour la detection de R. necatrix. Deux paires d'amorces (R10-R7 et R2-R8) sont 
specifiques a R. necatrix, avec une amplification pour un grand nombre d'isolats provenant d'hôtes 
et de zones gèographiques différents mais pas d'autres espèces fongiques, principalement isolés dans 
Ic sal ou sur des tissus infestés par Rosellinia. 

Cependant, a notre connaissance ii n'cxiste pas de méthode spécifique de detection de R. necatrix. 
11 est difficile d'isoler le pathogène sur des racines infestées a cause du manque de milieu sèlectifet 
de la presence d'un grand nombre de micro-organismes saprophytiques. 

Armillaria melea (Vahi ex Fr.) Karsten: 
On a isolé Ic pathogéne sur des rhizomorphes et on obtient des palmes mycéliales en enlevant 

i'écorce et le tissu cambial du bois pourri. 
Ii existe souvent un tapis fongique blanc en forme d'éventaii entre l'écorce et le bois sur la cime 

des arbres atteints. On observe des rhizoformes marron foncé a noirs en forme de Lii sur Ia surface de 
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I'écorce. Les rhizomorphes sont environ de la taille d'un lacet de chaussure et on les trouve aussi sur 
les racines mortes et sur la surface des racines vivantes a l'avancée du tissu nécrotique. Armillaria 
spp. peut avoir été present dans un verger avant la plantation, car ii se peut que le mycélium persiste 
pendant de nombreuses années sur des racines infestées d'arbres de la forét ayant été abattus ou sur 
d'autres espèces d'arbres. 

La maladie de la racine Armillaria est la plus cow-ante et c'est une maladie de la racine largement 
répandue dans le Colorado (Johnson, 1984). L'espèce Armillaria peut se répandre somatiquement 
(de mariière clonale) sous-terre par les rhizomorphes et les systèmes racinaires malades et la mortalité 
est souvent plus cow-ante aux bords des centres de l'infestation qui s'étend (Wargo et Harrington, 
1991). De plus, les rhizomorphes pourraient survivre dans le sol ou sur les racines infestées mortes. 

Rhizoctonia solani Kün: 
II est particulièrement difficile de determiner l'identité des champignons qui ne sporulent pas en 

l'absence d'information moléculaire (Gleason et McGee, 2001). 
On a isolé le pathogéne de la racine de mürier infesté. Mycélium hyalin a foncé, cellules du 

mycélium longues, les cloisons des ramifications partent des hyphes principales, sclérotes de couleur 
clair et bien formés (Sneh et AKIRA 1991). 

Colletotrichum dematium (Pres. Ex Fr.) Grove: 
On a isolé le pathogène a partir de taches ou de stries de feuilles de mUrier. Acervules en forme 

de disque, cireux, sous-épidermiques, typiquement avec des soies foncées abondantes au bord ou 
parmi les conidiophores, conidiophores simples, conidies hyaline, a une cellule, ovoIdes. Colonies 
blanches a gris clair, marron foncé de l'autre cöté, masses conidiales gris olive a saumon-lie de yin. 
Sclérotes abondants, noirs, coniques. Conidies falciforrnes, fusiformes, sommets pointus faisant 9-29 
x 2,9 —5,8 jim. Une fois que les symptomes de I'anthracnose se produisent sur les feuilles près du so!, 
la maladie atteint les feuilles du milieu et les feuilles supérieures des mariers avec le temps. 

On a rapporté chez de nombreux champignons de I'anthracnose appartenant au genre 
Colletotrichum, que les debris de plantes comme les feuilles (Norman et Strandberg, 1997), les racines 
(Dillard et Cobb, 1998) et les fruits (Wilson et coIl., 1992 ; Dillard et Cobb, 1998) sont des sources 
importantes d'inoculum en hibernation. Yoshida et Shirata (1999) ont suggéré que C. dematium peut 
hiberner dans des feuilles infestées ou infestées de manière latente et que ces feuilles peuvent étre 
une source d'inoculum primaire l'année suivante. L'élimination des feuilles tombées a l'automne 
pourrait donc être un moyen efficace d'empécher l'éruption de la maladie l'année suivante. 

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & MulbI.: 
On isole le pathogene sur du tissu racinaire infesté. Mycélium immergé ou superficiel, a 

ramifications, a cloisons de couleur chocolat. Pour induire la sporulation, on cultive les isolats sur de 
l'agar a 2 % (WA) (Biolab, S. A.). Conidiomatètes eustromatiques, irrlmergées ou superficielles, 
séparées ou rassemblées et confluentes. Conidies acrogènes, hyalines quand elles sont jeunes, 
devenant plus tard marron foncé, avec 1 cloison, a parois épaisses, ellipsoides, a Ia base tronquee et 
une striation longirudinale du sommet a la base. Les conidies plus longues et plus larges de 
L. theobromae font pour la plupart 18-24 x 13-16 jIm. Les paraphyses sont hyalines, cylindriques, 
avec une cloison et font 28 a 70 jim de long. On identifie L. theobromae comme une espèce de 
Lasiodiplodia d'aprés la forme et Ia striation conidiale, qui sont des caractéristiques typiques de ce 
genre (Arx, 1974). Le mürier est trés affecté par le pourrissement de la racine provoqué par 
Lasiodiplodia theobromae dans plus de 80 % des muraies dans le Karnataka (Anonyme, 2005). 

