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Review

THE RESEARCH CHANNELS IN THE PREVENTION AND
CONTROL OF SILKWORM DISEASES

LIU §.X.* & ZHONG W.B.**
* Academy of Agricultural Science in Guangdong Province, Guangzhou, China.

** Regional Sericultural Training Centre for Asia-Pacific South China Agricultural University,
Guangzhou, China.

The ultimate aim of sitkworm disease research is to find out the channels and methods to prevent
and control the occurrence of silkworm diseases in sericulture. With the advance of research on
silkworm diseases up to the end of the eighties, the techniques of silkworm disease prevention and
control have been developed in different channels, some of them have been used in production, and
some of them are on trial. This paper is a general description of the present situation of the research
channels on the prevention and control of silkworm diseases.

Keywords : Silkworm diseases, anti-disease breeding, disease treated by chemical methods,
disease treated by physical methods, virus interference and immunity, disinfectants, quarantine of
silkworm diseases.

1. THE USE OF ANTI-DISEASE VARIETIES

For the utilization of disease-resistant varicties Lo prevent different kinds of diseases, no specific
measures and chemical reagents are nceded and it will save labour power, material and expenses,
reduce the environmental contamination, and obtain an obvious effect for discase prevention. So that
it can casily be accepted, be used and be popularized. In recent years, the research of discase-resistant
varieties breeding has been paid much attention to and shows more and more significant advantages
in the ficld of agriculture.

It was concluded by Japancse scientist that different races of silkworms have different resistances
to various kinds of diseases. The differences of resistance do not only lic in many kinds of viral
discases suchas NPV, CPV,FV, DNV and SFV (small flacheric virus) but also in white muscardine,
aspergillus, pebrine, etc. The appearance of which silkworms have different resistances to the discases
indicated that different kinds of anti-discasc gene or disease sensitive gene arc existing in different
races of silkworms, thus it will provide a lot of raw materials for the genctic research in anti-discase
varicty breeding. Up to now some discase-resistant varieties to different kinds of diseases have been
bred by some silkworm breeding units in Japan. According to the epidemic situations in different
areas and different scasons, they use different varieties which are able to resist different kinds of
discases correspondingly so that the epidemic diseases could be under control.

Research on discase-resistance breeding has also been taken up in many sericulture institutes in
China. Early in 1964, Lu H. et al. concluded that different silkworm varieties also have obvious
different resistances to NPV, In 1974 Huang J. indicated that different varieties have different
resistances to CPV. Zhejiang Sericulture Institute (1978) have made a detail research on the FV
resisting ability in different varietics, a similar experiment has also been done by Shanxi Sericulture
Institute. Guangdong Sericulture Institute (1978-1979) have made repeated investigation to compare

Sericologia 29(3) 287-295 287



PREVENTION AND CONTROL OF SILKWORM DISEASES

the ability of silkworm varities to resist NPV, CPV, sotto-toxin, pebrine diseases, etc. [t was concluded
that different varities have differcnt resistances to about four kinds of diseases. They select a batch
of varieties which have diffcrent anti-disease genes and use them as materials of anti-discase breeding.
Hu X. et al., have made a genetic power analysis on a series of silkworm varieties to compare their
anti-DNV ability, they thought that the anti-DNV ability for some silkworm varieties are controlled
by a pair of recessive genes.

China is a birthplace of sericulture, with a long history, wide sericulture areas and rich sources
of silkworm varicties. It provides a favourable condition for the research on anti-discase genes in
sitkworm breeding. In order to expedite the steps of rescarch and breeding of anti-discase varieties
the following suggestions are useful.

(I). Choosing the excellent varieties with different voltinisms, different systems and different
anti-discase genes as materials in anti-discase variety breeding through the public appraisal.

(IT). Taking up research on the genetic regulation of anti-disease varieties to provide a theoretical
basis and breeding method for anti-disease breeding.

(1II). Taking up different methods to breed the new varieties with anti-disease characteristics
and mecting the need of sericulture production.

In recent years, China has made a gratifying advance in anti-DNV breeding. A batch of varietics
with differcnt anti-disease characleristics as a basic material for the use of anti-discase breeding has
been selected and some anti-disease varietics have been bred, Fang F. et al. (1984-1987) used n°7532
as a raw material which is more sensitive to DNV, by means of continuously inoculating the larvae
with DNV in each generation, and made sclection, appraisal and elimination through 6 generations.
They have bred a variety, Kang 1, with anti-DNV characteristics. Through propagation of many
generations and inoculation with DNV as a toxic testing to confirm its anti-disease characteristics in
the case of morbidity, the controt group was 100 % and that of Kang 1 was onty 3.4-19.5 %. It showed
obviously that the former had the anti-DNV appearance. In order to expedite the steps of anti-discase
breeding, the use of genc engincering is possible. Huang Z. et al. (1985-1987) took experiment in
DNA cloning which was extracted from the eggs of Bai Pi Dan variety, an anti-disease race, and
injected it into the ovaries of other varieties such as Dong 34, Qiong Shan Har Nan, ctc.. They have
obtained a new mutation with anti-disease characteristics, Dong Ji 1. Through the analysis of the
lipase-isozymes of hacmolymph from F1 hybrid larvae. It was concluded that the genes have been
transplanted from one varicty to another.

II. SILKORM DISEASES TREATED BY CHEMICAL METHODS

In the past, it was considered as a non-realistic way to control the diseases by chemical treatment,
however, with the development of silkworm pathology in recent years, these methods have been
making great progress, some of them have been used in production, and some of them have shown a
gratifying prospect.

Since the seventies, the research and exploration of chemical treatment have been used for the
prevention and control of the viral diseases and pebrine disease. S. Miyajima (1966) discovered that
5-Fluorouracil was efficient in inhibiting the occurence of FV ; Kodama Reijiro (1972) concluded
that leucomycin and fructosazine were efficient in controlling the FV ; leucomycin mixed with
fructosazine was fed Lo silkworms to control CPV and NPV, it also had effective results. Since the
discovery by Hsiao (1973) that benlate was efficient to cure the pebrine of Atfatfa Weevil, W.M.
Brooksetal. (1978) demonstrated that benlate had efficiency to cure the pebrine discase of the yeltow
mealworm, fly and corn earworm. Liu Shixian et al. (1979) also concluded that benlate and bavistin
showed their efficiency in controlling pebrine of the silkworm, Bombyx mori L., and Eri silkworm
and discovered that seven kinds of analogues with benzimidazole stucture also showed efficiency in
controlling silkworm pebrine diseases. It showed the same efficiency in controlling the pebrine
diseases which were transmitted by the embryo by using bavistin. The larvae which were pebrinized
by embryo transmission fed with the artificial diet containing 0.1 mg/g bavistin recovered very
obviously. Besides, Helms (1979) discovered that B.T. (Bacillus thuringiensis) toxin had efficiency
to kill the pebrine disease of the yellow-headed cutworm. From the histological observation it was
concluded that the pebrine spares and meronts in the midgut epidermic cells of the yellow-headed
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cutworm disappeared and dropped off obviously due to the action of B.T. toxin. Thus it is possible,
by using chemistry and bionics methods, to ind out another chemical molecular formula which is
effective to inhibit the pebrine discase. A primary experiment taken up by Liu Shixian indicated that
B.T. toxin was c{ficicnt to inactivate the pebrine spores but the concentration of B.T. toxin which the
silkworm’s body can withstand was very low (about 10 ppm) so that it was difficult to identify the
efficiency of the treatment.

In recent years, India has made great progress in controlling Ujifly by chemical treatment. One
kind of drug called Ujicide was sprinkled on the worm'’s body to kill the Ujifly’s eggs attached on
the surface of the body, thus the Ujifly would possibly be under control (M.N. Scctharama et al.)

Generally speaking, the rescarch results on the chemical trcatment mentioned above arc
insufficient, they need to be improved. The major reason is that the time of these chemicals remaining
in the silkworm’s body is very short, so that the reagent needs to be applied day by day, and this will
make a lot of troubles for silkworm rearing and also affect their health. So some of the above methods
are not casy to usc in production. However, there is no doubt that the above research provides a channel
and possibility for the prevention and control of silkworm diseascs.

I11. SILKWORM DISEASES TREATED BY PHYSICAL METHODS

Progress has recently been made in the control of silkworm diseases by using physical factors.
But these physical factors are only limited to the high temperature treatment, there is no report
concerning the use of other factors in controlling discases.

One of the new mcthods controlling the pebrine discases by using high temperature treatment
was mentioned in a book called "Genetic and Evolutive Biology' published by Astaurov (1974),
Institute of Evolutive Biology, Science Academy of U.S.S.R.. When the cggs laid by pebrinized
silkworm mother moth for 24-54 hrs. wete treated in 1.055 gravity HC1 and kept at 46°C for 30
minutes, the control group was in 1.12 gravity HCland keptat 30°C for 14 minutes, the results showed
that when pebrine spores inspection was taken in these two treatments the average number of spores
in the cye ficld among 90 units of inspection of the control group was 16.8 but among 168 units of
inspection in the treatment group the number was only 0.05. It was obvious that 99.7 % of the pcbrine
spores within the cggs had been killed. This method has been tried in sericulture in the U.S.S.R..
Besides, the pupa was protected at a high temperature of 32-34°C or when the egg’s age is 1.5-2.5
days using water treatment at 46°C for 90-150 minutes or at 48°C for 50-70 minutes or at 52°C for 4
minutcs, both these treatments were able to inhibit the pebrine diseascs at certain degrees.

The hot water treatment of polyvoltine eggs is a very popular method in Guangdong, China, for
artificial hatching cggs and it has some efficiency in controlling the pebrine diseases. Howard (1925),
Scriculture Department, LiangNan University ; GuiYingxing, Yang Bangjie (1933), Scriculture
Department, ZhongShan University ; Lu Yuling ez al. (1960), South China Agricultural University,
have demonstrated the cfficiency of hot water treatment in controlling the pebrine discases in their
research and experiments. Li Ai Qun (1962), Scriculture Insitule of GuangDong, also demonstrated
the cfficicncy of hot water treatment in controlling the pebrine diseascs of Eri silkworm.

The method in which the cggs are treated by raising the lemperature to control the pebrine
discases in bivoltine race has been used in Guangdong, China, already. Liu Shixian (1980) ook a
research on treating the pebrinized cggs of 18 hrs. of age by using HCI of 1.03-1.09 gravity at 47°C
for 10-20 minutes. The results showed that the percentage of pebrine spores in hatched larvae
inspection of test group was reduced 97.4-100 % as compared to that of the control group. Lu H. et
al. (1980), South China Agricultural University, treated the pebrinized eggs of 12-18 hrs. of age by
using 48-50°C hot air for 40 minutes, it was able to inhibit the pebrine spores inside the diseased eggs,
the chance the pebrine spores were inspected in haiched larvae was only 1 % or 0. All the methods
mentioned above have been used in production with efficiency in controlling the pebrine discascs.

Griyaghey (1976), India Tasar Silkworm Research Station, Central Silk Board, took up rescarch
on the control of Tasar silkworm pebrinc disease by using hot watcr treatment and obtained a good
result.

An cxperiment by using high temperature treatment to a silkworm viral disease such as FV has
been taken up by H. Inoue (1977), Department of Entomology and Parasitoloy, California University,
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U.S.A., to know the efficiency and its pathological changes. The fourth instar larvae were inoculated
with FV, five days later they were treated by transfer from 27°C to 37°C and reared for one day. The
results showed that FV morbidity of the test group was 0, the cocooning percentage was 100 %, but
the morbidity of the control group was 100 %. The observation by electromicroscopy indicated that
the FV in the globular cells were inhibited obviously. This experiment has opened a new way in the
physical control of FV disease.

All the research mentioned above indicated that the physical treatment is one of the good
channels to control silkworm diseases.

IV. THE INTERFERENCE AMONG DIFFERENT VIRUS STRAINS AND
VIRAL IMMUNITY

Since the information that NPV vaccine had a certain efficiency had been reported by K. Aizawa
(1954), a serial research concerning the interference among different kinds of silkworm viruses such
asNPV,CPV,FVand TNV (midgut nuclear polyhedrosis virus) or among Mc (triangle), Tc (tetragon)
and Hc (hexahedron) of CPV were conducted by H. Aruga et al. (1960-1971), the results indicated
that the CPV can be interfered by NPV, TNV of FV. The interference also appeared among the Mc,
Tcand He of CPV strains. Based on this research, they used an inactive viral strain which was treated
by a high temperature such as 85°C for 15 minutes or UV of 100 V, 6A at the distance of 30 cm for
2 hrs. to interfere the active viral strain, it was able to reduce the disease coefficient by 30-50 %. A
similar experiment to determine the CPV immunity efficiency was conducted by Liu S.X. et al.
(1972-1977), the CPV polyhedrons were treated by 0.114 M NaaCO3 (pH 10.35) at 27°C for 24 hrs.
to make the polyhedrons dissolve slowly, then 0.02 % formalin was added to inactivate them at 27°C
for 28-36 hrs.. This inactive CPV vaccine was fed to the newly hatched larvae. After 24 hrs., another
active CPV was fed to these worins again as a toxic attacking, ten days later the CPV morbidity was
investigated, it showed that the average of silkworm disease coefficient in the group fed on inactive
CPV was generally reduced by 50-60 % as compared to that of the control group. This method was
apprised in production with 18,408 egg cards rearing from 1975-1977, the average of immunity
efficiency obtained (means reducing discase coefficient) was 40-50 %.

A research concerning the fundamental immunity of silkworm CPV discase was taken by Payne
(1974), Invericbrate Virus Group of Environmental Rescarch Council, UK , he determined the
immunity activity of silkworm CPV disease by using radio immunity determination method. Alow
tite dsSRNA antibody was discovered in the haemolymph of the CPV diseased worms, the dilution
tiles of antiserum were between 1,320 to 20,480. By the detection using radio immunity method to
check what the activity of the antiserum was, it was showed that more than 90 % of active virus
particle was limited, this research result was approximately similar to that of immunity efficiency
mentioned above.

Concerning the immunity experiment of bacterial diseases of silkworms, a lot of work had been
done by S. Masao, C. Yoshika es al. (1930) in Japan, but it was stopped later Chadwick (1971) even
took up an experiment in which the galls were inoculated with one kind of Pseudomonas under the
skins, the results in 8 times repeated experiment showed that the LDso was heightened about
118.5-3804.5 times as compared to that of the group treated by formalin, it showed the obvious
immunity efficiency.

Based on the principle in medicine that the viral diseases can be controlled by using interferon
or inducer of interferon, Zhong W. er al. (1981-1983) have conducted a serial experiment of trial use
of Polyl:C, an interferon inducer, and 2°,5” -Oligo (A), an intermediate of interferon, to feed or inject
into the sitkworms for the purpose of controlling the CPV disease, it was discovered that both these
two kinds of drugs were able to inhibit the silkworm disease morbidity by about 40-60 %. A series
of biochemical analyses using haemolymph or migut extract from the silkworms treated by Poly 1. C
for electrophoresis showed that Poly I:C was able to induce the silkworm to produce some protein
bands which related to the antiviral characteristic of the silkworm and increased the worm’s
perioxydase isoenzyme activity, these results indicated that the silkworm probably had such a system
which responded to Poly I:C or 2°,5" -Oligo (A) to induce silkworms to have an antiviral activity.
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It is a fact that the viral immunity characteristic of the silkworm still has much unstable factors.
It is said that the acquired immunity characteristic in the insect is very short and weak, as in the
experiment mentioned above, the immunity phenomenon in the silkworms is also unstable, so that
controlling the viral diseases by using the immunity method would still be very difficult, yet itis one
of the channels in controlling the silkworm discases and needs further research.

V. THE MALE STERILITY OF THE UJIFLY OF SILKWORMS

Great progress has been made in the research to control the insect pest in agriculture using male
sterility method for many years. Rajatet al. (1978), Scriculture Research Station, Central Silk Board,
India, have conducted a rescarch on the use of Tepa (Triethylenephosphoramide) and Thiotepa
(Tricthylencthiophosphoramide) to make the Ujifly sterile, the results showed that if Ujiflics were
fed with 0.02-0.04 % Tepa or Thiotepa, both the female and the male flies would become sterile but
their activity was not affected. However if the female flies were fed with drug of higher concentration
their amount of eggs would decrease. Inan experiment in which the eggs were incubated continuously
for 9 days if the female flies were fed with 0.05 % sterility drug, they would not recover their ferulity
even in the next generation. In laboratory conditions, if the ratio of sterile male flies and normal flies
is 5:1, it will make all the female flies become sterile. So it was thought that to propagate the male
sterile flies by using artificial method and release them in the silkworms rearing area and keep the
ratio of male sterile flies and natural normal flies to be 5:1, then all the damage by the Ujitly within
the sericulture area would be put under control.

Another rescarch using the ionizing radiatton method to make the Ujifly become sterile was
conducted by Lu Y., Huang Z. et al. and gave a good result.

If the male sterility method mentioned above is practically useful, in the concentration silkworm
rearing areas in which some specific persons in the villages are designated o engage in male sterile
Ujifly propagation and release them, a good result in controlling the damage of Ujiflies could be
achieved.

VL. IMPROVEMENT OF DISINFECTANTS

Disinfection is an essential measure in the prevention and control of silkworm diseases. Although
since the second half of the century there has been a lot of disinfectants with different commercial
trademarks on the market, the basic component of them are still the formalin or effective chloride,
the difference among them is just some kinds of synergist to be added into them to increase and
improve their disinfective efficiency.

S. Utsumi (1966) made a rescarch concerning the disinfection effect of B-Propiolactone on
silkworm pathogens and its application in silkworm rearing, this drug was directly made by ketene
combined with formalin, its liquid form is stable when kept at 5-10°C. H. Kobayashi (1968) also made
a research on the disinfection effect of the mixture of high concentration bleaching powder and
formalin. Many experiments and tests for disinfectants were conducted in China, for instance, the
Sericulture Institute of the Chinese Academy of Agricullural Sciences manufactured the Folpet, an
anti-muscardine powder, and "You Lu Jing’, etc. (1976). Zhejiang Sericulture Institute (1974)
certified the advantages of using *Anti-disease I" for its high efficiency, safety, convenience, etc., In
their experiments. Tan Z. (1976) er al., Shan Dong Sericulture Institute, manufactured
dichloroisocyanurate, its effective chloride content was heightened obviously. Fang D. et al. (1977),
Guangdon Sericulture Institute, tried to use sodium hypochlorite, which is a waste, liquid formed
by-product of the chemical manufacturer, as a disinfectant to kill the silkworm’s pathogens, the result
was a very good efficiency, especially to Sotto endotoxin. In cooperation with Huang Q., Zhongshan
University, he also manufactured trichloroisocyanurate and determined its ability to disinfect various
kinds of silkworm pathogens, it showed very good efficiency to many kinds of pathogens but less
effect to CPV.

Based on the principle that disinfection is an essential measure for the prevention and control of
silkworm discases, it is a major task to make further research to explore and manufacture the new
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disinfectants which are wide and efficient, with a low concentration, stable, of non-erosion or
non-stimulation to human being and livestock.

VII. THE QUARANTINE OF SILKWORM DISEASES

The quarantine of silkworm discases is an essential step to prevent the embryonic infection of
pebrine disease, a corresponding measure for disease prevention should be adopted according to the
results of predictive inspection of pebrinc disease. So that the quarantine of silkworm diseases is also
a major subject in discasc prevention.

K. Ohshima (1968) had a suggestion to improve the mother moth inspection method about
pebrine discase according to the characteristics of the carly emergence of the pebrinized moths. A
cytological research on the developing cycle of the pebrine spores taken up by H. Takisama (1975)
was a fundamental work for the quarantine of pebrine discase. Recently the machines for pebrine
spores inspection of mother moth have been improved and created. There are model "Heiya’, model
"Higuchi’, etc., machines for moth grinding for sale on the Japanese market, they can be used for
grinding, filtering, centrifugating, tool washing, etc.. Their working cfficicncy can be raised by many
times, but they are very expensive.

Recently, the predictive inspections of silkworm diseases have been improved, such as the
determination of CPV concentration by using serological and haemagglutination method (S.
Miyajima et al., 1976). The serological diagnosis of FV discase (Y. Sekijima, 1971) ; simple
histological diagnosis of FV disease (Y. Iwashita, 1969) ; isolation of Bacillus thuringiensis strain
from the dirt of a farmer’s house (K. Aisawa, 1961 ; Y. Ishikawa, 1964) ; the aspergillus inspection
by mcans of the stamp agar inside the rcaring room (K. Kawakama, 1975) ; the research on CPV
diagnosis using reversion agglutination method (Huang K. et al., 1979) ; the serological rescarch on
CPV disease (Hu X. & Qian Y., 1979), etc..

DNV is a viral disease whose recent discovery dates from the presentdecade. The symptoms of
the discased worms and the morphology of the virus are very similar to that of FV disease, it is difficult
to make a correct diagnosis by using the ordinary method. Recently the serological rescarch on DNV
diagnosis has made great progress, such as the agar column immunodiffusion method in DNV
diagnosis (Chen C., 1987). The observation of pathological changes of DNV and FV discased worm'’s
midgut by peroxiase antiperoxidase complex method (Wang Y. et al., 1988), BAS-ELISA method in
DNV diagnosis (ShiL.etal., 1988). The rescarch of DNV monoclone antibody (ChenlJ., et al., 1988).

The pebrine disease predictive inspection and carly diagnosis have been ina new devclopment
recently, such as the {luorescent antibody for pebrine spores diagnosis (R. Sato, 1981), (Huang Z. et
al., 1982), the slide hacmogglutination of pcbrine discase diagnosis (Li D., 1984), the plastisol
agglutination diagnosis of pebrine disease (C. Ayuzawa, 1986), ELISA diagnosis of pebrine discase
(Sce Hitoshi Watanabe, article 1987), the rescarch on pebrine spores monocloned antibody and its
use in diagnosis (ChenJ. ef al., 1988).

During the current decade, with the permeation and enhancement of other oustanding techniques,
the predictive diagnosis of viral discases and pebrine disease has made great progress. The methods
mentioned above are only some examples, these methods can be widely used in correct diagnosis of
pathogens and to know the possibility of cross infection among different kinds of insects or animals,
it wilt help the research of silkworm infectious discase epizootilogy. However many of these methods
are just research measures suitable for laboratory. The ordinary method is still needed for larger scales
of inspection in production. For example the ordinary microscopy still can not be discarded in pebrine
spores inspection. How to find out a method which is more convenient and useful for quarantine in
large-scale production still requires a greater effort in rescarch on our part.
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VIII. THE RELATION BETWEEN SILKWORM REARING TECHNIQUES AND
DISEASE PREVENTION

Therearing techniques and disease prevention are closely related. Applying thercaring measures
which are most suitable to the silkworms’development, heightening the worm's constitution and
disease-resistance ability is still the essential policy for the rearers.

S. Ueda (1976-1977) thought that over the past thirty years half the work on rearing technique
research in Japan was to make silkworm rearing crops stable. In general the occurence of unstable
silkworms in farms was due to the fact that the worms were under microinfection, poor quality of
mulberry leaves, and bed microenvironmental conditions, all of which would expedite discase
occurrence.

Krishnaswami (1978), Sericulture Rescarch & Training Institute, Central Silk Board, India, said
that keeping the suitable temperature and humidity, especially humidity in the rearing bed, selecting
the right quality mulberry leaves, making a flexible measure in mulberry feeding and suitable space
for the rearing bed, etc., will be greatly help{ul in silkworm disease prevention.

The Cash Crop Division of Guangdong Agricultural Bureau, China, has designed some technical
measures to control the occurrence of silkworm diseases such as 'Ten measures for diseases
prevention in silkworms rearing’, *The suitable distribution of rearing room’, *The separating rearing
in young-aged worms, middle-aged worms and grown-up worms’, etc.. All these measures arc
efficient in sericulture production.

Further research is necessary in order to improve silkworm rearing measures.

IX. THE RELATION BETWEEN THE EQUIPMENT AND DISEASE
PREVENTION

With the development of modern industry, science and technology, it is possible to provide an
optimum ecological environment for silkworm rearing and to scparate the silkworm from the
pathogens by using modern equipment, So as to carry out the aim of disease preventiorn.

If we can use the phytotrons and air-conditioning in silkworm rearing it will be possible to keep
a comfortable environment with the optimum temperature, huinidity and ventilation in the rearing
room, thus not only can we have a good harvest crop from the silkworms which are impossible to reas
well under the previous poor environment but also the occurrence of disease is decreased to some
extent. The use of disinfected tools and aseptic equipment is possible to keep the rearing room in a
situation which is free from bacteria and pathogens relatively, thus it is possible to control completely
infectious silkworm diseases.

Feeding artificial diet is also an effective technique to prevent discases, not only can it prevent
oral infection diseases through the mulberry leaves which were contaminated by pathogens but also
some kinds of drug can be added to it for the purpose of curing the discases, this method is not like
the situation of sprinkling drug over the mulberry leaves from which more water will be taken by the
worms and more labour will be needed to feed them many times.

Due to the application and popularization of artificial diet in sericulture, the chemical treatment
of silkworm diseases will be more and more important, as in the experiment mentioned above. It was
demonstrated that 0.1-0.01 % of bavistin added to the artificial diet was able to cure completely the
pebrine disecased worms infected by embryonic infection.

X.RESEARCH PROSPECTS IN THE PREVENTION AND CONTROL OF
SILKWORM DISEASES

The advance of research in the prevention and control of silkworm disease has recently had a
close relation to the development of other subjects. With the progress of microbiology, immunology,
virology, molecular biology, gene engineering, elc., a great enlightening and enhancing has becn
brought to silkworm disease research. The authors thought that in order to make a great advance in
the rescarch of silkworm disease prevention and control, it is necessary o use the outstanding
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biological techniques. For cxample in the project of silkworm discase-resisting breeding, besides the
ordinary methods such as selective breeding in hybridized progeny, directive breeding, etc., we can
use the gene engineering technique to identify, isolate, purify and clone the disease-resistant genes
from different anti-discase varietics, the anti-discase genes (DNA fraction) arc injected into the
embryo or the worm’s ovaries by using different methods such as using the microinjector or
micromanipulator to make the gene transplant from one variety to another so that we can obtain a
new mutation with a disease-resistant gene.

Concerning the prevention and control of viral diseases the research on the structures of viral
particles has rencently been conducted on the molecular level, it will be very helpful to the virological
and immunological research of silkworms.

However, the silkworm is akind of insect. Owing to its very shortlife cycle and a lack of acquired
immunity characteristics similar to that of vericbrates, or its acquired immunity phenomencn is only
for a very short time, it is very difficult to obtain a vaccine whose function would be similar to that
of vertebrate vaccine to control diseases. The authors thought that further research on silkworm virus
replication, propagation, mechanism of infection, molecular conformation of the viral capsid protein,
ete., if we can design some kind of drugs which would be able to inhibit the one step of the viral
protein translation, composition, assemblage or invasion in the host cells, it will become possible to
cure viral discases. Rossmann Laboratory has recently finished a research on the protein crystal
structures of Nose Influenza Virus-14. It was discovered that the protein of the viral capsid has a
narrow invaginated portion which is just the receptor of the virus when the virus attacks the host cells.
It is possible to design some material with a small molecule which can enter the invaginated portion
to block the virus attacking the host cells, this molecule is the basic structure of the drug which is able
to cure the viral disease, This method is a good example for us of the research on the virus-resistant
drug of the silkworms. (Reference : *The crystal-structure analysis in biological macromolecules’, Li
Jiayiao, 1987).
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Revue

LES VOIES DE RECHERCHES SUR LA PREVENTION ET LA
LUTTE CONTRE LES MALADIES DU VER A SOIE

LIU S.X.* et ZHONG W.B.**
* Academy of Agricultural Science, Province de Guangdong, Guangzhou, Chine.

** Regional Sericultural Training Centre for Asta-Pacific South China Agricultural University,
Guangzhou, Chine.

Lebutfinal delarecherche sur les maladies du ver d soie est de découvrir les voies et les méthodes
de prévention et de lutte conire I existence de ces maladies. Avec les progrés de la recherche sur les
maladies du ver d soie jusqu’ d la fin des années 80, les techniques de prévention et de lutte se sont
développées dans des directions diverses. Certaines d'enire elles ont éié mises en pratique dans la
production, d autres sont 2! essai. Cet article érablit une description générale de la situation actuelle
des voies de recherche sur la prévention et la lutte contre les maladies du ver a soie.

L. L’UTILISATION DE VARIETES ANTI-PATHOGENES

Aucune mesure particuli®re ni aucun réactif chimique ne sont nécessaires dans I'utilisation de
variétés résistantes pour prévenir les différentes sortes de maladies. De plus, cette méthode permet
d’économiser main d’oeuvre, matériel et dépenses, de réduire la contamination de ’environnement,
et a un effet préventif probant. Elle peut donc étre facilement accepiée, utilisée et vulgarisée. Durant
ces dernitres années, on a accordé beaucoup d’importance a la recherche sur I’élevage de variétés
résistant 2 1a maladie, et cette recherche a donné des résultats positifs dans le domaine de I’agriculture.

Des chercheurs japonais ont conclu que diverses races de vers a soic avaient des résistances
différentes a diverses maladies. Cette résistance ne concerne pas seulement plusieurs genrcs de
maladies virales telles que NPV, PCV, FV, DNV et SVF (virus de la petite {lacherie), mais aussi la
muscardine blanche, I’aspergillose, 1a pébrine, et¢  Le fait que les vers i soie offrent une résistance
différente aux maladies indique qu’il existe diverses sortes de génes anti-pathogenes ou de génes
sensibles & la maladie chez différentes races de vers i soie. Aussi, cela permet de réunir suffisamment
de matiere premiére pour la recherche génétique dans I’élevage de variétés anti-pathogénes. Jusqu’a
présent, des unités d’élevage au Japon ont élevé certaines vari€iés résistant & diverses maladies.
Suivant les sttuations épidémiques de différents endroits et de différentes saisons, sont utilisées
diverses variéiés qui peuvent résister & diverses sortes de maladies, de sorte que les maladies
épidémiques ont pu étre maitrisées.

Des recherches sur les élevages résistants ont également ¢té entreprises dans plusieurs instituts
séricicoles de Chine. Dés 1964, Lu Honghsheng et coll. sont arrivés  la conclusion que diverses
variétés de vers A soie avaient aussi des résistances diverses au NPV.En 1974, Huang Junting a montré
que diverses variétés avaient une résistance différente au CPV. Le Zhejiang Sericulture Institute
(1978) a réalisé une recherche détaillée sur la capacité de résistance au FV chez différentes variéiés,
une expérience similaire a également été réalisée par le Shanxi Sericulture Institute. Le Guangdon
Sericulture Institute (1978-1979) a mené des recherches répétées afin de comparer la capacité des
variétés de vers 2 soie & résister au NPV, au CPC, 2 la toxine de Sotto, a la pébrine, etc. Il {ut conclu
que diverses variétés avaient des résistance diverses & environ quatre sortes de maladies. Un lot de
variétés avec différents geénes résistants a été sélectionné puis utilisé comme matériel d’¢levage
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antipathogéne. Hu Xuegang ct coll. ont fait une analyse du pouvoir génétique d’une séric de variétés
de vers a soic afin de comparer leur capacité anti-DNV et ont suggéré que la capacité anti-DNV est
contrdlée par une paire de génes récessifs chez certaines variétés de vers a soie .

La Chine est I'un des berceaux de la sériciculture, avec une longue histoire, de vastes étendues
consacrées a la sériciculture et de riches sources de variétés de vers a soie. Elle réunit donc les
mcilleures conditions pour la recherche de genes anti-pathogeéncs chez les vers i soie. Afin d’accélérer
les démarches dans la recherche et 'élevage de variétés anti-pathogenes, il est utile de suivre les
conscils snivants :

1) Chotsir d’excellentes variétés avec des voltinismes, des systemes ct des génes anti-pathogénes
différents comme maltériel d’élevage de variétés anti-pathogénes au moyen de I’évaluation générale.

2) Entreprendre des recherches sur la régulation génétique des variétés anti-pathogénes pour
disposer d'unc base théorique et d’une méthode d’élevage anti-pathogenc.

3) Suivre différentes méthodes pour élever les nouvelles variétés aux caractéristiques
1nti-pathogénes et répondre aux besoins de la production séricicole.

Récemment, 1a Chine a obtenu des résultats tout & fait positifs dans le domaine de I'élevage
anti-DNV. On a sélectionné comme matéricl de base un lot de variéiés avec différentes
caractéristiques anti- p"uhog,cncs ct des variétés anti-pathogenes ont €té obtenues. Fang Feifang et
coll. (1984-1987) ont utilisé le n° 7532 comme matiére premiére, celui-ci étant plus sensible au DNV,
et ont inoculé le DNV aux larves de chaque génération, puis effectué une sélection, une evaluann
et une ¢limmnation sur six générations. lls ont obtenus la variété Kang 1 qui possede des
caractéristiques anti-DNV. Par la propagation sur plusieurs générations et I'inoculation de DNV pour
tester la toxicité et confirmer les caractéristiques anti-pathogenes, le groupe témoin a donné unc
morbidit€ de 100 % tandis que Kang 1 a donné une morbidité s’élevant sculement de 3,4 19,5 %.
Il est évident que le dernier groupe présente des caractéristiques anti-DNV. Afin d’accélérer les
démarches de I’élevage anti-pathogene, il est possible d’utiliser lc génic génétique. Huang Ziran ct
coll. (1985-1987) ont effectué des recherches sur le clonage d’ ADN extrait d’oeufs de la variété Bai
Pi, race anti-pathogenc, puis injecté cet extrait dans les ovaires de différentes variéiés telles que Dong
34, Qiong Shan Hai Han, etc. Ils ont obtenu une nouvelle mutation, Dong Ii I, avec des caraciéristiques
anti-pathogenes ; il a été conclu, aprés I'analyse des isozymes des lipases de I"hémolymphedes larves
de ’hybride F1, que les génes ont été transférés d’une variété a I’autre.