Phyllacrinia guuata (Wall. Ex Fr.) Lèv.: 
Une croissance poudreuse blanche est d'abord évidente en dessous des feuilles et elle finit par 

s'étendre a toute la feuille. Les genres du mildiou poudreux se distinguent par quelques 
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caractéristiques morphologiques principales Ic type d'apperidice, le nombre d'asques et le type de 
conidiophore (Saenz et Taylor, 1999). Le mycélyum blanc a des appressoria lobes. La reproduction 
asexuée a lieu au moyen des conidies. La reproduction sexuée a lieu par la formation de corps fruitiers 
appelés les cléistothèces. Les cléistothCces sont recouverts de nombreux appendices incolores en 
forme d'aiguille. Les conidiophores sont droits et cylindriques. Des conidies unicellulaires, en forme 
de massue se produisent habituellement séparément sur les conidiophores sans branches. Les conidies 
font entre 62 a 74 im de long et entre 11 a 16 im de large. Les cléistothèces avec des appendices 
effilés et une base bulbeuse sontjaunes quand ils sont jeunes et deviennent noirs a maturité. Chaque 
cleistothèce contient 5 a 9 asques, géneralement ovales a ellipsoIdes, au pédoncule court et contenant 
deux ascospores. Le diamètre des clCistothèces est conipris entre 85 et 380 tim. Les asques font 64 a 
95 .tm de long et 25 a 40 im de large. Les ascospores font 15-25 x  28-34 j.tm. La longueur des 
appendices sur Ic cléistothèce est comprise entre 165 et 258 tim. On observe une croissance myceliale 
sur les feuilles, les pétioles et les pédicelles, mais pas sur le fruit et les branches. Les symptômes 
apparaissent sur chaque plante et en fonction de la sévérité de la rnaladie vont de quelques taches 
individuelles a de nombreuses lesions couvrant presque toute la feuille ; on a observe des degãts 
importants provoqués par Le mildiou poudreux dans les principales zones de production du mürier 
dans les regions de Samandag et Harbiye en Turquie (Kurt et Soylu, 2001). 

Algernaria solani Sorauer: 
On isole le pathogène de lesions de la tache marron sur des feui lies de mürier. Les conidiophores 

se produisent seules ou en petits groupes, sont droites ou flexueuses, a cloisons, marron ou marron 
olivâtre, font 113 im de longueur, 8 a ii im d'épaisseur. Conidie en général solitaire, droite ou 
légCrement flexueuse, obclavée, ou avec Ic corps de la conidie obiongue ou ellipsolde s'effilant vers 
un bec qui est couramment de la méme longueur ou plus long que le milieu du corps, de couleur or 
pale ou marron olive, lisse, longueur globale d'environ 230 a 310 rim, épaisseur de 17 a 23 tm dans 
la plus grande partie avec des cloisons transversales de 9 a Ii j.m et aucune ou quelques cloisons 
obliques ; bec flexueux parfois a ramifications, d'une épaisseur de 2,5 a 5 llm s'effilant 
progressivement. 

Dans des conditions favorables, Ia tache de la feuille s'agrandit rapidement et peut finalement 
couvnr plus de la moitié de la feuille (Ellis, 1971). 

CONCLUSION 

L'incidence des maladies y compris de la tache marron (Alternaria solani), du mildiou poudreux 
(Phyllactinia g-uttota), du pourrissement de la racine (Rhizoctonia solani, Fusarium oxypsorurn, 
F solani, Sasiodiplodia theobrornae et Rosellinia necatrix) de l'anthracnose, (Col1etotrichun 
acutamum) est sévère chez le cv. Ichinose. Le pourrissement de la racine est l'une des principales 
maladies du mürier. Cela a été récemment un problème majeur dans Ia province de Guilan en Iran, 
o11 on pratique la sérjciculture. R. solani, F. oxvsporum, F. solani, L. theobromac, R. necatrix, 
C. acutatupn, A. solani et Phyllactinia guttata sont les principaux champignons rencontrés chez les 
müriers cultivés dans Ic nord de I'Iran. Cela pourrait venir de raisons partiellement climatiqucs. La 
plupart des ileux du nord de l'lran oü l'incidence est la plus éievée se trouvent dans les zones les plus 
chaudes, avec des précipitations élevées et une humidité importante. Cela confirme les observations 
scion lesquelles la plupart des infestations se produisent quand il pleut pendant la floraison (avrii, 
mai). L'identification traditionnelle n'est pas toujours simple en raison de La variabilité des isolats 
forigiques provoquée par les facteurs environnementaux (Freeman et coIl., 2001). 
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PARTHENOGENETIC DEVELOPMENT IN EXCISED EGGS OF Fi 
HYBRIDS OF THE SILKWORM, BOMB}XMORIL. 

DEBNIRMALYA GANGOPADHYAY & RAVINDRA SINCH 

Central Sericuitural Research & Training Institute, Mysore -570 008, India. 

In the present study, an attempt was made to induce artificial parthenogenesis in the excised 
unfertilized eggs of different Ft hybrids between bivoltine, bivoltine and polyvoltine and polyvoltine 
breeds of the mulberry silkworm, Bombyx mori L. Bivoltine hybrids showed higher rate of 
parthenogenesis as compared to bivoltine x  polvvo!tine and polyvoltine hybrids. All the 
parthenogenetic individuals were exclusively females. 

Keywords: Bombyx mori L., excised ovarian eggs, parthenogenetic development, Fi hybrids. 

INTRODUCTION 

In silkworm breeding, artificial parthenogenesis acquires a special significance to give hybrids 
of high viability, heterosis, combining ability and phenotypically uniform populations (Strunnikov, 
1986; Takei et al., 1990). Recently, the genetic effects on parthenogenetic characters of the silkworm 
have been analyzed (Yongqiang et al., 2004). Artificial parthenogenesis has also been utilized to 
improve the management of transformed population in a routine application of transgenesis 
technology in B. mon (Grenier et al. 2004). Several attempts have been made to induce artificial 
parthenogenesis in the silkworm, Bombyx mori L. by many workers (Astaurov, 1940, 1967; Takei et 
al., 1990; Hirokawa, 1990; Ravindra Singh et al., 1994, 2004). Mechanism of hybrid vigor through 
artificial parthenogenesis has been reported (Ohkuma, 1971). Hybrid vigor involving homozygous 
lines is found to greater extent in Fi hybrid (Nacheva et al., 1999). Little information is available on 
parthenogenetic development in the silkworm breeds/hybrids found in India. Hence, the present study 
has been undertaken. 

MATERIALS AND METHODS 

Nine bivoltine Ft hybrids involving 4 Japanese types (i.e. NB4132 x  CSR4, CSR6 x  CSR26, CSRI9 
x CSR4, CSRI9 x  CSR6) and 5 Chinese types (i.e. CSR2 x  CSRI7, CSR2 x  CSR27, CSR3 x  CSRI7, 
CSRI7 x  CSRI2, CSRI8 x  CSRI2) along with 6 bivoltine x  polyvoltine F1 hybrids involving 
Cambodge, a polyvoltine breed with golden yellow spindle shaped cocoon (i.e. N134132 x Cambodge, 
CSR6 x Cambodge, CSRI2 x Cambodge, CSRI7 x  Cambodge, CSRI8 x Cambodge, CSRI9 x 

Cambodge) and 7 polyvoltine Fi hybrids (i. e. Nistari x  Cambodge, RDi x  Cambodge, RDi x Nistari, 
BL6I x  131-62, BL67 x Nistari, 96A x  BL67 and 96E x  Cambodge) were utilized in the present study. 
In each hybrid, eggs were collected from 5 - 15 virgin female moths depending upon the emergence. 
The method of Astaurov (1967) was followed for the induction of artificial parthenogenesis. Eggs 
were extracted from the ovarioles of freshly emerged moth, washed in running tap water, dried and 
kept at 25 2C and 85 % Relative Humidity (R. H.) for 12 hrs. Eggs were then treated in hot water at 
46 2  C for 18 mm., transferred to water at room temperature for 10 mm. and finally dried and incubated 
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at 15 9C for 72 hrs. In bivoltine hybrids, with the appearance of light brownish serosa colour, eggs 
were treated with hot hydrochloric acid. Latter, eggs were incubated at 25 -C and 85 % R. H. till 
hatching. The parthenogenetic development of eggs was identified with the appearance of 
reddish-brown/dark pigmentation in the serosa cells. The ratio of reddish-brownldark pigmented eggs 
and total number of eggs treated was expressed as percentage of parthenogenesis. 

Table I. Parthenogenetic development and hatching % in excised unfertilized eggs of different 
hybrids of the silkworm, Bombyx mori L. 
Tableau 1. Développement parthénogénézique et % d'éclosion d'eufs excises non fécondés chez 
djfférents hybrides du ver a soie, Born byx mori L. 

Combination Number of eggs Parthenogenesis Hatching 
treated  

(5- 15 moths) 

Combinaison Nbre d'eufs traités % departhénogénese % d'éclosion 
(S a ISpapi!lons) 

Bivoltine hybrids / Hybrides bivoltins 
N134D2 x CSR4 3188 37.89 0.33 (98.1) 
CSR6 x CSR26 7098 72.02 47.78 (96.4) 
CSR 9  x  CSR4 4301 88.56 78.13 (98.5) 
CSRI9 x  CSR6 5912 91.20 51.05 (98.4) 
CSR2 x CSR17 3624 44.59 2.72 (98.3) 
CSR2 x CSR27 5506 55.70 6.78 (98.9) 
CSR3 x CSRI7 1939 60.34 0.25 (98.7) 
CSRI7 x  CSR12 3462 57.97 0.59 (96.1) 
CSRI8 x  CSRI2 3590 78.99 1.62 (98.5) 

Bivoltine x  polyvoltine hybrids / Hybrides bivoltins x  polyvoltins 
NB4D2 x  Cambodge 3997 31.42 1.59 (99.0) 
CSR6 x  Cambodge 5509 69.08 1.02 (98.4) 
CSR19 x  Canibodge 2838 47.00 20.68 (98.3) 
CSRI2 x  Cambodge 2045 64.05 - (90.5) 
CSRI7 x  Cambodge 3705 67.20 1.20 (97.9) 
CSR15 x  Cambodge 8030 64.69 6.35 (98.5) 

Polyvoltine hybrids I Hybridespolyvoltins 
Nistari x  Cambodge 1806 54.15 - (95.6) 
RD1 x  Cambodge 1719 72.94 -(91.8) 
RD1 x  Nistari 1580 73.10 -(97.5) 
BL6I x  BL62 2435 56.87 - (91.5) 
BL67 x  Nistari 4044 50.12 -(92.7) 
96A x BL67 5655 34.34 1.23 (89.8) 
96E x  Cambodge 1915 38.90 2.68 (93.3) 