II. LES MALADIES DU VER A SOIE TRAITEES PAR PROCEDES CHIMIQUES

Autrefois, 1a lutte contre les maladies par traitement chimique était considérée comme irréaliste.
Cependant, avec le développement récent de la pathologic des vers a soie, ces méthodes ont permis
d’importants progres. Certaines d’entre elles ont é1é utilisées pour la production, d’autres ont donné
des perspectives intéressantes.

Depuis les années 70, la recherche et I'exploration du traitement chimique ont été utilisées pour
prévenir et lutter contre les maladics virales ct la pébrine. S. Miyajima (1966) a découvert que le
5-fluorouracil inhibait le FV de maniere efficace. K. Reijiro (1972) a conclu que la leucomycine et
la fructosazine contrdlaicent le VF de maniére cfficace. Les vers a soie ont été nourris de leucomycine
mélangée ade la fructosazine afin de maitriser le CPV et le NPV ; cela a également donné des résultats
positifs. Depuis la découverte faite par Hsiao (1973) que le benlate permettait de guérir de manitre
efficace de la pébrine Alfalfa Weevil, W.M. Brooks et coll. (1978) ont démontré que le benlate avait
la propriété de guérir le ver jaune a viande, la mouche a viande et le perce-oreille du blé, de la pébrine.
Liu Shixian et coll. (1979) ont également conclu que le benlate et 1a bavistine avaient la propriété de
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maitriser la pébrine du ver a soie Bombyx mori L. et du ver & soie Eri, et ont découvert que sept sortes
d’analogues avec la structure benzimidazole élaient également efficaces contre la pébrine du ver a
soie. Cette méme propriété a été démontrée avec la bavistine pour les maladies de la pébrine qui
¢taicnt transmises par ’cmbryon. Les larves qui avaient été pébrinisées par transmission
embryonnaire, nourries par régime artificiel comprenant 0,1 mg/g de bavistine ont guéri. De plus,
Helms (1979) a découvert que la toxine de B.t. (Bacillus thuringiensis) avait 1a propriété d’éliminer
la pébrine chez le ver gris a téte jaune. L observation histologique a montré que les spores de pébrine
et les mérones des cellules épidermiques de I’intestin moyen du ver gris a (éte jaune diminuaient puis
disparaissaient de maniére significative sous I'action de la toxine de B.t. Il est donc possible, grace a
des méthodes chimiques, de mettre A jour une autre formule chimique qui inhibe la pébrine de maniére
efficace. Une expérience fondamentale réalisée par Liu Shixian a montré que la toxine de B.t. avait
la propriété de neutraliser les spores de pébrine, mais que la concentration en toxine de B.L. que peut
supporter le corps du ver 2 soie était trés faible (environ 10 ppm) ; de fait, il a éié tres difficile de
mesurer ['efficacité du traitement.

Récemment, I'Inde a accompli d’importants progrés en ce qui concerne la lutt contre la mouche
Uzi par traitement chimique. Une drogue appelée Uzicide a été vaporisée sur le corps du ver a soie
afin de tuer les ocufs de la mouche Uzi attachés a la surface du corps (M.N. Seetharama et coll.).

D’une fagon générale, les résultats des recherches mentionnées ci-dessus sont insuffisants ct
doivent étrc améliorés. La raison principale en cst que le laps de temps durant lequel ces produits
chimiques restent dans l¢ corps du ver a soie est trés court. Aussi, 1l faut appliquer le réactif
quotidiennement, ce qui crée beaucoup de problémes pour I’élevage des vers a soie et est également
néfasie pour leur santé. C’est pourquoi certaines de ces méthodes ne sont pas facilement applicables
dans la production. Cependant, il est indéniable que les recherches citécs constituent une voie et une
possibilité de prévention et de lutte contre les maladies du ver i soie.

III. LES MALADIES DU VER A SOIE TRAITEES PAR PROCEDES PHYSIQUES

D’important progrés ont récemment été accomplis pour maitriser les maladies du ver & soie en
utilisant des facteurs physiques. Mais ces facteurs physiques sont limités au traitement & haute
température, aucune recherche n’a été effectuée sur ' utilisation d’autres facteurs pour maitriser les
maladies.

L’une des nouvelles méthodes de contrdle de la pébrine par traitement a1’ air chaud a été abordée
dans un ouvrage intitulé "Genetic and Evolutive Biology", publié par Astaurov (1974), Institute of
Evolutive Biology, Science Academy of U.S.S.R.. Lorsque, d’une part, des ocufs pondus par un
papillon pébrinisé pendant 24 4 54 heures ont ét¢ traités dans de I’ HCl de densité 1,055 et maintenus
a 46°C pendant 30 minutes, et, d’autre part, le groupe témoin a été traité dans de 1'HCI de densité
1,12, puis maintenu 2 une température de 30°C pendant 40 minutes, les résultats ont montré que le
nombre moyen de spores dans le champ du microscope était de 16,8 chez le groupe témoin (90 unités
d’inspection) ct de 0,05 chez le groupe traité (168 unités d’inspection). Il est évident que 99,7 % des
spores de pébrine a'intérieur des ceufs avaient 1€ tués. Cette méthode aéié misc al’essaien U.R.S.S.
dans le domaine séricicole. En outre, la chrysallde est protegée ades tempcratures élevées de 32 a
34°C ou alors quand les ocufs de 1,5 4 2,5 jours sont trempés dans I’eau a 46°C pendant 90 2 150
minutes, 2 48°C pendant 50 2 70 minutes ou 2 '52°C pendant 4 minutes. Ces deux traitements ont,
dans une certaine mesure, permis d’enrayer la pébrine.

Le traitement 4 ’eau chaude des ocufs polyvoltins est une méthode fréquemment utilisée a
Guangdong (Chine) pour faire éclore artificiellement les ocufs, et elle permet effectivement de lutter
dans une centaine mesure contre la pébrine. Howard (1925), Sericulture Department, LingNan
University ; Gui Yingxing, Yang Bangjie (1933), Sericulture Department, ZhongShan University ;

Sericologia 29(3) 297-305 299



PREVENTION ET LUTTE CONTRE LES MALADIES

Lu Yuling (1960), South China Agricultural University, ¢t coll. ont démontré, dans leurs recherches
et leurs expéricnces, I'efficacité du traitement 2 I'cau chaude dans la lutte contre la pébrine. Li Aiqun
(1962), Scriculture Institute of Guangdong, a également démontré Uefficacité du traitement a I’cau
chaude contre la pébrine du ver a soie Eri.

La méthode qui consistc a traiter les oeufs en augmentant la température pour lutter contre la
pébrine chez Ies races bivoltines a déja ét¢ utilisée 2 Guangdong. Liu Shixian (1980) a entrepris des
recherches sur le traitement d’ocufs pébrinisés agés de 18 heures en utilisant de I"HCl d’une densité
de 1,03 &4 1,09 a une température de 46°C pendant 10 3 20 minutes. Les résultats ont montré que le
nombre de spores de pébrine lors de I'inspection des larves écloses du groupe traité avait diminué
d’environ 97,4 & 100 % par rapport au groupc témoin. Lu Heming et coll. (1980), South China
Agricultural University, ont traité des ocufs pébrinisés dgés de 12 a 18 heures au moyen d’air chaud
a unc températurc de 48 a 50°C pendant 40 minutes. Ce traitement a permis d’inhiber les spores de
pébrinc a I'intéricur des ocufs malades, 1a possibililé de trouver des spores de pébrine dans les larves
¢closes tant de 1 % ou nulle. Toutes les méthodes mentionnées ci-dessus ont &té utilisées dans la
production ¢t ont permis de maitriser de manidre efficace la pébrine.

Griyaghey (1976) - Indian Tasar Silkworm Research Station, Centrat Silk Board - a effectué des
recherches sur la futte contre la pébrine chez e ver A soic tasar par traitement & Ieau chaude ct a
obtenu de bons résultats.

H. Inouc (1977) -Department of Entomology and Parasitology, California University,
Etats-Unis- a réalisé une expéricnce de traitement & I'air chaud contre la maladic virale FV du ver a
soic afin d’€tudicr son efficacité et les changements pathologiques. On a inoculé le FV 2 des larves
du V* age, cing jours plus tard, clles ont &té traitées par transfert de 27 2 37°C ¢t conservées pendant
une journée. Les résultats ont montré que la morbidité du groupe traité duc au FV était nulle et le
pourcentage de coconnage de 100 %. L’observation au microscope électroniquc a indiqué que le FV
dans les cellules globulaires avait ét¢ inhibé de maniere évidente. Cette expérience a permis d’ouvrir
une nouvelle voie en matiere de traitement physique de la maladic du FV.

Toutes les recherches mentionnées ci-dessus indiquent que le traitement physique constitue 'une
des voies cffectives pour le controle des maladics du ver a soie.

IV. ’INTERFERENCE PARMI DIVERSES SOUCHES DE VIRUS ET
L’ IMMUNITE VIRALE

Depuis que K. Aizawa (1954) a fait savoir que Ic vaccin NPV était relativement efficace, unc
srie de recherches portant sur I'interférence parmi diverses sortes de virus du ver 2 soic tels que NPV,
CPV,FV et NTV (polyédrose nucléaire de I'intestin moyen) ou le Mc (triangle), le Te (tétragone) et
le He (hexaedre) du CPV a €€ menée par H. Aruga et coll. (1960-1971). Les résultats obtenus ont
montré qu’on pouvait interférer I’action du CPV avec le NPV le NTV ou le FV. Unc interférence a
¢galement é1€ décelée entre le M, le Tce et le He des souches de CPV. Sur la base de ces travaux, ils
ont utilis¢ une souche virale inactive traitée 4 une température ¢levée de 85°C pendant 15 minutes ou
par ultraviolets a 100 V., 6 A. a une distance de 30 cm pendant deux heures afin d’interférer avee la
souche virale active. Ce traitement a permis de réduire le coefficient de maladic de 30 4 50 %. Une
expérience similaire visant & déterminer I'efficacité de I'immunité au CPV a 616 menée par Liu S.X.
ct coll. (1972-1977) ; les polyedres dc CPV ont 616 traités par du NaxCOs (PH 10,35) 20,114 M a
27°C pendant 24 heures pour leur permettre de sc dissoudre lentement, puis on a ajouté 0,02 % de
formol afin de les neutraliser 4 27°C pendant 28 4 36 heures. On a alimenté les larves nouvellement
¢écloses avec ce vaccin inactif. Puis, aprés 24 heurcs, on a donné A ccs mémes vers un autre CPV actif
comme agent toxique. Dix jours plus tard, on a étudié la morbidité au CPV. La moyennc du coefficient
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de maladie du ver a soie dans le groupe nourri au CPV inactif était généralement réduite de 50 a
60 % par rapport au groupe témoin. Cette méthode a été évaluée dans la production avee un lot de
18 408 ocufs élevés de 1975 4 1977, Ia moyenne de ’efficacité de I’immunité obtenue (moyenne de
réduction du coefficicnt de maladie) a été de 40 4 50 %.

Payne (1974) - Invertebrate Virus Group of Environmental Research Council, Royaume-Uni - a
réalisé une élude fondamentale sur Pimmunité du ver a soie 4 la maladie du CPV. Il a pu déterminer
Pactivité d’ immunité a la maladie du CPV du ver 2 soie par la méthode radio-immunologique. On a
découvert un anticorps anti-dsARN 3 titre trés faible dans 'hémolymphe des vers atteints de CPV,
les titres de dilution de ’antisérum s’échelonnant de 1 320 4 20 480. La détection par la méthode
radio-immunologique afin de contréler Pactivité de Pantisérum a montré que plus de 90 % des
particules du virus actif étaient inhibées ; les résultats de ces recherches sont & peu prés identiques a
ceux concernant ’efficacité de I'immunité mentionnés plus haut.

De nombreux travaux ont été effectués par S. Masao, C. Yoshika et coll. (1930} au Japon dans
le domaine de I'immunité aux maladies bactériennes des vers a sole, mais ces travaux ont été
abandonnés par la suite. Au cours d’une expérience, Chadwick {1971) a inoculé un type de
Pscudomonas sous la peau des galles ; les résultats de 'expérience répétée huit fois ont montré que
la DLsp avait augmenté de 118,5 a 3 804,5 fois par rapport au groupe traité au formol. L’efficacité
de I’'immunité est donc bien démontrée.

Suivant le principe médical que les maladies virales peuvent étre maitrisées par Uinterféron ou
un inducteur d’interféron, Zhong Wenbiao et coll. (1981-1985) ont mené une série de recherches
portant sur P'utilisation du Poly L:C, inducteur d’interféron, et de la 2’, 5° -Oligo (A), intermédiaire
d’interféron. Ceux-ci ont ét€ injectés ou donnés sous forme de nourriture aux vers & soie afin de
maitriser le CPV. On a découvert que ces deux drogues permettaient de diminuer la morbidité du ver
a sole dans une proportion de 40 a 60 %. Une série d’analyses biochimiques par électrophorése de
I’hémolymphe ou de 'intestin moyen prélevés sur des vers & soie traités au Poly I:C a montré que le
Poly I:C induisait I’apparition de bande protéiques liées aux caractéristiques anti-virales du ver a soie
>t augmentait I’activité des isozymes de la péroxydase. Ces résultats montrent que le ver a soie a
probablement un systeme tel qu’ilréagit au Poly I'C ou 2 1a 2°,5” -Oligo (A) qui induisent une activité
anti-virale.

Il est exact que la caractéristique de I'immunité virale du ver a soie comporte encore beaucoup
de facteurs instables. Certains pensent que I'immunité acquise chez ['insecte est tres courte et trés
faible. Ainsi que le démontre I’ex périence citée plus haut, I'immunité chez le ver a soie est également
instable, ¢’est pourquoi il est encore tres difficile de combattre les maladies virales par 'immunité.
Toutefois, cette méthode constitue I'une des voies de lutte contre les maladies des vers a soie et doit
étre approfondie.

V.LA STERILITE DUMALE DE LA MOUCHE UZI DU VER A SOIE

D’énormes progres ont été accomplis en agriculture dans la lutte contre cet insecte parasile grace
a la méthode de la stérilisation du male, utilisée depuis plusicurs années. Rajat et coll. (1978)
- Sericulture Research Station, Central Silk Board, Inde - ont mené des recherches sur I’ utilisation du
Tépa (triéthylenephosphoramide) et du Thiotépa (Triéthylenethio phosphoramide) pour rendre la
mouche Uzi stérile. Les résultats ont montré que, si les mouches Uzi étaient nourries de 0,02 a
0,04 % de Tépa ou de Thiotépa, et les mouches femelles et les mouches méales devenaient stériles,
mais que leur activité n’était pas affectée. Cependant, si les mouches femelles étaient nourries avec
une drogue a concentration plus élevée, le nombre d’oeufs diminuait. Au cours d’une expérience dans
laquelle les ocufs ont été incubés de maniére continue pendant 9 jours, si les mouches femelles étaient
alimentées de 0,05 % d’une drogue stérilisante, elles ne retrouvaient pas leur fertilité méme 2 la
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génération suivante. En laboratoire, si le rapport entre les mouches males stériles et les mouches
normales atteint 5:1, cela doit rendre toutes les mouches femelles stériles. Aussi, on a pensé que si
I"on propage les mouches males stériles par la méthode artificielle et qu'on les relache dans Ics aires
d’¢levage des vers a soie, tout cn maintenant le rapport mouches males stériles - mouches normales
a 5:1, alors les dégits causés par 1a mouche Uzi a 'intéricur de 1'aire séricicole scront maitrisés.

Une autre étude portant sur la stérilisation de la mouche Uzi par la méthode des radiations
ionisantes a été menée par Lu Yulian, Huang Zirian et coll., ¢t a donné de bons résultats.

Sila méthode de la stérilisation du male mentionnée ci-dessus est applicable, dans Ies zones
forte concentration d’élevage dans lesquelles des personnes sont assignées de maniére spécifique 3
la propagation des mouches Uzi males stériles, un résultat positif pourrait &tre obtenu dans la Jutte
contre les dégéts de ce parasite.

VI. LES AMELIORATIONS DUES AUX DESINFECTANTS

La désinfection est un élément cssentiel dans la prévention et la lutte contre les maladies des
vers & soie. Durant la deuxieme moitié du XX© siecle, beaucoup de produits désinfectants ont été
lancés sous différentes marques sur le marché, mais leurs composants de base restent le formol ou le
chlorure, la scule différence résidant dans quelques substances synergétiques qu’on ajoute aux
désinfectants afin d’augmenter et d’améliorer leur efficacité de désinfection.

S. Utsumi (1966) a effectué unc recherche concernant les effets de la désinfection par la
B-propiolactone sur les pathogénes du ver a soie et son application dans I’élevage. Cette drogue a 61é
fabriquéc directement a partir de cétone mélangée 4 du formol ct elle peut &tre conservée sous sa
forme liquide si clle est maintenue 4 5-10°C. H. Kobayashi (1968) a également cffectué desrecherches
sur Deffet désinfectant d”un mélange a concentration élevée de chaux et de formol. De nombreuses
recherches et de nombreux tests de désinfectants ont été réalisés en Chine, par exemple le Sericulture
Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, a fabriqué le folpet, poudre anti-muscardine, le
"You LulJing", etc., (1976). Le Zhejiang Secriculture Institute (1974) a mis en évidence, au cours de
ses expériences, les avantages de 1'"Anti-pathogéne [ en raison de sa haute performance, de sa
sécurité, de son caractere pratique, etc. Tan Zhida (1976) et coll. - Shan Dong Sericulture Institute -
ont fabriqué le dichloroisocyanurate, son contenu en chlorure étant renforcé de manicre significative.
Fang Dingjian et coll. (1977), GuangDong Sericulture Institute, ont essayé d’utiliser I’hypochlorure
de sodium, déchet dérivé sous forme liquide d’une fabrication chimique, comme désinfectant, afin
de neutraliser les pathogénes du ver a soie. Les résultats ont permis de montrer son excellente
efficacité, particulicrement contre ’endotoxine de Sotto. En coopération avec Huang Qipan,
Zhongshan University, il a fabriqué l¢ trichloroisocyanure et a montré sa capacité de désinfection
vis-a-vis de plusicurs sortes de pathogenes du ver a soie. Ce produit s’est révélé tres efficace contre
divers pathogencs sauf le CPV,

D’apres le principe selon lequel 1a désinfection est un élément essenticl dans la prévention et la
lutte contre les maladies du ver a soie, il est nécessaire d’effectuer davantage de recherches sur la

fabrication de nouveaux désinfectants qui soient efficaces, a faible concentration, stables et inoffensifs
pour I’étre humain et le bétail.

VII. LA QUARANTAINE POUR LES MALADIES DU VER A SOIE

La quarantaine pour les maladies du ver & soie constitue une démarche nécessaire dans la
prévention de I'infection embryonnaire de la pébrine. Selon les résultats de I'inspection préventive
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de 1a pébrine, des mesures correspondantes devraient étre adopiées pour la prévention des maladies.
C’est pourquoi la quarantaine pour les maladies est 1'un des principaux éléments dans la prévention.

K. Ohshima (1968) a émis I’hypoth&se qu’il était possible d’améliorer les méthodes d’inspection
du papillon femelle, dans le cas de la pébrine, suivant les caractéristiques de I'émergence précoce des
papillons pébrinisés. Une recherche cytologique sur le cycle de développement des spores de la
pébrine, entreprise par Hiromi Takizawa (1975), est d’un imérét capital pour la quarantaine de la
pébrine. Réccmment, les machines d’inspection des spores de pébrine chez le papillon femelle ont
été améliorées ctd’autres ont été créées. Il y ales modeles "Heiya", "Higuchi”, etc., machines & broyer
les papillons en vente sur le marché japonais. Elles peuvent 8tre utilisées pour le broyage, le filtrage,
la centrifugation, le lavage des outils. Leur efficacité de travail cst trés élevée, mais elles sont trés
cheres.

Récemment, les inspections préventives sur les maladics du ver a soie s¢ sont améliorées. Par
exemple, la détermination de laconcentration de CPV par sérologie et "hémaglutination (S. Miyajima
et coll., 1976), lc diagnostic sérologique de la maladie du FV (Y. Sekijima, 1971), le diagnostic
histologique simple du FV (Yoshimitsu Iwashita, 1969), I'isolement de la souche dc Bacillus
thuringiensis dans les exploitations agricoles (K. Aizawa, 1961 ; Y. Ishikawa, 1964), la détection de
Paspergillus au moyen du timbre agar a I'intéricur de la piece d’élevage (Kyoshi Kawakama, 1975),
la recherche de CPV par la méthode de I'agglutination inverse (Hu Suefang et Qian Yuanjun, 1979),
ete.

La densonucléose est une maladic virale qui a ét€ découverte durant cette déccnnie. Les
symptdmes préscentés par les vers atteints ¢t la morphologie du virus sont pratiquement les mémes
que pour la maladie du FV. Il est difficile de faire un diagnostic exact i partir de la méthode ordinaire.
Récemment, les recherches portant sur le diagnostic du DNV se sont nettement améliorées ; ainsi la
méthode d’immunodiffusion en colonne d’agar dans le diagnostic du DNV (ChenChangle, 1987),
I’observation des changements pathologiques de I’intestin moyen du ver atteint de DNV et de FV par
la méthode du complexe péroxidase-antipéroxidase (Wang Yuxin ct coll.,, 1988), la méthode
BAS-ELISA dans le diagnostic du DNV (Shi Liangen et coll., 1988), la recherche d’anticorps
monoclonaux du DNV (Chen Jianguo et coll., 1988).

L inspection préventive de la pébrine et le diagnostic précoce se sont développés récemment ;
par exemple, a I’aide d"anticorps fluorescent dans le cas du diagnostic des spores de pébrine (Ryoichi
Sato, 1981 ; Huang Ziran et coll., 1982), de 1’hémoagglutination sur lame (Li Dashan, 1984),
I’agglutination sur plastisol (cf. H. Watanabe, article 1987), des anticorps monoclonaux des spores
de pébrine et leur utilisation dans le diagnostic (Chen Jianguo et coll., 1988).

Durant la derniére décennie, le diagnostic préventif des maladics virales et de la maladie de 1a
pébrine s’est netiement amélioré du fail des progrés remarquables réalisés dans certains autres
domaines techniques. Les méthodes citées plus haut n’en illustrent qu’unc partie, clles peuvent étre
utilisées dans le diagnostic exact des pathogénes ct afin de reconnaitre les possibilités d’infections
croisées parmi les diverses variétés d’animaux ct d’insectes. Elles peuvent également contribuer a la
recherche sur I’épizootiologie des maladics infecticuses du ver a soic. Cependant, un grand nombre
de ces méthodes ne sont utilisables qu’en laboratoire, les méthodes classiques étant toujours
nécessaires pour }'inspection dans la production a grande échelle. Par cxemple, on ne peut pas encore
écarter la microscopie en ce qui concernc 1’inspection des spores de la pébrine. 11 est nécessaire de
fournir des efforts plus amples afin de découvrir des méthodes plus pratiques et plus utiles pour la
mise en quaraniaine dans la production a grande échelle.
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VIII. RELATION ENTRE LES TECHNIQUES D'ELEVAGE DU VER A SOIEET
LA PREVENTION DES MALADIES.

Les techniques d’élevage et la prévention des maladies sont étroitement lides. L’application des
mesures d'élevage les plus appropriées au dévcloppement du ver & soic, & ’amélioration de sa
constitution et de ses capacités de résistance aux maladies, reste Ia politique primordiale des éleveurs.

S. Ucda (1976-1977) a indiqué que, durant les trente dernires anndes, la moitié des travaux
consacrés aux techniques d’élevage au Japon avait pour but de rendre les récoltes stables. En général,
I"instabilité dans les élevages fermicrs de vers A soic était due aux microinfections, 3 une mauvaise
qualit¢ des feuilles de mirier et & I'état microcnvironnemental des litieres, toutes ces conditions
accélérant I'apparition des maladics. De fait, la relation entre les techniques d’élevage et la prévention
des maladies est trés étroile et ne peul étre sous-estimée.

Sclon Krishnaswami (1978) - Sericulture Rescarch and Training Institute, Central Silk Board,
India -, maintenir une température et unc humidité adéquates, plus particulicrement 'humidité de la
picce d’€levage, sélectionner la qualité appropride de feuilles de miriers, choisir des mesures souples
pour I'alimentation en mirier ¢t un cndroit propice pour la lititre favorisent la prévention des
maladies.

La Division de la Culture de Rapport -Guangdong Agricultural Bureau, Chine - a pris des
mesures techniques afin de lutter contre I"apparition de certaines maladies du ver 4 soic, par cxemple
"Dix mesures pour la prévention des maladics dans les élevages de vers a soic”, "L’élevage séparé
des vers du premier 4ge, des vers de stade moyen et des vers adultes”, ete. Toutes ces mesures sont
cfficaces pour la production séricicole.

D autres recherches sont nécessaires pour améliorer les conditions d’élevage du ver 2 soie.

IX. RELATION ENTRE LES EQUIPEMENTS ET LA PREVENTION DES
MALADIES

Avec le développement de Iindustrie moderne, de 1a science et de la technologie, il est possible
de créer un environnement écologique optimal pour I'élevage des vers 2 soie et de séparer les vers
des pathogtnes au moyen d’équipements moderncs afin d’obtenir la meilleure prévention possible
des maladies.

L wilisation des phytotrons ¢t de la climatisation dans 1'élevage des vers a soie permettent de
maintenir un environnement confortable avee température optimale, humidité et ventilation dans la
picce d’élevage ; ainsi il est possible d’obtenir une bonne récolte i partir de vers a soie qui n’auraient
pas pu étre ¢levés dans les mauvaises conditions antérieures et permet également de diminuer le taux
de maladie. Il est possible d’utiliser des instruments désinfectés ct des équipements asceptisés afin de
maintenir la pitce d’élevage dans un environnement relativement exempt de bactérics ¢t de
pathogenes. 1l cst donc possible de maitriser complétement les maladies infecticuses des vers 4 soie.

L’alimentation artificielle constituc aussi une technique efficace dans lapréventiondes maladies:
d’une part, elle permet de prévenir lcs infections par voie orale qui se transmettent par les feuilles de
mirier déja contaminées par des pathogénes, d’autre part, on peut y ajouter certaines drogues afin de
soigner les vers atteints. C'est une méthode différente de celle qui consiste 2 répandre une drogue sur
les feuilles de miricr desquelles les vers consomineront davantage d’eau et qui nécessitent davantage
de travail pour les nourrir.
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En raison de I utilisation et de la popularisation de "alimentation artificielle en sériciculture, le
traitement chimique des maladies du ver a soic prendrade plus en plus d’importance, comme le montre
I’expérience mentionnée plus haut. 11 a é1¢ démontré que I’addition de 0,1 2 0,01 % de bavistine a
I’alimentation artilicielle permettait d’éliminer la pébrine chez les vers contaminés par infcction
embryonnaire.

X.LES PERSPECTIVES DANS LA RECHERCHE SUR LA PREVENTION ET
LA LUTTE CONTRE LES MALADIES DU VER A SOIE

Les progrés réalisés dans la recherche sur la prévention et la lutte contre Ies maladies du ver 2
soic sont, depuis quelques temps, en étroite relation avec le développement de la recherche dans
d’autrcs domaines. L’évolution des connaissances en microbiologie, en immunologic, en virologie,
en biologic moléculaire, en génic génétique, a permis d’accomplir des progres substantiels dans la
recherche sur les maladies du ver 4 soie. Les auteurs pensent qu'il est nécessaire, afin de faire évoluer
larecherche sur laprévention ctla lutte contre les maladics du ver & soic, de faire appel aux techniques
biologiques. Par exemplc, en ce qui concerne le projet d’élevage d’une race immunisée contre les
maladies, hormis les méthodes courantes telles que ’élevage sélectif d"hybrides, I’élevage direct, on
peut utiliser 1a technique du génie génétique afin d’identifier, d’isoler, de purifier ¢t de cloner les
génes de résistance aux maladies  partir de diverses variéiés anti-pathogenes, leurs génes (fraction
ADN) étantinjectés dans I’embryon ou dans 1" ovaire du ver a soic par différentes méthodes telles que
la micro-injection ou la micromanipulation afin de réaliser le transfert d’une variété a I'autre pour
obtenir une nouvelle mutation avec des genes résistant aux maladies.

En ce qui concemne la prévention et la lutte contre les maladies virales, les recherches sur la
structure de la particule virale se font depuis quelques temps au niveau moléculaire. Cela pourrait
apporter une aide précicuse 4 la recherche virologique et immunologique en sériciculture.

Cependant le ver 2 soic est un insecte. En raison de son trés court cycle de vie et de son manque
de caractéristiques immuno-acquises similaires a celui des vertébrés, le phénomeéne immuno-acquis
reste trés bref chez le ver 4 soie et il est tres difficile d’obtenir un vaccin dont fa fonction serait similaire
i celle des vaccins chez les vertébrés dans le contrdle des maladices. Les auteurs suggérentqu’a parti
d’une recherche approfondie sur la réplication des virus des vers & soie, sur leur propagation, sur le
mécanisme de I”infection, sur la conformation maoléculaire des protéines de la capside virale, on peut
meltre au point certaines drogues capables d’inhiber le processus de traduction des protéines virales,
de déterminer leur composition, leur assemblage ou leur invasion des cellules hotes. I sera alors
possible d’éliminer les maladics virales.

Récemment, le Laboratoire Rossmann a effectué une recherche portant sur la structure cristalline
des protéines du Virus-14 de la grippe. Il aéié découvertquela protéine de la capside virale comprenait
une portion invaginée étroite qui sert de récepteur au virus quand celui-ci attaque les cellules hotes.
Il est possible de mettre au point une substance avec une petite molécule qui entre dans la portion
invaginée pour bloquer le virus attaquant les cellules hotes. Cette molécule est a la base de la drogue
qui est susceptible d’éliminer la maladic virale. Cette méthode constitue un bon exemple de recherche
de drogue applicable aux virus des vers a soic. (Référence : "L’analyse de la structure cristalline chez
les macromoléeules biologiques”, Li Jiayiao, 1987).
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HPLC FRACTIONATION OF Cs PEPTIDES OF BOMBYX
MORI SILK FIBROIN

G.FREDDL S. FARAGO & T.MAIFRENI
Stazione sperimentale per la Scta, Via Giuseppe Colombo, 81, 20133 Milano, Ttaly.

Cs peptides obtained by enzymic hydrolysis of silk fibroin with c-chymotrypsin were fractionated
by gel-filtration chromatography and analysed by reverse phase-high performance liquid
chromatography. The most important peptides were isolated and their amino acid composition was
determined. The Cs peptides were divided into seven groups. The first five groups represent 213 of
the Cs fraction and are formed by peptides belonging to the H fibroin subunit, as can be deduced
from their amino acid composition, glycine concentration and hydrophobic index. The sixth group
has intermediate characteristics, while the seventh is mostly formed by peptides coming from the
enzymic hydrolysis of the L subunit(s). According to the ratio of the main peplide-forming amino
acids, the H-chain Cs peptides were divided into four main groups. This suggests the presence of few
typical peptide sequences which alternate repeatedly throughout the so-called amorphous regions of
the fibroin heavy chain.

Keywords : HPLC, peptides, Bombyx mori, silk, fibroin, chymotrysin digest, amino acid
compostition.

INTRODUCTION

The fractionation by hydrolytic enzymes has often been applied to the study of the chemical
structure of Bombyx mori silk fibron [1-10].

The action of a-chymotrypsin on an aqueous solution of silk fibroin produces two fractions,
called Cp and Cs. The former is formed by hydrophobic peptides which precipitate during hydrolysis,
the latter consists of a quite complex mixture of water soluble peptides.

Both the amino acid composition and the sequence of Cp peptides have been extensively studied
[2,5,7,8]. Glycine residues occupy alternate positions with either alanine or serine residucs over quile
long scctions of the polypeptide chain. These highly regular sequences arc thought to be involved in
the formation of antiparallel 3-pleated sheet structure, which characterizes the crystalling regions in
the spun filament [11,12,13].

The Cs fraction is much more helerogeneous, being formed by several peptides of different size
(generally shorter than Cp peptides), composition and sequence [3,9]. Because of their chemical
characteristics, the Cs peptides have been associated with the amorphous regions of the fibre.
Furthermore, it was suggested that crystalline - and amorphous - region peptides might alternate
throughout the fibroin molecule, forming a copolymer-type structure [3.4,14,15].

Recently, however, a subunit structure model for silk fibroin has been proposed by different
authors. According to this model, the fibroin molecule should consist of one heavy (H) and at Ieast
one light (L) polypeptide chain. The amino acid composition of the small polypeptides either isolated
from posterior silk gland fibroin [16-19] and from cocoon fibroin [20-22] or predicted from the gene
coding sequence [23] indicatcs that most of the amino acids with polar and non-polar bulky
side-chains are concentrated in the light subunit(s), instead of being distributed in the amorphous
regions throughout the fibroin molecule.

These findings make it necessary tore-cxamine the structure and the physico-chemical propertics
of the amorphous regions of silk fibroin.
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Fif. 1 : Gel-filtration chromatography of the Cs peptides on a Sephadex G-25
column (eluent : water).

Six fractions, corresponding to the main peaks of the chromatogram, were collected.

Fig. 1 : Chromatographie de {iltration sur gel des peptides Cs sur une colonne de
Sephadex G-25 (éluant : eau).

Six fractions, correspondant aux principaux pics du chromatogramme, ont é1é collectées.
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We think a good approach is 1o get a better knowledge of the soluble fractions forming in the
enzymic hydrolysis of fibroin, so we have started to investigate the Cs fraction obtained from
degummed raw silk.

Table I.

Tableau I.
Amino acids (1) Sitk fibroin Cp Cs
Acides aminés (1) Fibroine
ASP 1.63 0.42 4.50
THR 0.88 0.47 1.90
SER 11.27 11.79 9.15
GLU 1.19 0.34 3.10
PRO 0.46 0.13 0.95
GLY 45.24 49.13 36.86
ALA 29.18 32.03 23.98
CYS - -
VAL 2.16 1.11 4 19
MET 0.08 0.03 0.31
ILE 0.60 0.19 1.60
LEU 0.51 0.10 1.70
TYR 5.14 3.66 A5
PHE 0.66 0.34 1.46
LYS 0.32 0.12 0.94
HIS 0.20 0.04 0.54
ARG 0.47 0.10 1.30
GLY/ALA 155 1.53 1.54
P/NP(2) 0.27 0.20 0.41
%(3) - 55 45

(1) Data are expressed as mole per cent. Values were not corrected for amino acid decomposition during
hydrolysis / Les données sont exprimées en moles pour cent. Les valeurs ne sont pas corrigées pour la
décomposition des acides aminés pendant I hydrolyse.