Values in parentheses are hatching % in bisexual F1 hybrids. / Les valeurs entre parentheses sont le % d éciosion 
chez les hybrides bixexuels Fl. 
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Data were recorded for number of pigmented eggs, number of non-pigmented eggs, total number 
of eggs treated, parthenogenesis % and hatching %. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Comparative induction of artificial parthenogenesis in the excised unfertilized eggs of different 
bivoltine, bivoltine x  polyvoltine and polyvoltine F1 hybrids is presented in Table I. The Japanese 
type bivoltine hybrids showed more pronounced parthenogenetic development. CSRI9 x  CSR6 
showed maximum percentage of parthenogenetic development (91.20 %) followed by CSRI9 x  CSR4 
(88.56 %). Maximum hatching % was recorded in CSRI9 x  CSR4 (78.13 %) followed by CSR19 
CSR6 (51.05 %) and CSR6 x  CSR26 (47.78 %). Among the Chinese type bivoltine hybrids, maximum 
percentage of parthenogenetic development was observed in CSRI8 x  CSRI2 (78.99 %) followed by 
CSR3 x  CSRI7 (60.34%) and CSRI7 x  CSRI2 (57.97 %)whereas hatching % was maximum in CSR2 

CSR27 (6.78 %) followed by CSR2 x  CSRt -i (2.72 %). Maximum percentage of parthenogenetic 
development was observed in CSR6 x Cambodge (69.08 %) followed by CSRI7 x Cambodge 
(67.20 %), however, hatching % in those hybrids was not satisfactory. Hatching % was higher in 
CSRI9 x Cambodge (20.68 %) whereas it was relatively lower in CSR18 x Cambodge (6.35 %). 
Among the 7 polyvoltine hybrids, higher percentage for parthenogenetic development was recorded 
in RDi x  Nistari (73.10%), RDi x  Cambodge (72.94 %), BL6I x  BL62 (56.87 %), Nistari x Cambodge 
(54.15 %) and BL67 x Nistari (50.12 %) while hatching was not observed. The two hybrids, 96A 
BL67 and 96E x  Cambodge though with poor performance towards parthenogenetic development 
(34.34% and 38.90% respectively), showed less hatchability of 1.23 % to 2.68 % respectively. 

In the present study, some of the prospective hybrids i.e. CSRI9 x  CSR4, CSRI9 x  CSR6, CSR6 
x CSR26, CSRI9 x Cambodge, CSR2 x  CSR27, and CSRI8 x Cambodge were identified based on 
their better response towards artificial parthenogenesis.A great deal of variation towards 
parthenogenetic development and hatching in the excised unfertilized eggs of different bivoltine, 
bivoltine x  polyvoltine and polyvoltine hybrids has been observed. Parthenogenetic development in 
silkworm breeds/hybrids has been reported (Hirokawa, 1990; Ravindra Singh etal., 1994, 2002). 
Data in the present study clearly revealed that Japanese type bivoltine hybrids were more pronounced 
towards parthenogenesis. The results are in conformity with that of Ravindra Singh et al. (1994). 
Shinbo et al. (1991) have observed considerable strain differences in parthenogenetic ability in the 
silkworm breed. 
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Note breve 

DEVELOPPEMENT PARTHENOGENETIQUE CHEZ DES 
IEUFS EXCISES D'HYBRIDES F! DU VER A SOlE 

BOMB}X MOM L. 

DEBNIRMALYA GANGOPADHYAY & RAVINDRA SINGH 

Central Sericultural Research & Training Institute, Mysore -570 008, India. 

Dans cette étude, nous avons tenté d 'induire uneparthénogenése artificielle chez des .eufs excises 
non fécondes de différents hybrides Fl de iignées bivoltines, bivoltines etpolyvoltines etpolyvoltines 
du ver a soie du rnzrier, Bombyx mori L. Les hybrides bivoltins présentent un taux plus élevé de 
parthenogenese par comparaison aux hybrides bivoltins x  polyvoltins et polyvoltins. Tous les 
individus parthenogénetiques sons exclusivernentfemelles. 

INTRODUCTION 

Dans le lignage du vera soie, la parthénogenese artificielle revêt une importance particulière pour 
obtenir des hybrides I la viabilité, l'héterosis, la capacite de combinaison élevées et des populations 
uniformes sur le plan phénotypique (Strunni kov, 1986 ; Takei et coil., 1990). On a récemment analyse 
les effets génétiques sur les caractères parthenogénetiques du ver I soie (Yongqiang et coil., 2004). 
On a aussi utilisé la parthénogenèse artificielle pour améliorer la gestion de la population transformée 
dans une application de routine de la technologie de la transgInese chez B. mon (Grenier et coil., 
2004). Plusieurs tentatives ont été réalisées par de nombreux chercheurs pour induire la 
parthénogenèse artificielle chez le vera soie, Born byx mori L. (Astaurov, 1940, 1967 ; Takei et coil., 
1990 Hirokawa, 1990 Ravindra Singh et coil., 1994 ; 2004). On a rapporté le mécanisme de la 
vigueur hybride par la parthénogenése artificielle (Ohkuma, 1971). On observe la vigueur hybride I 
un degré plus important chez l'hybride Fl de lignées homozygotes (Nacheva et coil., 1999). On 
dispose de peu d'information sur le développement parthénogénétique des lignees I hybrides de vers 
I soie presents en Inde. Nous avons done entrepris cette étude. 