(2) Ratio between polar (ASP, THR, SER, GLU, TYR, LYS, HIS, ARG) and non-polar (PRO, GLY, ALA,
CYS, VAL, MET, ILE, LEU, PHE) amino acids / Rapport acides aminés polaires (ASF,THR, SER, GLU, TYR,
LYS, HIS, ARG) sur les acides aminés non-polaires (PRO,GLY, ALA, CYS, VAL, MET, ILE, LEU, PHE).

(3) Based on nirogen content (Kjeldahl's method). / Basé sur le contenu en azote d'aprés la méthode de
Kjeldahl.

We also intend to explore the possibilities of applying chromatog,raphic techniques, such as
reversed phase-high performance liquid chromatography, which is cxpanding its role as an effective
method of separating and purifying peptides of both natural and synthetic origin. The high
performance of this technique (sensitivity, selectivity, reproducibility) and its versatility allow to
satisfy a wide range of analytic requirements, such as the need for scparating rather complex mixtures
of peptidcs.
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This report presents the first results of RP-HPLC fractionation of Cs peptides. The most
important peptides were isolated and their amino acid composition was determined.

Table II.

Tableau II.
Amino acids (1) Cs-A Cs-B Cs-C Cs-D Cs-E Cs-F
Acides aminés (1)
ASP 5.86 4.79 6.40 3.88 1.22 1.61
THR 2.83 2.10 1.53 1.26 0.46 0.77
SER 12.80 9.61 8.28 4.75 1.22 3.75
GLU 4.44 1.98 2.91 3.69 0.60 1.26
PRO - 1.29 091 - 0.16 0.74
GLY 36.69 39.74 35.17 40.75 47.50 42.42
ALA 24.83 27.72 26.11 23.75 28.04 19.23
CYS - - - - - -
VAL 2.23 2.38 3.77 4.52 6.71 6.03
MET 0.30 0.13 0.09 - 0.03 -
ILE 1.77 1.11 1.65 1.24 0.69 0.59
LEU 1.04 1.02 1.94 1.93 0.44 1.03
TYR 4.20 5.49 8.20 10.62 12.04 19.58
PHE 1.61 1.43 1.16 1.40 0.35 2.18
LYS 0.79 0.42 0.63 1.01 0.19 0.39
HIS 0.11 0.19 0.29 0.21 0.05 0.12
ARG 0.50 0.60 0.96 0.99 0.28 0.30
GLY/ALA 1.48 1.43 1.35 1.72 1.69 2.21
P/NP(2) 0.46 0.34 0.41 0.36 0.19 0.38
%(3) 43.50 12.30 11.00 7.30 21.50 4.40

(1) See Table I / Voir Tableau I.

(2) See Table I / Voir Tableau I.

(3) Sum of peptide fractions recovered from Sephadex G-25 is made as 100 moles / Somme des fractions
de peptides obtenues par Sephadex G-25 exprimée pour 100 moles.

MATERIALS AND METHODS

Bombyx mori silk fibroin

Bombyx mori silk fibroin was obtained from 20/22 den Chinese raw silk degummed with 7 g/l
"Marseille" soap solution twice for half an hour at boiling (bath ratio 1:50). After washing with several
changes of water and drying at room temperature, the silk fibroin was Soxhlel extracted with
petroleum ether and equilibrated overnight with a sodium acetate-acetic acid solution (0.02M).

Preparation of Cs fraction

A 1% aqueous solution (w/v) of silk fibroin was prepared according to the method of Zahn et
al. [5]. The fibroin solution, buffered at pH 8 with freshly grcpared 0.1IM ammonium bicarbonate
solution, was digested with o-chymotrypsin for 24 hr at 40°C (enzyme-substrate ratio 1:100). The
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precipitate formed during hydrolysis (Cp fraction) was centrifuged, washed twice with distilled water
and freeze-dried. The supernatant, to which the washings were added, was frecze-dried before
subsequent analyses (Cs fraction).

Table II1.

Tableau 111
Ammino acids (1) A-1 A-2 A-3 A4 A-S A-6 A-7
Acides aminés (1)
ASP 1.93 1.98 2.62 3.75 4.82 16.64 16.56
THR 0.92 1.26 248 2.23 2.36 5.88 9.05
SER 13.10 13.74 15.16 15.95 15.33 13.28 11.58
GLU 1.54 1.67 241 423 5.38 7.39 11.79
PRO - - - - - - -
GLY 46.81 45.83 41.25 38.92 37.13 20.17 12.84
ALA 31.16 29.74 28.10 26.48 24.00 17.48 9.61
CYS . - - - - - -
VAL 1.10 1.40 1.27 1.04 1.69 5.71 6.18
MET - - - . . - 1.05
ILE - - - - 0.97 6.22 6.39
LEU - - - - - - 5.54
TYR 343 3.61 4.56 5.74 6.56 7.23 3.65
PHE - 0.77 2.15 1.67 1.74 - 2.11
LYS - - - . - = 1.89
HIS - - - - - - -
ARG - - - - - - 1.75
GLY/ALA 1.50 1.54 1.47 147 1.55 1.15 1.34
P/NP(2) 0.26 0.29 0.37 0.47 0.53 1.02 1.29
9%(3) 9.20 17.90 17.70 15.20 23.60 4.90 11.50

(1) Sce Table [ / Voir Tableau I.

(2) See Table I / Voir Tableau 1.

(3) Sum of peptide fractions recovered from RP-HPLC analyses is made as 100 moles / La somme des
Sractions de peptides obtenues par RP-HPLC est faite sur 100 moles.

Gel-filtration chromatography (GFC) :

Cs peptides dissolved in water were subjected 10 a preliminary fractionation by GFC on a
Sephadex G-25 column (1.6x90 cm) using distilled water or 0.05M sodium phosphate buffer, pH 7.2,
with 0.1M NaCl as cluents, Peptides were detected at 214 nm and the fractions corresponding o the
peaks were collected using an automatic fraction collector (GILSON, mod. 201).
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Reversed phase-high performance liquid chromatography (RP-HPLC)

Peptide fractions obtained by GFC were concentrated on a rotary evaporator and analyzed by
RP-HPLC. Both analytical and semi-preparative fractionations were performed using a u-Bondapak
C-18 column (3.9 mm x 30 cm ; particle size 10 um). The peptides were eluted at room
temperature with a 30 min lincar gradient from 100% solvent A to a mixture of 50% solvent A and
50% solvent B at a constant {low rate of 1 ml/min (solvent A: water with 0.1% TFA; solvent B:
acetonitrile with 0.1% TFA) and detected at 214 nm. HPLC separations were performed using a
WATERS HPLC system consisting of two mod. 510 pumps, a mod. 680 automated gradient
controller, a mod. 712 WISP automatic sample injection module, a mod. 490 programmable
multiwavelength UV/Vis detector and a Maxima 820 chromatography workstation. Fractions were
collected using a mod. 201 automatic fraction collector (GILSON).

Table IV.
Tableau lV.

Amino acids (1) B-1
Acides aminés (1)

ASP 0.84
THR 2.90
SER 11.64
GLU 0.97
PRO 3 37
GLY 42.75
ALA 29.62
CYS -
VAL 0.72
MET -
ILE 0.27
LEU 0.69
TYR 2.71
PHE 2.85
LYS 0.52
HIS -
ARG 0.21
GLY/ALA 1.44
P/NP(2) 0.25

(1) Sec Table [/ Voir Tableau .
(2) See Table 1/ Voir Tableau 1.

Amino acid analysis

Peptide fractions were hydrolyzed with 6N HC, at 105°C for 24 hr in cvacuated tubes. The
amino acid composition was determined with a Liquimat III (KONTRON) amino acid analyzer using
a sodium citrate buffer system (PIERCE, Pico Buffer System 1II).
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RESULTS

GFC fractionation of Cs peptides

Table I shows the amino acid composition of fibroin and of Cp and Cs fractions obtaincd by
enzymic hydrolysis with o-chymotrypsin. The peptides in the Cp fraction originate from the fibroin
heavy subunit [8], whilst those in the Cs fraction come from both heavy and light subunits [9].

Table V.
Tableau V.

Amino acids (1) C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
Acides aminés (1)

ASP 14.58 342 8.39 1.42 6.84
THR - 0.50 1.09 2.68 2.00
SER 2.77 8.91 12.04 10.73 8.75
GLU 1.81 1.32 6.02 1.47 427
PRO - - - - 2.54
GLY 34,84 43.88 33.12 45.74 37.42
ALA 19.74 34.75 15.69 27.54 20.85
CYS - - - - -
VAL 13.68 2.57 6.84 1.68 3.32
MET - . - - -
ILE - - - 0.35 2.90
LEU - - - 1.03 2.30
TYR 12.58 4.56 16.79 3.87 3.74
PHE - - - 3.10 2.44
LYS - - - - 0.67
HIS - R - & -
ARG - - - 0.40 1.97
GLY/ALA 1.76 1.27 21151 1.66 1.79
P/NP(2) 0.46 0.23 0.80 0.26 0.39
%(3) 13.30 29 .40 9.40 36.90 11.00

(1) See Table 1/ Voir Tableau {.
(2) See Table I/ Voir Tableau 1.
(3) See Table IT1 / Vair Tableau I11.

Through gel-filtration fractionation of Cs peptides six fractions were obtained (Fig. 1), which
werecalled Cs-A, Cs-B,...Cs-Fin increasing order of elution volume. Table I1shows their amino acid
composition. The recovery of total peptides from gel-filtration elution was about 80%.

Assuming that all peptides have an aromatic amino acid residue in their C-terminal position
(according to the action mechanism of o -chymo- trypsin), the average peptide length was estimated
in the range from 5 (Cs -F fraction) to 17 residues (Cs-A fraction). This evaluation agrees with other
authors’ findings (3,9] and seems quite correct for all the fractions, except Cs-A, whose GFC
behaviour indicates the presence of much longer peptides. Preliminary HPLC gel-filtration tests (TSK
G-2000 SW column, 7.5 mm x 30 c¢m, particle size 10 m, LKB}) confirmed that these peptides have
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a higher molecular weight than one would expect judging from the average number of residues.
Further experiments are now under way in order to elucidate this aspect better.

Table VI.
Tableau VI.

Amino acids (1) D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 D-6
Acides aminés (1)

ASP 1.80 141 2.11 4.36 2.05 5.81
THR 1.05 1.00 0.74 1.31 0.67 1.57
SER 3.15 3.16 2.45 12.11 1.91 6.66
GLU 1.50 249 2.34 12.66 2.10 11.58
PRO - - - 3.67 - -
GLY 48.13 46.22 46.92 26.51 47.83 32.08
ALA 38.83 38.49 25.00 12.80 23.36 25.30
CYS - - - - - -
VAL 1.05 1.50 8.79 1.80 7.79 5.21
MET - - - - - -
ILE - 0.50 0.63 0.97 0.53 2.66
LEU - - - - 2.20 -
TYR 4.50 4.74 7.08 16.47 8.46 8.23
PHE - - 0.91 1.94 0.91 -
LYS - - 1.31 2.49 1.77 -
HIS - . 1.14 0.69 - -
ARG - 0.50 0.57 2.21 0.43 1.09
GLY/ALA 1.24 1.20 1.88 2.07 2.05 1227
P/NP(2) 0.14 0.15 0.22 1.10 0.21 0.53
%(3) 8.40 15.10 21.90 18.10 26.20 10.30

(1) Sec Table 1/ Voir Tableau I.
(2) See Table 1/ Voir Tableau I.
(3) See Table Il / Voir Tableau I11.

As concerns the quantitative distribution of peptides in the various fractions, 43.5% of them go
to the Cs-A fraction. Of the other fractions, the most important one is Cs-E, which is characterized
by a very high glycine and alanine content and by a P/NP ratio similar to that of Cp peptides. This
fraction differs considerably from the other fractions and is very similar in amino acid composition
to the S-11I fraction isolated by Katagata et al. [9].

RP-HPLC analysis of Cs peptides

The peptide map of the total Cs fraction is rather complex (Fig. 2). The fractions obtained by
GFC gave, as expected, simpler peptide maps (Fig. 3-8), even if our analysis conditions did not allow
us in some cases to separate individual peptides, as with the Cs- A fraction and some minor components
of other fractions.
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Cs-A fraction (Fig. 3, Table IIT). Seven fractions were separated and analysed corresponding
10 the main peaks eluting in RP-HPLC (cach peak represents a mixture of several peptides with similar
retention time).

A particularly important characteristic is the high serine concentration in all the fractions (>11%),
and the high acidic amino acid content in A-6 and A-7 fractions (>20%). It must be pointed out that
some of these peptides are similar in composition to the S-1 soluble peplide fractions separated by
Katagata et al [9] by enzymic hydrolysis of the fibroin heavy subunit.

Table VII.
Tableau VII.

Amino acids (1) E-1 E-2 E-3 E-4 E-5
Acides aminés (1)

ASP 0.87 0.68 1.62 7.45 2.17
THR 0.36 0.33 0.81 4.87 1.45
SER 1.81 0.84 2.55 11.46 3.98
GLU 0.93 0.66 1.68 11.46 3.38
PRO - - - - .
GLY 48 44 50.26 48.03 34.10 4548
ALA 35.08 25.40 30.21 18.34 18.46
CYS - - - - -
VAL 0.74 11.75 1.10 6.88 11.94
MET = . - - -
ILE - - - - -
LEU - - - - -
TYR 10.9 9.83 12.91 2.29 10.74
PHE 0.34 - - - -
LYS 0.32 - 0.46 - 1.09
HIS = - - -
ARG 0.13 0.26 0.64 3.15 1.33
GLY/ALA 1.38 1.98 1.59 1.86 2.46
P/NP (2) 0.18 0.14 0.26 0.69 0.32
% (3) 39.60 3590 14.50 3.00 7.00

(1) Sec Table 1/ Voir Tableau I.
(2) Sec Table I/ Voir Tableau !
(3) Sec Table 11/ Voir Tableau 1.

Cs-B fraction (Fig. 4, Table IV). The peptide characterizing this fraction was scparated and its
amino acid composition was determined. Glycine, alanine and serine are present in concentrations
similar to that of fibroin. Other remarkable characteristics are the very high concentration of proline
and the presence of tyrosine and phenylalanine in 1:1 molar ratio.

Cs-C fraction (Fig. 5, Table V). The C-4 peptide is very similar to B-1 in both retention time
and composition. The former, however, does not contain proline. Among the other peptides, C-1, C-3
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and C-5 present very high concentrations of aromatic, acidic amino acids (particularly aspartic acid)
and valine.

Cs-D fraction (Fig. 6, Table VI). This is nol a very important fraction from the quantitative
pointof view (see Table 1), The fractions separated and analysed correspond Lo six peaks; the fourth
and the fifth are [ormed by severai peptides. D-1 and D-2 have almost the same composition. D-3 and
D-5 are atso very similar both 10 each other and 10 D-1 and D-2 in glycine concentration. All four
peptide fractions have a very low P/NP ratio, comparable with thatof Cp. D-4 and D-6 show relatively
low glycinc and alanine concentrations. The high amounts of glutamic acid (>11%) and proline (like
in B-1 and C-5) are particularly worth mentioning.

Table VIII.

Tableau VIII.
Amino acids (1) F-1 F-2
Acides aminés (1)
ASP 241 4.84
THR 1.42 2.97
SER 4.75 10.28
GLU 4.39 10.11
PRO - =
GLY 42.56 37.21
ALA 19.54 9.60
CYS - -
VAL 1.46 13.51
MET . -
ILE 0.79 2.21
LEU 2.81 2.12
TYR 14.99 1.61
PHE 1.03 3.23
LYS 2.02 .
HIS 0.79 -
ARG 1.03 2.29
GLY/ALA 2.17 3.88
P/NP (2) 0.47 0.47
% (3) 68.20 31.80

(1) See Table I/ Voir Tableau I.
(2) See Table I/ Voir Tableau I.
(3) See Table L / Voir Tableauw I11.

Cs-E fraction (Fig. 7, Table VII). This is the most interesting fraction among those obtained by
GFC. It contains five well-separated peaks, which are those characterizing the Cs fraction peptide
map by their intensity. All peptides, except the fourth, show a very high glycine concentration. The
GLY/ALA ratio varics remarkably from a minimum of 1.38 (E-1) (o a maximum of 2.46 (E-5). The
valine content increases as the alanine concentration decreases. With reference to the typical amino
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acid scquence “-gly-X-gly-X-gly-" characterizing a large part of the fibroin molecule (H subunit),
valine is likely to occupy the "-X-" position more frequently, instead of alanine (or serine), in some
peptide regions. The E-1 and E-2 peptides correspond to the CsA-2 and CsA-3 peptides isolated by
F. Lucas et al. [3] and to the S-11I-5a and S-I1I-5b peptides isolated by Katagata er al. [9].

Cs-F fraction (Fig. 8, Table VIII). This is the least important fraction from the quantitative
point of view. The two peptides scparated and analysed have a quite high GLY/ALA ratio. One of
them contains a high amount of tyrosine, whilst the other is rich in acidic amino acids and valine. F-2
is the only peptide among those examined that contains phenylalanine in a concentration twice that
ol tyrosine.

Table IX.

Tableau IX.
Peptide groups mole % P/NP GLY + ALA
Groupes de peptides (1) 2) (2)
I1(D-1,D-2) W BB 86 GLY : ALA = 5:4
11 (E-1,E-3) 11.6 0.22 81 GLY : ALA : TYR = 4:3:1
III (D-3, D-5,E-2, E-5) 12.8 0.22 71 GLY : ALA:TYR: VAL=5:2,5:1:1
IV (B-1,C-2,C-4) 19.6 0.25 75 GLY : ALA: SER = 4:3:1
V (A-1,A-2,A-3) 19.5 0.31 74 GLY : ALA : SER = 3:2:1
VI(A-4, A-5,C-5,F-1) 21.1 0.47 62 e
VII (A-6, A-7,C-1, C-3,
D-4,D-6,E-4,F-2) 13.7 0.80 45 e

(1) Sce Table UL/ Voir Tableau 111
(2) Average values / Valeurs mavennes.

DISCUSSION

The amino acid compositions of the peptides separated and analysed by RP-HPLC show
significant analogics. According to these, the peptides have been divided into seven groups (Tahle
IX).

The first five groups represent about 2/3 of Cs peptides and are characterized by a quile low
P/NP ratio, with no remarkable dilference from that of (ibroin and the Cp fraction. In cach of these
groups, the main peplide-forming amino acids are in a constant ratio.

The sixth group has intermediale characteristics between the first five and the seventh. The last
group is rather helerogencous. All its peptides, however, contain relatively low concentrations of
glycine and alanine and high amounts of polar and bulky side-chain amino acids.

We have tricd 1o establish a correlation between the above mentioned peplide groups and the
chemical characteristics of H and L subunits, which form the fibroin molccule.

Atpresent, the amino acid compositions reported by various authors for the L subunit(s) are not
inacompletcagreement [ 16-23]. However, itcan besupposed that the seventh group is mostly formed
by peptides coming [rom the enzymic hydrolysis of the Hght subunit(s).

The sixth group should contain fragments ol peptides from both H and L subunits, linked by at
least anc disulfide bond. This hypothesis should have been supported by the presence of cystine but
i our analyses we found only trace amounts of cystine,
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This confirms that these peptides belong 1o the heavy subunit, in which glycine residues occupy
alternate positions over almost the whole molecule 18,9,15]. It is worth emphasizing that all these
peptides could be divided into a relatively limited number of groups (four, excluding the first group,
which is not very important from the quantitative point of view). This leads us to think that also in
the so-called amorphous regions of the H subunit, few short peptide sequences alternate repeatedly.
In this case, the copolymer structure model, proposed so far for the primary structure of fibroin heavy
chain as a whole [15], should apply also to the amorphous regions of the H subunit.

Most of the peptides of the first five groups have a hydrophobic index (expressed by the P/NP
ratio) very similar to that of Cp peptides. As a consequence, it can be supposed that the chemical
propertics of the so-called amorphous regions arc not so different from those of the crystaltine regions.
From the physical pointof view, the Hchain Cs peptides arc hindered from taking part in the formation
of highly ordered crystalling structures. The frequent occurrence in their sequence of amino acids
with large side-chains avoids close packing of adjacent fibroin chains, as it happens in the
crystalline-region Cs peptides [11].

Some authors proposed that the weight percentage of the L subunit (referred to the fibroin
molecule as formed by two subunits H and L in 1:1 molar ratio) ranges from 7% to 10% [22, 24, 25].
This cvaluation seems to be confirmed by the quantitative distribution of the peptides scparated and
analysed in this study.

CONCLUSION

The results obtained in this study have allowed vs to give a fairly detailed description of the
physico-chemical characteristics of the H subunit amorphous regions, even if their primary structure
is still far from being completely clucidated.

Owing 10 the complexity of the Cs fraction, it has not been possible to delineate the L subunit(s)
peptides clearly and to evaluate the number and distribution of the disulfide bonds linking the fibroin
subunits.

In this respect, we think some more interesting information could be provided by the analysis of
another soluble fraction obtained from fibroin by enzymic hydrolysis with trypsin. In preliminary
lests, a group of peptides particularly rich in cystine was separated. Its HPLC fractionation is under
way and the results will be reported before long.
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FRACTIONNEMENT HPLC DES PEPTIDES
CHYMOTRYPSIQUES SOLUBLES (Cs) DE LA FIBROINE DX
BOMBYX MORI

G.FREDDI, S. FARADO et T. MAIFRENI.

Stazione sperimentale per la Seta, Via Giuseppe Colombo, 81, 20133 Milano, Italie.

Des peptides Cs obtenus par hydrolyse enzymatique de lafibroine avec de I’ a-chymotrypsine ont
é1é fractionnés par chromatographie de filtration sur gel et analysés par chromatographie liquide
haute performance en phase inversée. Les peptides les plus importants ont été isolés, puis on a
déterminé leur composition en acides aminés. Les peptides Cs ont é1€ répartis en sept groupes. Les
cing premiers groupes représentent les deux tiers de la fraction Cs et sont constitués de peptides
appartenant a la sous-unité I de lafibroine, ainsi qu' on peut le déduire d’ aprés leur composition en
acides aminés, leur concentration en glycine et leur indice hydrophobique. Le sixiéme groupe
présente des caractéristiques intermédiaires, tandis que le septiéme groupe est principalement
composé de peptides dérivant de I' hydrolyse enzymatique de la ou des sous-unités L. Suivant le taux
des principaux acides aminés constituant des peptides, les peptides Cs de la chaine H ont é1é divisés
en quatre groupes principaux. Ceci semble indiquer la présence de quelques séquences peptidiques
spécifiques qui alternent de maniére réguliére dans les régions dites amorphes de la chaine lourde
de la fibroine.

INTRODUCTION

Onasouvent utilisé I¢ fractionnnement par les enzymes hydrolytiques dans I’étude de 1a structure
chimique de la fibroine de Bombyx mori [1-10].

L’action de I’a—chymotrypsine sur une solution aqucuse de fibroine donne deux fractions
appelées Cp et Cs. La premicere est constituée de peptides hydrophobiques qui sont précipités au cours
de I’hydrolyse, la deuxi¢me cst formée d’un mélange tout a fait complexc de peptides solubles dans
’cau.

La composition en acides aminés et la séquence des peptides Cp ont toutes deux été étudiées de
maniére approfondie [2, 5,7, 8]. Les résidus glycine occupent des positions alternées avec les résidus
alanine ou sérine sur des séquences asscz longues de la chaine polypeptidique. On pense que ces
séquences trés régulicres sont en rapport avec la formation de la structure en feuille B a plis
antiparall¢les qui caractérisc les régions cristallines de la bave filée [11, 12, 13].

La fraction Cs est beaucoup plus héiérogene, car formée de plusieurs peptides de taille
(généralement plus courts que les peptides Cp), de eomposition et de séquences différentes [3,9]. En
raison de leurs caractéristiques chimiques, les peptides ont i€ associés avec les régions amorphes de
lafibre. De plus, il a 1€ avancé que les pepudes des régions amorphes et cristallines pouvaient alterner
dans I'cnscmble de la molécule de fibroine, formant une structure de type co-polymeére [3, 4, 14, 15].
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Récemment, toutefois, différents autcurs ont proposé un modele de structure sous-unitaire pour
la fibroine. D’aprés ce modele, la molécule de fibroine devrait est constituée d’unc chaine
polypeptidique lourde (H) et d’au moins une chaine polypeptidique 1égére (L), La composition cn
acides aminés des petits polypeptides, soit isolés de ta fibroine de la glande séricigéne postéricure
[16-19] et de la fibroine du cocon [20-22], soit déterminés d’aprés la séquence codante du géne [23],
indique que la plupart des acides aminés comportant des chaines latérales polaires et non-polaires
importantcs sont concentrés dans la ou les sous-unités Iégeres, au lieu d’étre répartis dans les régions
amorphes dans I’'cnscmble de la molécule de fibroine.

Ces constatations rendent nécessaire un nouvel cxamen de la structure ot des propriétés
physio-chimicues des régions amorphes de la fibroine.

Nous pensons que, pour bien étudier la question, il faut approfondir la connaissance des fractions
solubles qui s¢ forment lors de I'hydrolysc enzymatique de la fibroine. Aussi avons-nous commencé
par I’étude de la fraction Cs obtenuc a partir de la soie grege décreusée.

Nous allons ¢galement cxplorer les possibilités d’application des techniques de
chromatographie, telles que ta chromatographic liquide haute performance en phasc inversée dont e
role s’élargit comme méthode cfficace de séparation ¢t de purification des peptides d’origine tant
naturclle que synthétique.

La haute performance de ceute technique (sensibilité, sélectivité, reproductibilité) et son
adaptabilité permettent de répondre & une gamme étenduc d’exigences analytiques comme, par
cxemple, la nécessité de séparer les mélanges trés complexes de peptides.

Cette élude présente Ies premiers résultats du fractionnement RP-HPLC des peptides Cs. Les
peptides les plus importants ont été isolés ¢t leur composition cn acides aminés a été déterminée.

MATERIELS ET METHODES

Fibroine de Bombyx mori

La fibroine de Bombyx mori a été obicnue a partir de fa sote grége chinoisc 20/22 den décreusée
avec une solution a 7g/l de savon de Marseille 4 deux reprises pendant 1/2 heure a ébullition (1aux du
bain : 1/50). Apres avoir é1é lavée plusicurs fois 4 I’cau et séchée A tempdrature ambiante, la fibroine
a ¢1¢ extraite suivant la méthode de Soxhlet avec de 1'éther de péurole et équilibrée pendant une nuit
avec une solution acétique-acétate de sodium (0,02 M).

Préparation de la fraction Cs

Une solution aqueuse a 1 % (I/v) de fibroine a é1é préparée suivant la méthode de Zahn et coll.
[S]. La solution de fibroine, tamponnée 4 pH 8§ avec unc solution de bicarbonate d’ammonium & 0,1
M fraichement préparée, a été digérée avec de 1 a-chymotrypsine durant 24 h & 40°C (rapport
substrat-cnzyme 1/100). Le précipitat formé au cours de ’hydrolyse (fraction Cp) a éé centrifugé,
lavé deux fois avec de Pean distillée et Iyophilisé. Le surnageant, auquel on a ajouté les lavages, a
¢1é lyophilisé avant d’effectuer les analyses (fraction Cs).

Chromatographie de filtration sur gel (GFC)

Les peptides Cs dissous dans ’cau ont été soumis & un fractionnement préliminaire par GFC sur
unc colonnc de Sephadex G-25 (1,6 x 90 cm) avec de I'eau distillée ou un tampon de phosphate de
sodium a 0,05 M, pH 7.2, avec 0,1 M NaCl comme éluants. Les peptides ont été détectés 2 214 nm
ct Ies fractions correspondant aux pics ont ¢ié prélevées au moyen d’un collecteur de fractions
antomatique (GILSON, mod. 201).
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Chromatographie liquide haute performance en phase inversée (RP-HPLC)

Les fractions de peptides obtenues par GFC ont é1é concenirées avec un évaporateur rotatif et
analysées par RP-HPLC. Les fractionnements, aussi bicn analytique que semi-préparatif, ont été
effectués sur une colonne u-Bondapak C-18 (3.9 mm x 30 ¢m, taillec de la particule 10 um). Les
peptides ont 1€ élués a températurc ambiante par un gradient linéaire de 30 mn d’un solvent A & 100
% a un solvent form¢ du mélange de A 3 50 % et de B a 50 %, a un taux d’écoulement constant de |
ml/mn (solvent A : cau contenant 0,1 % de TFA ; solvent B : acétotrinile contenant 0,1 % de TFA)
puis détectés & 214 nm. Les séparations HPLC ont ét€ réalisées au moyen d’un systéme HPLC
WATERS comprenant deux pompes mod. 510, un moniteur de gradient automatisé mod. 680, un
module d’injection type automatique mod. 712 WISP, un détecteur UV/Vis & multiples longueurs
d’ondes programmable mod. 490 et une station de travail de chromatographic Maxima 820. Les
fractions ont ét¢é prélevées au moyen d’un collecteur de fraction automatique mod. 201 (GILSON).

Analyse des acides aminés

Les fractions de peptides ont é1é hydrolysées avec 6N HCI, & 105°C pendant 24 h dans des tubes
sous vide. Leur composition en acides aminés a é1é déterminée avec un anal ysateur d’acides aminés
Liguimat III{(KONTRON) au moyen d’un sytéme de tampon citrate de sodium (PIERCE, Pico Buffer
System II).

RESULTATS

Fractionnement GFC des peptides Cs

Le tableau I donne la composition en acides aminés de la fibroine et des fractions obtenues par
hydrolyse enzymatque avec de I’a-chymotrypsine. Les peptides de la fraction Cp provicnnent de la
sous-unité lourde de la fibroine (8], tandis que ceux de la fraction Cs viennent 2 la fois des sous-unités
lourde et légere [9).

Le fractionnement par filtration sur gel des peptides Cs a permis d’obtenir six fractions (Fig. 1)
qui ont &€ appelées Cs-A, Cs-B, ... Cs-F dans "ordre croissant du volume d’élution. Le tableau I1
donne leur composition en acides aminés. Le taux de récupération total des peptides dans I'élution
de filtration sur gel est de 80 %.

SiT’on admet que tous les peptides ont un résidu d’acide aminé aromatique dans leur position
C-terminale, la longueur d’un peptide moyen a éié évaluée de 5 (fraction Cs-F) 4 17 résidus (fraction
Cs-A). Cette évaluation corrobore les résultats d'auntres auteurs [ 3, 9] et semble tout & fait correct pour
toutes les fractions, hormis Cs-A, dont le comportement GFC indique la présence de peptides
beaucoup plus longs. Les tests de filtration sur gel HPLC préliminaires (colonne TSK G-2000, 7,5
mm x 30 c¢m, taille de 1a particule 10 pm, LKB) confirment que ces peptides ont un poids moléculaire
plus €levé que ne le laissait penser Ie nombre moyen de résidus. Des expériences supplémentaires
sont actucllement cn cours afin d’éclaircir cet aspect de la question.

En ce qui concerne la distribution quantitative des peptides dans les diverses fractions, 43,5 %
d’entre eux vont dans la fraction Cs-A. Pour les autres [ractions, la plus importante est la fraction
Cs-E qui est caractérisée par un contenu en glycine et en alanine trés élevé et par un rapport P/NP
similaire a celui des peptides Cp. Cetle fraction différe tout a fait des autres fractions et est similaire
dans sa composition en acides aminés a la fraction S-11I isolée par Kataga et coll. [9].

Analyse RP-HPLC des peptides Cs

La carte peptidique de la fraction Cs totale est plutdt complexe (Fig. 2). Les fractions obtenues
par GFC ont donné, comme prévu, des cartes peptidiques plus simples (Fig. 3 a 8), méme si nos
conditions d’analyses ne nous ont pas permis, dans certains cas, de séparer les peptides
individuellement, comme pour la fraction Cs-A et certains composants mineurs d’autres fractions.
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Fraction Cs-A (Fig. 3, tableau III). Sept fractions ont été séparées ct analysées suivant les
principaux pics RP-HPLC (chaque pic représente un mélange de plusieurs peptides ayant un temps
de rétention similaire).

Une caracténistique particulierement importante est la forte concentration en sérine dans toutes
les fractions (11 %), et le contenu élevé en acides aminés acides dans les fractions A-6 et A-7 (20 %).
11 est a noter que certains de ccs peptides sont similaires dans leur composition aux fractions de
peptides solubles S-1 séparées par Katagata ct coll. [9] par hydrolyse enzymatique de 1a sous-unité
lourde de la fibroine.

Fraction Cs-B (Fig. 4, tableau IV). Le peptide qui caractérise cette fraction a été séparé et sa
composition en acides aminés a ét€ déterminée. La glycine, I’alanine et la sérine sont présentes dans
des proportions similaires a celles rencontrées dans la fibroine. La forte concentration en proling ct
la présence de tyrosine et de phénylalanine dans un rapport molaire de 1/1 constituent une autre
caractéristique remarquable de cette fraction.

Fraction Cs-C (Fig. 5, tableau V). Le peptide C-4 est tout a fait similaire 4 B-1 2 la fois pour
son temps de rétention ¢t pour sa composition. Le premier, toutefois, ne contient pas de proling. Parmi
les autres peptides, C-1, C-3 et C-5 présentent unc forte proportion en acides aminés acides et
aromatiques (particulidrement acide aspartique) et en valing.