MATERIELS ET METHODES 

Dans cette étude, nous avons utilisé neuf hybrides bivoltins Fl comprenant 4 types japonais (c'est 
a dire NB4D2 x  CSR4, CSR6 XCSR26, CSR19 x  CSR4, CSRI9 x CSR6) et 5 types chinois (c'est I 
dire CSR2 x  CSRI7, CSR2 x CSR27, CSR3 x  CSRI7, CSRI7 x  CSRI2, CSRI8 x  CSRI2) avec 6 
hybrides Fl bivoltins x  polyvoltins comprenant Cambodge, une lignée poiyvoitine avec un cocon en 
fuseau de couleur jaune doré (c'est I dire NB4D2 x Cambodge, CSR6 x Cambodge, CSRI2 X 

Cambodge, CSRI7 x Cambodge, CSRI8 x Cambodge, CSRI9 x Cambodge) et 7 hybrides Fl 
polyvoltins (c'est a dire Nistari x  Cambodge, RD1 x  Cambodge, RDI x  Nistari, BL6I x  BL62, BL67 
x Nistari, 96A x BL67 et 96E x  Cambodge). Chez chaque hybride, on recueilie les ceufs de 5 a 15 
papillons femeiles vierges en fonction de i'emergence. On suit la méthode d'Astaurov (1967) pour 
induire la parthénogenése artificielle. On extrait les ceufs des ovarioies d'un papilion venant 
d'émerger, on les lave sous l'eau du robinet, on les sèche et on les conserve a 25° C et a 85 % 
d'humidité relative (R. H.) pendant 12 heures. Puis, on traite les ceufs a I'eau chaude a 46° C pendant 
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18 minutes, on les transfère dans de l'eau a temperature ambiante pendant 10 minutes et finalement 
on les sèche et on les incube a 150  C pendant 72 heures. Chez les hybrides bivoltins, lorsque la séreuse 
devient marron clair, on traite les ceufs avec de l'acide hydrochiorique chaud. Plus tard, on incube les 
ceufs a 25° C et 85 % d'H. R. jusqu'à l'éclosion. On identifie le développement parthénogénétique 
des ceufs avec l'apparition d'une pigmentation brique foncé dans les celiules de la séreuse. Le ratio 
d'ceufs pigmentés brique foncé sur le nombre total d'ceufs traités exprime le pourcentage de 
parthénogenèse. 

On enregistre les données concemant le nombre d'ceufs pigmentés, Ic nombre d'ceufs non 
pigmentés, Ic nombre total d'ceufs traités, le % de parthénogenèse et le % d'éclosion. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

L'induction comparative de la parthénogenése artificielle chez les ceufs excises non fécondés des 
différents hybrides Fj bivoltins, bivoltins x  polyvoltins et polyvoltins est présentee dans le Tableau 1. 
Les hybrides bivoltins de type japonais présentent un développement parthénogénétique plus 
prononcé. CSR 19 x  CSR6 presente le pourcentage maximum de développement parthenogenetique 
(91,20%) suivi par CSR9 x  CSR4 (88,56 %). On enregistre le % d'éclosion maximum chez CSRI9 
x CSR4 (78,13%) suivi par CSRI9 x  CSR6 (51,05%) et CSR6 x  CSR26 (47,78 %). Parmi les hybrides 
bivoltins de type chinois, on observe le pourcentage maximum de développement parthénogénétique 
chez CSRI8 x  CSRI2 (78,99 %) suivi par CSR3 x  CSRi -, (60,34 %) et CSR17 x CSR12 (57,97 %) 
tandis que le % d'éclosion est maximum chez CSR2 x  CSR27 (6,78 %) suivi par CSR2 x CSRI7 
(2,72 %). On observe le pourcentage maximum de développement parthénogénétique chez CSR6 
Cambodge (69,08 %) suivi par CSRI7 x  Cambodge (67,20 %), cependant le % d'éclosion chez ces 
hybrides n'est pas satisfaisant. Le % d'éciosion est plus éievé chez CSR19 x  Cambodge (20,68 %) 
tandis qu'il est relativement plus faibie chez CSRI8 x  Cambodge (6,35 %). Parmi les 7 hybrides 
polyvotins, on enregistre un % plus élevé pour le développement parthénogénétique chez RDi 
Nistari (73,10 %), RDi x  Cambodge (72,94 %), BL6I x BL62 (56,87 %), Nistari x  Cambodge 
(54,15 %) et BL67 x  Nistari (50,12 %) tandis qu'on n'observe pas d'éclosion. Les deux hybrides 96A 

BL67 et 96E x Cambodge qui montrent une mauvaise performance pour le développement 
parthCnogCnetique (respectivement 34,34 % et 38,90 %) présentent une éclosion inférieure de 
respectivement 1,23 % a 2,68 %. 

Dans cette étude, on a identiflé certains hybrides potentiels c'est a dire CSRI9 x  CSR4, CSRI9 
CSR6, CSR6 x  CSR26, CSRI9 x Cambodge, CSR2 x  CSR27 et CSRI8 x Cambodge en raison de leur 
meilleure réponse envers la parthénogenése artificielle. On observe une variation trés importante 
concernant le développement parthénogénétique et l'éclosion des ceufs excises non fécondés chez les 
différents hybrides bivoltins, bivoltins x  polyvoltins et les hybrides polyvoltins. Le développement 
parthenogénétique chez les iignées I hybrides de vers a soie a déjà été présenté (Hirokawa, 1990; 
Ravindra Singh et coil., 1994, 2002). Les données de cette étude révélent clairement que les hybrides 
bivoltins de type japonais sont plus enclins a la parthénogenèse. Les résuitats confirment ceux de 
Ravindra Singh et coil., (1994). Shinbo et coil., (1991) ont observe des differences considérables scion 
les souches dans la capacité parthénogénétique chez les lignées de vers a soie. 
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Brief note 

IMPACT OF HELIUM-NEON LASER ON BIO-COMMERCIAL 
TRAITS OF SILKWORM, BOMB}XMORI L. 