Fraction Cs-D (Fig. 6, tableau VI). Ce n’est pas une fraction trés importante du point de vue
quantitatif (voir tableau II). Les fractions séparées et analysées correspondent  six pics : le quatriégme
et le cinquiéme sont constitués de plusicurs peptides. D-1 et D-2 ont pratiquement la méme
composition. D-3 et D-5 sont également tout a fait similaires entre eux ¢t a D-1 et D-2 en ce qui
concerne la concentration en glycine. Les quatre fractions de peptides ont un rapport P/NP tres faible,
comparable a celui de Cp. D-4 et D-6 donnent des concentrations en glycine et en alanine relativement
faibles. Les taux €levés d'acide glutamique ( 11 %) ct de proline (comme pour B-1 et C-5) sont tout
a fait remarquables,

Fraction Cs-E (Fig. 7, tableau VII). C’cst a plus intéressante des fractions obtenues par GFC.
Elle comprend cinq pics bicn séparés qui caractérisent la carte peptidique de la fraction Cs par leur
intensité. Tous les peptides, mis a part le quatriéme, montrent une concentration élevée en glycine.
Le rapport GLY/ALA varic d’ une maniére remarquable d’un minimum de 1,38 (E-1) 4 un maximum
de 2,46 (E-5). Le contcnu en valine augmente au fur et 4 mesure que la concentration en alanine
diminue. En rapport avec la séquence d’acides aminés typique "-gly-X-gly-X-gly-" qui caractérise
une grande partic de 1a molécule de fibroine (sous-unité H), il est possible que la valine occupe les
positions "-X-" plus fréquemment, au lieu de 1’alanine (ou de la sérine), dans certaines régions des
peptides. Les peptides E-1 et E-2 correspondent aux peplides CsA-2 et CsA-3 isolés par F. Lucas et
coll. [3] et aux peptides S-1I1-5a ct S-11I-5b isolés par Katagaia et coll. [9].

Fraction Cs-F (Fig. 8, tableau VIII). C’est la fraction la moins importante du point de vue
quantitatif. Les deux peptides séparés et analysés ont un rapport GLY/ALA asscz élevé. L'un d’eux
contient un taux élevé de tyrosine, tandis que I’autre est riche en acides aminés acides et en valine.
F-2 est le seul des peptides examinés dont 1a concentration en phénylalanine est deux fois plus élevée
que celle de la tyrosine.

DISCUSSION
Les différentes compositions en acides aminés des peptides séparés et analysés par RP-HPLC

montrent des analogies significatives suivant lesquelles les peptides ont ét€ divisés en sept groupes
(tableau IX).
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Les cing premiers groupes représentent environ 2/3 des peptides Cs et sont caractérisés par un
rapport P/NP assez {aible, sans différence notoire par rapport 4 celui de 1a fibroine et de la fraction
Cp. Pour chacun de ces groupes, les principaux acides aminés formant ces peptides sont dans un
rapport constant.

Le sixieme groupe posséde des caractéristiques intermédiaires par rapport aux Cing premiers
groupes ¢t au septieme. Le dernier groupe est plutdt hétérogene. Tous ses peptides, cependant,
contiennent des proportions de glycine et d’alanine relativement faibles et un taux élevé d’acides
aminés polaires et a chaine latérale importante.

Nous avons essayé d’établir une corrélation entre les groupes de peptides mentionnés ci-dessus
et les caraciéristiques chimiques des sous-unites H et L qui constituent la molécule de fibroine.

Actuellement, les compositions en acides aminés, telles que les ont déterminées différents
auteurs, ne concordent pas totalement [16-23]. Toutefois, on pcut supposer que le septieme groupe
est constitué principalement de peptides provenant de !'hydrolyse enzvmatique de la ou des
sous-unités légéres.

11 est possible que le sixi¢éme groupe contienne des fragments de peptides provenant aussi bien
des sous-unités H que des sous-unités L, reliés par au moins une liaison disulfure. La présence de
cystine aurait pu corroborer cette hypothése, mais, au cours de nos analyses, nous n’en avons trouvé
qu’en quantité infime.

Les peptides des cing autres groupes possédent les caractéristiques chimiques de la sous-unité
H. La somme des concentrations en glycine et en alanine dépasse 70 % et la glycine seule s’approche
souvent des 50 %. Ceci confirme le fait que ces peptides appartiennent & la sous-unité lourde dans
laquelle les résidus glycine occupent des positions alternées sur pratiquement I’ensemble de la
molécule [8,9, 15]. I est utile de souligner que tous ces peplides pourraient &tre répartis sur un nombre
relativement limité de groupes (quatre, 4 I'exclusion du premier groupe qui n’est pas trés important
sur le plan quantitatif). Ceci nous amene a penser que, méme dans les régions dites amorphes de la
sous-unité H, un nombre réduit de séquences peptidiques courtes alternent de manigre répétitive. Dans
ce cas, le modele de structure co-polymeére, proposé jusqu’a présent comme structure primaire de la
chaine lourde de fibroine comme un tout [15], devrait également étre appliqué aux régions amorphes
de la sous-unité H.

La plupart des peptides des cing premiers groupes ont un indice hydrophobique (exprimé par le
rapport P/NP) tout 4 fait similaire a celui des peptides Cs. On peut donc supposer que les propriétés
chimiques des régions ditcs amorphes ne sont pas si différentes de celles des régions cristallines. Du
point de vue physique, les peptides Cs de la chainc H nc peuvent prendre part a la formation des
structures cristallines strictement ordonnées. La présence fréquente dans leur séquence d’acides
aminés ayant de longues chaines latérales permet d’éviter un tassement avec les chaines de fibroine
adjacentes, comme c’est le cas pour les peptides Cs des régions cristallines [11].

Scloncertains auteurs, il est possible que le pourcentage en poids de la sous-unité L (en référence
a la molécule de fibroine constituée par les deux sous-unités H ¢t L pour un rapport molaire de 1/1),
s'échelonne de 72 10 [22, 24, 15]. 1l semble que cette évaluation soit confirmée par la répartition
des peptides séparés et analysés dans cette étude.

CONCLUSION
Les résultats obtenus dans cette étude nous ont permis de faire une description assez détaillée

des caractéristiques physico-chimiques des régions amorphes de la sous-unité H, méme si I'on est
encore loin de connaitre parfaitement leur structure primaire.
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Etant donné la complexité de la fraction Cs, il n’a pas ét¢ possible de délimiter clairement les
peptides de la ou des sous-unités L et d’évaluer le nombre et 1a répartition des différentes liaisons
disulfures liant les sous-unités de fibroine.

A cet égard, nous pensons que des informations plus intéressantes pourraicnt étre obtenues grace
al'analyse d’une autre fraction soluble de fibroine par hydrolyse enzymatique avec la trypsine. Dans
des tests préliminaires, un groupe de peptides particuli¢rement riches en cystine a été isolé. Son
fractionnement HPLC est actuellement en cours et les résultats seront communiqués prochainement.
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GENETIC ANALYSIS OF SOME QUANTITATIVE TRAITS BY
DIALLEL CROSS IN SILKWORM, BOMBYX MORI L.

S.B. SATENAHALLIL R. GOVINDAN & J.V. GOUD.

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

The genetic analysis was carried out for larval duration, pupal duration, moth emergence and
fecundity in 7 x 7 diallel cross of silkworm Bombyx mori by components and graphical analysis.
Additive gene action operated for pupal duration and moth emergence while non-additive one was
observed for others. Duplicatory type of eptsiatic gene interaction was encountered for all traits
except larval duration for which interaction was inconclusive.

Keywords : Bombyx mori, genetic analysis, quantitative traits.

INTRODUCTION

Knowledge on the nature of gene action and number of genes controlling the expression of a
quantitative trait is of paramount importance to the breeder to have a sound breeding programme.
Since the quantitative traits are governed by polygenes, their inheritance is complex in nature, Hence,
these are 1o be studied by the application of sophisticated biometrical methods. Diallel technique is
one such method which has been used for genctic analysis in silkworm, Bombyx mori L.
(Krishnaswamiezal., 1964 ; Senguptaet al., 1974 ; Gamo and Hirabayashi, 1983). Perusal of available
literature revealed no information on the genetic analysis of larval duration, pupal duration, moth
emergence and fecundity. As such present investigation was therefore undertaken to determine the
degree of dominance and presence of epistatic gene interaction and the results are reported in this
paper.

MATERIALS AND METHODS

Seven inbred lines, namely, Purc Mysore (PM) and C. Nichi (CN) being muluvoltine and
Saniish-18 (SH), J112 (J1),J122(J2), Kalimpong-A (KA) and NB7 (NB) being bivoltine were crossed
in 7 x 7 diallel fashion to obtain 42 F; s. All the 42 combinations along with seven parents werc reared
simultaneously under a controlled room temperature of 27+ 2°C in the same room during April 1986
as per Krishnaswami (1978). Each plot was replicated three tumes. For each replication of a plot, 500
eggs were sampled from five layings and after third moult 300 individuals were used for each
replication for determining the total larval and pupal duration. To determine the fecundity, five
layings were used for counting the total number of eggs laid by an individual female moth. The
analysis of variance was carried out as per the methods of Panse and Sukhatme (1961). Genetic
components of variance in the broader and more inclusive way and graphic analysis were carried out
by the methods of Jinks and Hayman (1953) and Hayman (1954a, b) and inferences were drawn.
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Table I. Laryal _duration,lp
and ¥1 hybrids in a comple

Tableau I, Période larvaire, période nymphale, émergence du

upal duration, moth emergence and fecundity of parents
te diallel cross of seven silkworm strains.

illon et fécondité des

a
parents et des hybrides F| dans un croisement dialléle complefdep sept souches de vers

a soie.
Entries Larval duration Pupal duration Moth emergence  Fecundity
Données Durée larvaire Période nymphale Emergence des papillons Fécondité
(hr) (hr) (%)

Parents

PM 677 289 99.60 358.17
(86.62)

CN 560 287 99.03 350.50
(84.35)

SH 639 338 93.14 480.00
(74.85)

J-1 616 321 92.95 45433
(74.65)

J-2 634 335 92.46 411.00
(74.09)

KA 662 360 95.79 427.17
(78.17)

NB 633 378 93.97 448.00
(75.88)

Fr’s

PM x CN 595 286 99.19 496.67
(84.93)

PM x SH 619 296 98.47 584.17
(82.83)

PMxJ-1 601 306 99.03 568.50
(84.39)

PMx J-2 602 303 98.56 578.67
(79.90)

PMx KA 631 305 99.06 525.83
(84.42)

PM x NB 616 302 97.45 571.00
(80.92)

CN xPM 580 262 97.65 473.33
(81.17)

CNx SH 606 319 97.48 541.00
(80.91)

CN xJ-1 596 317 97.71 600.83
(81.56)

CNxJ-2 592 303 97.53 633.00
(81.02)

CNx KA 594 318 95.62 585.67

Continued / Suite page suivante
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Table 1. Continued / Tableau 1. Suite

Entries Larval duration Pupal duration Moth emergence  Fecundity
Données Durée larvaire Période nymphale Emergence des papillons Fécondité

(hr) (hr) (%)

(77.96)

CN x NB 603 315 93.64 608.17
(75.40)

SH x PM 599 305 95.96 592.50
(78.49)

SHxCN 580 288 92.72 629.00
(74.37)

SHx J-1 596 325 92.77 570.83
(74.41)

SHxJ-2 607 325 95.08 492.50
(77.28)

SHx KA 621 342 96.99 539.17
(80.05)

SH x NB 606 343 95.67 612.83
(78.00)

J-1xPM 592 281 97.41 533.83
(80.78)

J-1xCN 562 293 95.57 529.83
(77.98)

J-1x SH 588 328 93.79 566.17
(75.61)

J-1x12 615 337 95.51 482.83
(77.81)

J-1x KA 601 319 90.09 49583
(84.55)

J-1x NB 587 328 94.69 587.83
(76.75)

J-2x PM 579 298 94.55 511.00
(76.48)

J-2xCN 567 297 95.82 443.33
(78.24)

J-2x SH 592 331 95.23 460.00
(77.39)

J2x7J-1 589 311 94.22 451.50
(76.11)

J2x KA 618 325 98.32 531.50
(82.58)

J-2x NB 606 341 96.57 542.33
(79.32)

KA x PM 580 308 96.13 470.17

(78.68)

Continued / Suite page suivante
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Table I. Continued / Tableau I. Suite

Entries Larval duration Pupal duration Moth emergence  Fecundity
Données Durée larvaire Période nymphale Emergence des papillons Fécondité
(hr) (hr) (%)

KAxCN 541 296 93.67 465.00
(75.49)

KA xSH 630 333 94.33 567.50
(76.23)

KAx]J-1 606 322 94.15 550.67
(76.04)

KAx]J-2 603 334 92.04 476.50
(73.64)

KA x NB 629 328 94.85 482.17
(77.54)

NB x PM 598 288 98.16 498.00
(82.23)

NB xCN 581 297 92.32 489.67
(73.91)

NB x SH 616 329 91.86 507.17
(77.74)

NB xJ-1 569 324 91.90 497.67
(73.52)

NB xJ-2 584 344 93.56 422.00
(75.37)

NB x KA 634 360 90.33 414.00
(71.98)

SEmz+t 3.47 3.93 1.53 13.93

Ecart type £

C.D.at5% 9.61 10.9 4,24 38.62

Figures in parentheses are angular transformed values. /
Les chiffres entre parenthéses expriment les valeurs transformées angulaires.
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RESULTS AND DISCUSSION

The results of the investigation are discussed below.

The per se performance of parental breeds and F1’s in respect of larval duration, pupal duration,
moth emergence and fecundity has been furnished in Table I. Fis KA xCN, J-1 xCN and
J2 x CN; CN x PM, J-1 x PM,PMxCNand SHx CN ; NB x KA, J-1 x KA, PM x KA and
PMxJ-1and CN xJ-2, SH x CNand SH x NB were top performers for larval duration, pupal duration,
moth emergence and fecundity, respectively (Table I). F test indicated that the variances in respect
of all the four traits tested were highly significant (Table II).

Table I1. Analysis of variance in four quantitative traits in complete diallel set of
silkworm.

Tableau I1. Analyse de variance pour quatre traits quantitatifs d’un lot de vers a soie
en dialléle complet.

Mean sum of squares / Somme moyenne des carrés

Source DF Larval duration Pupal duration Moth emergence  Fecundity
Source  Degré Période larvaire Période nymphale Emergence du papillon Fécondité

liberté

(hr) (hr) (%)

Replication 2 17.00 55.0* 047 322.00
Répétitions
Treatment 48 1932.71** 1571 58** 38.01** 13692.06**
Traitement
Error 96 18.08 23.22 3.53 291.29
Erreur
SE@) 3472 3.934 1.533 13.935
Ecart type (%)
CD.at5% 6.80 7.71 3.00 27.31

* Significant deviation from zero but not from unity / Ecart significatif de zéro mais pas de I' unité.
** Significant deviation from both zero and unity / Ecart significatif de zéro et de I unité.

Larval duration :

Higher dominance magnitude (Hi) than additive as well as high level significance of Hz
suggested the importance of dominant gene action in the inheritance of larval duration (Table III).
High level significance of D also indicatcg the possible role of additive gene action. The heritability
in narrow sense was 0.483. The value of h“/ Hz indicated 2 to 3 groups of effective factors involved
for this trait. The regression line of Wr on V; passed through Wr axis slightly above the point of origin
(Fig. 1A) thus suggesting the operation to be towards complete dominance. The parental breeds except
PM(P) and KA(K) had excess of dominant genes (Fig. 1B). Comparison of distribution of array points
with respect to b-line did not indicate specific gene interaction (Table IV).
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Pupal duration :

Additive component (D) was higher than dominance components (H12H2) suggesting
predominance of additive effects. The ratio f VHi1/D was 0.54. The values of hB (0.985) and hy
(0.866) indicated very high heritability. K= h” / H2 was 2.66 thus revealing the involvement of 2 to
3 groups of dominant genes in the control of this trait. Interception of W axis by the regression line
(b= 0.951 + 0.08) above origin (Fig. 2A) clearly demonstrated the operation of partial dominance.
Further, the distribution of parental array in Fig. 2A and 2B suggests duplicatory type of epistatic
gene interaction in the contro! of pupal duration. The correlation between Yr and (Wr + Vi) was
positively significant (Table IV) indicating desirable effect of concentration of dominant genes among
the parents in reducing pupal duration.

Table IIL. Estimation of genetic parameters in four quantitative characters of the
silkworm.

(Ti'ableau 1. Estimation des paramétres génétiques pour guatre caractéres quantitatifs
u ver a sole.

Genetic parameter Larval duration Pupal duration Moth emergence  Fecundity
Paramétre génétique Durée larvaire Durée nymphale Emergence des papillons Fécondité

D 1397.00 1143.00 24.59 2292.00
Hi 1484 .00 331.61 15.19 13379.15
Ha 1204.00 251.72 10.93 11377.85
F 1103.00 304.70 16.19 2986.00
E 6.03 7.74 1.18 97.10
YHI/D 1.03 0.54 0.79 2.41
hg 0.989 0.985 0.885 0.973
hN? 0.483 0.866 0.618 0.182
K=h?/ Ha %77 2.66 -0.05 3.10

Moth emergence :

The additive component was more (24.59) compared to dominance components - Hy (15.19)
and Hz (10.93) for the rate of moth emergence (Table I1I). Further the ratio of VHi/D (0.79) indicated
partial dominance. This trait had broad sense heritability of 0.885, while narrow sense heritability
was 0.618. All these indicated the operation of additive gene action in expression of this trait. The
number of groups of dominant genes governing moth emergence was not conclusive. Graphical
analysis also suggested the operation of partial dominance as the regression line intersected Wr axis
above the origin (Fig. 3A). Parental array point distribution indicated C. Nichi (C) and J112 (J1) to
possess maximum concentration of recessive genes. The interaction was of duplicatory type ol
epistasis (Fig. 3A & B). Correlation between Yrand (W + V) was positive but non-significant (0.452)
indicating the importance of recessive genes for improvement of this character in positive direction
(Table IV).