S. R. HOSAGOUDAR & H. B. MANJUNATHA* 

Department of Sericulture, Karnatak University, Dharwad 580 003, Karnataka, India. 

Exposure of silkworm, Bombyx mon (NB4D2) eggs to He-Ne laser at 632.8 of im W,for longer 
duration resulted in reduced larval weight up to 21%. The male and female cocoon weight, shell 
weight, shell ratio was also reduced to the extent of/I, 12, 20, 24, 12 and 13% respectively. The total 
number of eggs and laid eggs was declined of about 28 and 39% respectively. Surprisingly 11% of 
hatching was increased in the batch irradiated for 25 minutes group over control. Thus it is obvious 
that He-Ne laser has effect on silkworm embryo. 

Keywords: Bombyx mori, He-Ne laser, irradiation, cocoon, traits, fecundity. 

INTRODUCTION 

The attention on silkworm, Bombyx mori lavished par excellence for the various studies. In recent 
years, it has been recognized as a molecular model insect although most of the efforts on the silkworm 
were channeled towards improvement of silk production due to its economic value. Several attempts 
also made to determine various genetic and non-genetic effects of ionizing and non-ionizing radiation 
(Tazima, 1978) on silkworm and to evolve better strain for increased silk production. Besides 
biological effects of magnetic energy (Chougale & More, 1992), neutrons (Murakami & Kondo, 
1964), ultrasound (Surendranath et al., 1995), cosmic rays (Morimoto et a!,, 2000) and heavy ion 
(Kotani et al., 2002) on silkworm eggs were analyzed. Recently lasers are finding widespread 
applications in the field of medicine. Lasers were successfully employed for ultra precise surgery, 
various photo-therapeutic modalities and biomedical diagnostic applications (Gupta and Bhawalkar, 
1999). Information of laser studies on silkworm is scanty except the works of Kanarev and Chan 
(1985), Myohora (1994 & 1995) and Jin et al., (2001). Thus present study was undertaken to analyze 
the effect of Helium-Neon (He-Ne) laser on silkworm embryo and economic traits. 

MATERIALS & METHODS 

The well-acclimatized bivoltine race NB4D2 was considered as the experimental animal in the 
present study. Eggs of 2-day old were exposed to Helium-Neon laser of 632.8 nm of red visible light, 
1 mW at the distance of 15 cm for 15, 20 and 25 mm. Each exposure consists of 8 to 9 eggs in a batch 
for a replication and 10 replications were maintained for each treatment and in control. The irradiated 
eggs along with control batch were incubated under optimum environmental conditions (25 ± 1°C 
and 75 ± 5 % relative humidity) and on hatching, all silkworm larvae were reared separately in three 
replications under optimum environmental conditions (Jolly, 1987). The percent of hatching was 
determined based on number of larvae hatched out of irradiated eggs in each replication. Full grown 
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larval weight, cocoon weight, shell weight and shell ratio were recorded from randomly selected five 
larvae and cocoons from each replication. Total number of eggs formed, number of laid eggs and laid 
egg percentage was recorded from randomly selected five moths in each replication. All the data were 
subjected to ANOVA analysis. 

RESULTS AND DISCUSSION 

In the present study, we have employed Helium-Neon laser on silkworm Bombyx mori embryo 
for the first time to determine its biological effectiveness. Here, although we have not observed any 
morphological variations as induced by UV laser (Hosagoudar, 2005), but the percentage of hatching 
was significantly increased to 98.04% in 25 minutes irradiated batch compare to control of 85.11% 
(Table I). 

Table I. Effect of He-Ne laser radiation on biological traits of Bombyx mon. 

Tableau I. Effet de l'irradiation au laser He-Ne sur les caractéres biologiques de Bombyx mon. 

Fecundity 

Age of 	Irradiation Hatching Larval Cocooning Total No. Laid Laid egg 
embryo for 	(Minutes) weight (%) of eggs no. of percentage 
irradiation (g) eggs 

Fécondité 

Age de Eclosion Poidc Filage du Nbre Nbre (%) d 'eufs 
l'ernbryon (%) larvaire cocon (%) total d'rufs pondus 
pour I'irridation (g) d'oeufs pondus 

Control! Témoin 87.90 3.883 87.50 424.00 388.40 91,38 
±0,7 ±0,1 ±1.0 ±1.0 ±1.8 ±1.6 

15 89.18 3.783 75.16 400.40 287.60* 77.51 
±0.7 ±0.1 ±0.6 ±1.1 ±0.9 ±2.2 
(101) (97) (85) (94) (74) (84) 

48 hours 	20 96.16* 3.227* 73.68 369.00* 275.40* 67.52* 
48heures ±1.3 ±0.6 ±0.6 ±2.3 ±1.1 ±1.7 

(109) (83) (84) (77) (70) (73) 

25 98.18* 3100* 70.00 332.80* 237.80* 66.81* 
±0.8 ±0.3 ±0.6 ±2.6 ±1.3 ±1.5 
(111) (79) (80) (72) (61) (72) 

* Significant at 0.05 level / Signiflcahfau .ceuil de 0,05. Percent change over control in parentheses / % de 
changernent par rapport au temoin entre parent héses. 
** Significant at 0.01 level / Sign(ficat(f au seuil de 0,01. ± S D: Standard Deviation / Ecart type. 
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Table H. Effect of He-Ne laser radiation on cocoon traits of Bombyx mon. 

Tableau I!. Effet de l'irradiation au laser He-Ne sur les caractéres du cocon de Bombyx mon. 

Male Female 

Age of Irradiation 
embryo duration Cocoon Shell Shell Cocoon Shell Shell 
for (Minutes) weight weight ratio weight weight ratio 
irradiation (g) (g) (%) (g) (g) (%) 

Male Femelle 

Age de Durée de Poids du poidV Richesse Poids du Poidc Richesse 
/ 'embryon 1 'irradiation cocon de Ia soyeuse cocon de Ia soyeuse (%) 
pour (Minutes) (g,) coque(g) (%) (g) coque(g) 
I 'irridauon 

Control I Témoin 1.420 0.335 23.57 1.864 0.348 18.68 
±0.1 ±0.03 ±1.3 ±0.1 ±0.01 ±0.6 

48 hours 15 1.349* 0.307 22.79 1.740 0.322* 18.54 
48heures ±0.04 ±0.02 ±0.8 ±0.03 ±0.02 ±1.6 

(95) (91) (96) (93) (92) (99) 

20 1 .301* 0.270* 20.96* 1.682 0.267* 16.12* 

±0.1 ±0.03 ±1.1 ±0.1 ±0.02 ±0.5 
(91) (80)  (90) (76)  

25 1.271* 0.269* 20.71* 1.657 0.335 16.35* 

±0.02 ±0.03 ±2.4 ±0.03 ±0.01 ±0.5 
 (80) (88) (88) (96)  

* Significant at 0.05 level / Significatfau seufi de 0,05. Percentage over control in parentheses / Pourcentage 
par rapport au témoin entreparenthèses. 
** Significant at 0.01 level / Sign//icat(fau seuil de 0.01. ± SD: Standard Deviation I Ecart type. 

This increased percent of hatching might be due to stimulation on the respiratory electron process 
through changes in redox state of respiratory components as production of AlP, which is a source of 
cellular energy, is linked to enhanced metabolism as opinioned by Gupta and Bhawalkar (1999), But 
the larval weight was significantly decreased of about 21% (maximum) in 25 minutes irradiated batch 
compared to control. Subsequently, cocooning percentage was also decreased considerably to the 
extent of 20% (25 minutes irradiated group, Table I). Male and female cocoon weight, shell weight 
was 1.271, 1.657, 0.269 and 0.335 g in 25 minutes irradiated batch compare to respective controls of 
1.420, 1.864, 0.335 and 0.348 g. Male and female shell ratio was also reduced significantly of 12 and 
13% over respective controls (Table II). A significant decrease of fecundity recorded in 25 minutes 
irradiated batch was 332.80 over control (Table I). Decreased full-grown larval weight, cocoon 
weight, shell weight and fecundity in all the irradiated batches indicate that He-Ne laser although 
does not caused severe damage on silkworm embryonic cells that leads to embryonic death but might 
have disturbed mid gut cells, as it is one of the radiation sensitive organ as opinioned by Murakami 
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and Miki (1972). Concomitantly, the non degraded protein along with the other dysfunctional proteins 
could have been over loaded for the eggs and larvae that developed thereafter, which may have 
resulted in mortality (Nirmala etal., 1999). 

Interestingly, UV laser induced population revealed quite different results than He-Ne in which 
shorter duration of nanosecond UV laser irradiation induced positive effect (Published elsewhere). 
Whereas longer duration of nano and pico second irradiation exhibited negative effect on cocoon 
traits in B. mori. Thus positive and negative effect varies with different energy levels of He-Ne and 
UV laser that corresponds well to that of embryonic stage. 
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Note breve 

IMPACT DU LASER HELIUM-NEON SUR LES 
CARACTERISTIQUES BlO-COMMERCIALES DU VER A 

SOlE, BOMB}X MORI L. 

S. R. HOSAGOUDAR & H. B. MANJUNATHA* 

Department of Sericulture, Karnatak University, Dharwad 580 003, Karnataka, mdc. 

L 'exposition des ceufs du ver a soie Bombyx mon (NB4D2) au laser He-Ne de 632,8 a 1mW, 
pendant une durée assez longue entraine Ia diminution du poids larvaire de 21 %. Le poids du cocon 
male etfemelle, le poids de Ia coque, Ia richesse soyeuse diminuent aussi de I 'ordre de respectivement 
11, 12, 20, 24, 12 et 13 %. Le nombre total d 'ufs et d .eufcpondus dim inue d 'environ respectivelnent 
28 et 39 %. De ,naniàre surprenante, on observe une augmentation du taux d 'éclosion de 11 % chez 
le lot irradiè pendant 25 minutes par rapport au témoin. Ii est donc evident que le laser He-Ne a un 
ejJet sur 1 'embryon du ver a soie. 

INTRODUCTION 

On accorde beaucoup d'attention au ver a soie, Bombyx mori L dans des etudes variées. 
Récemment, on I'a reconnu comme insecte modéle sur le plan moléculaire bien que Ia plupart des 
efforts aient été dirigés vers l'amélioration de Ia production de soie compte tenu de sa valeur 
économique. On a aussi réalisé plusieurs tentatives pour determiner les effets génétiques et 
non-génetiques varies du rayonnement ionisant et non ionisant (Tazima, 1978) chez Ic ver a soie afin 
de mettre au point une meilleure souche pour augmenter Ia production de soie. Par ailleurs, on a 
analyse les effets biologiques de l'énergie magnetique (Chougale et More, 1992), des neutrons 
(Murakami et Kondo, 1964), des ultrasons (Surendranath et coil., 1995), des rayons cosmiques 
(Morimoto et coIl., 2000) et des ions lourds (Kotani et coIl., 2002) chez les ceufs de versa soie. Depuis 
quelques temps, les lasers trouvent des applications étendues dans Ic domaine de Ia médecine. Les 
lasers ont été employés avec succès dans Ia chirurgie d'ultra precision, pour des modalités 
photo-thérapeutiques variées et des applications de diagnostic biomedical (Gupta et Bhawalkar, 
(1 985). Les etudes sur le laser chez le ver a soie sont rares a l'exception des travaux de Kanarev et 
Chan (1985) Myohora (1994 et 1995) et Jin et coil., (2001). Nous avons donc entrepris cette étude 
pour analyser I'effet du laser Helium-Neon (He-Ne) sur l'embryon de ver a soie et sur ses caractères 
économiques. 

MATERIELS ET METHODES 

Dans cene étude, on considére Ia race bivoltine bien acclimatée NB4D2 comme i'animal 
experimental. On expose les ccufs de 2 jours au laser Helium-Neon de 632,8 nm de lumière rouge 
visible, a 1mW a une distance de 15cm pendant 15, 20 et 25 minutes. Chaque exposition concerne 
un lot de 8 a 9 ceufs pour une répétition et on maintient 10 répétitions pour chaque traitement et pour 
le témoin. On incube les ceufs irradiés ainsi que le lot témoin dans des conditions environnementales 
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optimums (25 ± 10 C et avec une humidité relative de 75 ± 5 %) et a l'éclosion, on élève toutes les 
larves de vers a soie séparément en trois repetitions dans les meilleures conditions environnementales 
(Jolly, 1987). On determine le pourcentage d'éclosion en fonction du nombre de larves ayant éclos a 
partir des ccufs irradiés pour chaque répétition. On enregistre le poids de Ia larve a maturité, le poids 
du cocon, le poids de Ia coque et Ia richesse soyeuse de cinq larves et cocons sélectionnés au hasard 
pour chaque repetition. On enregistre le nombre total d'ceufs qui se sont formés, le nombre d'ceufs 
pondus et Ic pourcentage d'ufs pondus chez cinq papillons sélectionnés au hasard pour chaque 
repetition. On soumet toutes les données a l'analyse ANOVA. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Dans cette étude, nous avons employé pour Ia premiere fois le laser Helium - Neon chez 
l'embryon du ver a soie Bombyx mori pour determiner son efticacité biologique. Ici, nous n'avons 
pas observe de variations morphologiques comme celles induites par Ic laser UV (Hosagoudar, 2005) 
mais le pourcentage d'éclosion augmente de manière significative jusqu'à 98,04 % chez le lot irradlé 
pendant 25 minutes par comparaison au témoin (85,11 %) (Tableau I). 

Cette augmentation du pourcentage d'éclosion pourrait être due a La stimulation du processus des 
electrons pendant Ia respiration par les changements de l'état d'oxydoréduction des composants 
respiratoires telle que La production d'ATP, qui est une source d'énergie cellulaire et est liée a 
l'amélioration du métabolisme comme Pont suggéré Gupta et Bhawalkar (1999). Mais le poids 
larvaire diminue de manière significative d'environ 21 % (au maximum) chez le lot irradié pendant 
25 minutes par rapport au témoin. Par Ia suite, le pourcentage de filage du cocon diminue aussi 
considérablement de l'ordre de 20 % (groupe irradié pendant 25 minutes, Tableau I). Le poids du 
cocon male et le poids du cocon femelle, le poids de la coque sont de 1,271; 1,657 ; 0,269 et 0,335 g 
chez le lot irradié pendant 25 minutes par comparaison a respectivement 1,420 ; 1,864 ; 0,335 et 
0,348 g chez les témoins. La richesse soyeuse male et femelle diminue aussi de manière considerable 
de 12 et 13 % par rapport aux témoins respectifs (Tableau II). On enregistre une diminution 
considerable de Ia fécondité (332,80) chez le lot irradié pendant 25 minutes par rapport au témoin 
(Tableau II). La baisse du poids larvaire adulte, du poids du cocon, du poids de Ia coque et de Ia 
fécondité chez tous les lots irradiés montre que le laser He-Ne bien qu'il ne cause pas de dégãts 
importants pour les cellules embryonnaires du ver a soie entrainant Ia mort de l'embryon, pourrait 
avoir perturbé les cellules de l'intestin moyen, puisque c'est l'un des organes sensibles au 
rayonnement selon l'avis de Murakami et Miki (1972). De maniCre concomitante, les protéines non 
dégradées et les autres proteines dysfonctionnelles pourraient avoir été en surcharge chez les crufs et 
les larves qui se développent aprés, ce qui pourrait avoir entrainé Ia mortalité (Nirmala et coIl., 1999). 

Dc manière intéressante, Ia population induite par les lasers UV révèle des résultats assez 
différents par rapport au He-Ne avec lesquels, une durée plus courte en nanosecondes d'irradiation 
aux lasers UV induit un effet positif(données publiées ailleurs). Tandis qu'une durée plus longue 
d'irradiation pendant des nano et des pico secondes a un effet négatifsur les caractéres du cocon chez 
B. mon. L'effet positifet négatifvarie donc avec les différents niveaux d'énergie des lasers He-Ne 
et UV. 
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