Fecundity :

The additive component was much less (2292.0) than the dominance components
(H1 =13379.15 ; Hz = 11377.85) thus revealing the importance of overdominance in expression of
this character {Table III). Low heritability in narrow sense (0.182) also indicated predominant role of
dominant gene action. Nevertheless, Jolly et al. (1965) reported additive gene action for fecundity in
B. mori while studying the effect of genetic diversity on hybrid performance among multivoltine
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breeds. The value of h* / Hy indicated 3 groups of dominant genes in control of this trait. Graphic
representation of gene action (Fig. 4A & B) too revealed overdominance gene action confirming the
ratio of VH1 /D, The regression value of Wron Vr (b= 1.011 % 0.124) has not deviated significantly
from unity (Table 1V) suggesting the absence of large quantity of epistasis. However, the pattern of
scattering of array points in (Wr, Vr) and ( Wy, W'} graphs (Fig. 4A & B) with respect to theoretical
regression line exhibited duplicatory type of interaction. Correlation between Y and (W, + Vi) was
negatively significant and hence concentration of dominant genes results in increasing fecundity.

Table IV. Regression coefficients of Wr on Vr, correlation between Yr and (Wr +
Vr) and gene interaction for quantitative traits in silkworm, Bombyx mori L.

Tableau IV. Coefficients de régression de Wr sur Vr, corrélation entre Yr et (Wr + Vr)
et interaction génétique pour les traits quantitatifs chez le ver a soie, Bombyx mori L.

Character Y Regression of Wron Vr  Type of gene  Correlation between
intercept  with standard error interaction indicated Yr and (Wr + Vr)

Caractére IntersectionRégression de Wr sur Vr Type d’interactions Corrélation entre

N avec écart type de génes Yret(Wr+Vr)
Larval duration  72.00 0.785** + 0.069 No indication 0.785+
Durée larvaire Sans indication
Pupal duration  214.03 0.951* £ 0.080 Duplicatory 0.901++
Durée nymphale Duplicat
Moth emergence 1.90 0.992* +0.346 Duplicatory 0.452
Emergence des Duplicat
papillons
Fecundity -2846.48 1.011* £ 0.124 Duplicatory -0.891++
Fécondité Duplicat

* Significant deviation from zero but not from unity / Ecart significatif de zéro mais pas de I unité.
** Significant deviation from both zero and unity / Ecart significatif de z2éro et de I' unité.

+ Significant at 5 % probability level / Significatif a une probabilité de 5 .

++ Significant at 1 % probability level / Significatif a une probabilité de 1 %.

The results of estimation of genetic parameters and the regression analysis of Wr on Vrindicated
that additive component was more predominant for pupal duration as well as moth emergence. Thus
these characters were recognized to have incomplete dominance. However, larval duration has a
tendency to be controlled by complete dominance whereas fecundity exhibited overdominance as the
dominance effects were larger than the additive ones. The gene interaction for three traits was of
duplicatory type of epistasis while for larval duration no such interaction was encountered. As aresult
of this study, it is suggested that moth emergence could be further improved by selection process and
fecundity could be improved through exploitation of heterosis. On the other hand, improvement in
larval duration may be achieved through recurrent selection as both additive and non-additive
components were equally important for this trait.
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ANALYSE GENETIQUE DE CERTAINS TRAITS
QUANTITATIFS PAR CROISEMENT DIALLELIQUE CHEZ LE
VER A SOIE BOMBYX MORI L.

S. B. SATENAHALLIL R. GOVINDAN et J. V. GOUD.

Decpartment of Sericulture, University of Agricultural Sciences, Bangalore - 560065, Inde.

L’ étude génétique a porié sur la durée de la période larvaire et de la période nymphale,
I’émergence du papillon et la fécondité par croisement dialléle 7 x 7 du ver @ soie Bombyx mori, par
analyse des composants et analyse graphique. L’action de génes additifs concerne la période
nymphale et I’ émergence du papillon alors que des génes non additifs opérent dans les autres cas.
On observe pour tous ces traits une interaction de génes épistatiques excepté pour la durée de la
période larvaire pour laquelle une interaction n’a pu étre démontrée.

INTRODUCTION

La connaissance de la nature et du nombre de génes qui contrdlent I’expression d’un caractére
quantitatif a une importance capitale pour I’éleveur afin qu’il puisse avoir un programme siir. Puisque
les caractéres quantitatifs sont régis par des polygenes, leur hérédité est de nature complexe. De ce
fait, ceux-ci doivent &tre étudiés en utilisant des méthodes biométriques sophistiquées. La technique
de croisement diallele est une méthode quia €€ utilisée pour I’analysc génétique du ver a soie Bombyx
mori L. (Krishnaswami et coll., 1964 ; Sengupta et coll., 1974 ; Gamo et Hirabayashi, 1983). Les
ouvrages disponibles ne donnent aucune information sur ’analyse génétique de la durée de la période
larvaire et nymphale, sur I’émergence du papillon et la fécondité. Cette étude a donc é1é faite afin de
déterminer le degré de dominance ainsi que la présence d’interaction de genes épistatiques.

MATERIELS ET METHODES

Sept lignées consanguines a savoir Pure Mysore (PM) et C. Nichi (CN) races multivoltines et
Saniish-18 (SH),J112 (J1),J 122(J2), Kalimpong-A (KA) et NB7 (NB) races bivoltines, ont ét€ croisées
en diallele 7 x 7 afin d’obtenir 42 Fi. Les 42 combinaisons ainsi que les 7 parents ont €€ élevés
simultanément dans une méme pidce A température ambiante de 27 + 2°C en avril 1986, selon
Krishnaswami, 1978. Trois réplicats ont €t€ faits sur chaque lot. Dans chaque réplicat, S00 oeufs ont
été selectionnés dans cing pontes et  la troisigme mue 300 individus ont €t utilisés pour chaque
réplicat afin de déterminer les duré€es des périodes larvaire et nymphale totales. Afin de déterminer
la fécondité, cing pontes ont £t€ utilisées pour calculer le nombre total d’oeufs pondus par un papillon
femelle. L’analyse de la variance a été réalisée selon la méthode de Panse et Sukhatme (1961). Les
composants génétiques de variance au sens large et ’analyse graphique ont éi€ obtenus selon les
méthodes de Jink et Hayman (1953) et Hayman (19544, b).

RESULTATS ET DISCUSSION
La performance propre des races parentales et des hybrides Fi en ce qui concerne la période

larvaire, la période nymphale, I’émergence du papillon et 1a fécondité est donnée dans le tableau I.
Les hybrides F1 KAXCN, J-1xCNet J-2xCN; CNxPM, J-1 xPM, PMxCNet SHxCN;
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NB x KA,J-1x KA, PMxKAectPMxJ-1etCN xJ-2, SH x CN et SH x NB donnent les meilleures
performances en ce qui concerne la période larvaire, la période nymphale, I’émergence du papillon
etlafécondité, respectivement (tableau I). Le test Findique que, pour ces quatre caractéres, la variance
était tout a fait significative (tableau II).

Période larvaire :

L’ordre de grandeur de dominance plus élevée (H1) que I’additivité ainsi qu’une signification
plus €levé de (Hz) suggerent I'importance de I’action d’un géne dominant dans I"hérédité de la durée
de la période larvaire (tableau IIT). Un degré de signification élevé de D indique également le role
possible d’un gene additif. L héritabilité au sens strict est de 0,483. La valeur de h“/Hz indique 2 3 3
groupes de facteurs effectifs impliqués pour ces caracteres. La droite de régression de Wrsur Vr coupe
I"axe Wr légerement au-dessus du point d’origine (Fig. 1A) et suggére ainsi une tendance vers une
dominance totale. Les races parentales, & I’exception de PM(P) et KA(K) ont un excés de génes
dominants (fig. 1B). La comparaison de la distribution des points et dc la droite b n’indique pas
d’interaction de géne spécifique (tableau IV).

Période nymphale :

Le composant additif D est plus élevé que les composants de dominance (H, Ha) ce gui suggére
ung prédominance des effets additifs. Le rapport HyD est de 0,54. Les valeurs de hB* (0,985) et
hn“ (0,866) indiguent une héritabilité trés élevée. K = h“/Ha est égal 2 2,66 et traduit donc 1 “implication
de 2 & 3 groupes de genes dominants dans le contrdle de ce caractére. La rencontre entre 'axe Wr et
la droite de régression (b = 0,951 + 0,08) au dessus du point d’origine démontre clairement la
dominance partielle. De plus, la distribution des points parentaux dans les fig. 2A ct 2B indique une
intéraction de génes épistatiques de type duplicatif dans le controle de la période nymphale. La
corré¢lation entre Yr et (Wr + Vr) est significativement positive (tableau IV), ce qui indique un effet
positif de concentration de génes dominants chez les parents pour la réduction de fa durée de la période
nymphale.

Emergence du papillon :

Le composant additif est plus bas (24,59) que les composants de dominance_Hj (15, 19) et Ha
(10,93) en ce qui conceme le taux d’émergence (tableau I11). De plus, le rapport YH;/D (0,79) traduit
une dominance particlic. Au sens farge, ce caractére & une héritabilité de 0,885, et une héritabilité de
0,613 au sens strict. Ceci démontre le role de I'action de genes additifs dans I'expression de ce
caractere. Le nombre de groupes de génes dominants qui influencent 1’émergence du papillon n’est
pas défini. L’analyse graphique suggere également un phénoméne de dominance particlle puisque la
droite de régression rencontre I’axe Wr au dessus du point d’origine (fig. 3A). La distribution des
points parentaux montre que C. Nichi (C) etJ112 (J1) possédent une concentration maximale de geénes
récessifs. L'interaction est un modgle de type duplicatif d’épistasic (fig. 3A & B). Lacorrélation entre
Yret(Wr +Vr)estpositive mais non significative (0,452) et souligne I'importance des genes récessifs
pour améliorer ce caractdre.

Fécondité :

Lecomposant additif estmoins élevé (2292,0) que les composants de dominance (Hi = 13379,15;
Hz = 11377,85), ce qui révéle I'importance de la sur-dominance dans Pexpression de ce caractére
(tableau IIT). Une faible héritabilité au sens strict (0,182) indique également le role majeur de I'action
de génes dominants. Néanmoins, Jolly et coll. (1965) signalent I'action de génes additifs sur la
fécondité chez B. mori durant I'étude de ’effet de 'f diversité génétique sur la performance des
hybrides chez les races polyvoltines. La valeur de h“/H2 suggére qu’il existe 3 groupes de génes
dominants pour ce caractére. La représentation graphique de I’action des génes (fig. 4A & B) révele
aussi I'action de génes sur-dominants et confirme le rapport VH1/D. La valeur de régression de Wr
sur Vr (b= 1,011+ 0,124) ne varie pas de fagon significative de 1’unité (tableau IV), ce qui suppose
I"absence d’une quantité importante d’épistasic. Néanmoins la distribution des points sur (Wr Vr) et
sur les graphiques (Wr Wr’) (Fig. 4A & B) par rapport 2 la droite de régression théorique montre un
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type d’interaction duplicatif. Lacorrélation entre Yret (Wr+ Vr) estnégative de maniére significative;
la concentration de génes dominants ne fait donc qu’augmenter la fécondité.

Les résultats de I’estimation des paramétres génétiques et I'analyse de régression de Wr sur Vr
indiquent que le composant additif prédomine d’avantage pour la durée de la période nymphale ct
I’émergence du papillon. De ce fait, ces caractéres présentent une dominance incompléte, Néanmoins,
la durée de la période larvaire tend a €tre contrdlée par une dominance compléte alors que la fécondité
montre une sur-dominance puisque les effets de dominance sont plus importants que les effets additifs.
Pour trois de ces caractéres, I'interaction des génes semble suivre le modele duplicatif d’épistasie
alors que cette interaction n’apparait pas pour la période larvaire. Cette étude permet de constater que
I’émergence du papillon peut étre améliorée par le procédé de sélection et la fécondité peut étre
am¢liorée grace a I'exploitation de I’hétérosis. D’autre part, la durée de la période larvaire peut étre
diminuée par des sélections renouvelées, puisque les composants tant additifs que non-additifs ont
une importance égale pour ce caractére.
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GIBBERELLIC ACID IMPROVES THE COMMERCIAL
CHARACTERISTICS OF SILKWORMS

M. SANTAKUMARI, V.M. SREEDHARA & R. A. FLETCHER *

Department of Environmental Biology, University of Guelph, Guelph, Ontario, N1G 2W1,
Canada.

Larvae of Silkworm, Bombyx mari L., were fed a diet of mulberry leaves sprayed with either
water or gibberellic acid (GA3). The growth, reproduction and commercial characters of silkworm
were recorded. The body weight of larvae and fecundity of silkworms fed on treated leaves were
higher than the controls. The treatment improved several important economic characteristics such
as cocoon yield, filament length, randitta and significantly increased silk production.

Keywords : Bombyx mori, gibberellin, mulberry, sericulture.

INTRODUCTION

The isoprenoid pathway occurs in several organisms and generates many metabolically
important compounds, including plant, fungal, insect and animal hormones (Betyia & Porter, 1976).
Since the intermediates in the pathway are the same for these organisms, there is the potential of
mutual interaction through the food chain. Locust extracts containing ecdysone and gibberellic acid
(GA3), a plant hormone, increased internode length in peas and shortened the moulting period in
locusts (Carlisle et al., 1963) and it was concluded that ecdysone and GA3 have similar effects on
both plants and locusts. The silkworm is entirely dependent on mulberry leaves as a food source and
the protein content of the leaves plays an important role in silk production. GA3 retards senescence
and increases protein levels in detached leaves of certain species (Fletcher & Osborne, 1965). Due to
the intricate inter-relationships between plant growth substances, the insect and the physiological
status of the leaf, the influence of GA3 on metamorphosis and commercial characteristics of silkworm
were explored.

MATERIALS AND METHODS

Larvae of Bombyx mori, a hybrid from a cross between multivoltine fmd bivoltine, were fed
mulberry (Morusalba L. Var Kanva 2) leaves sprayed with GA3 (100 ug mI™') starting from the first
day of the third instar till spinning stage. Protein content in leaves was measured according (o the

* To whom correspondence should be addressed.
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Fig. 1 : Increase in body weight of silkworm larvae from third to fifth instar
showing stimulation of GA3 treatment ng over the controls D

~
Fig. I : Croissance du poids des larves de ver a soie du troisiéme au cinquiéme dge
montrant la stimulation par le traitement GA3 par rapport aux témoins D .
Y
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methods described by Bradford (1976). Larvae were maintained at temperatures ranging from 30 to
26°C from early to late instars, with a relative humidity of 65 to 70 % throughout the rearing period.
Corresponding control sets of larvae were fed with leaves sprayed with distilled water. The growth,
reproduction and commercial characteristics of the silkworm were recorded. Each sample consisted
of 5 trays containing 100 worms per tray.

Table I. Influence of GA3 on silkworm and protein content of mulberry leaf.

szbl_eau L. Influence de GA3 sur le ver d soie et le contenu en protéines de la feuille de
mirier.

Character Control GAs3 - treated
Caractéres Témoins Traités avec GA3
Mortality of larvae (%) 47+1.1 2.0+0.46
Mortalité larvaire (%)

Pupal weight (g) 1.1£0.09 1.3+£0.08
Poids nymphale (g)

Fecundity 580+ 18 6401 16
Fécondiié

Weight of 100 eggs (mg) 55£0.9 58+1.01
Poids de 100 oeufs (mg)

Protein in leaves (mg/g DW) 150+ 0.25 163 £ (.89

Proiéines dans les feuilles (mglg DW)

Larval mortality occurred during fourth and fifth instar. Fecundity - number of eggs laid by single female
moth. Weight of 100 eggs was from an average of 12 groups collected from 10 silkworms per sample.

Mortalité larvaire survenue pendant les quatriéme et cinquiéme dges. Fécondilé - nombre d’ oeufs pondus
par un papillon femelle. Le poids de 100 oeufs est la moyenne de 12 groupes dont 10 vers par échantillon.

RESULTS AND DISCUSSION

The per cent mortality of the silkworm larvae in the controls were twice that of those fed with
GAj3 treated mulberry leaves (Table I) and the body weight of the larvae was consistently higher than
the control throughout the duration of the experimen: from the third to the fifth instar with a 30 %
increase by the end of the fifth instar (Fig.1). The moths of insects being fed the GA3 treated leaves
laid more eggs per female (fecundity), thereby yielding more silkworms for further rearing. The eggs
from both the control and treatment were highly fertile with an average hatching rate of 98 %.

The silkworm is an economically important insect and GA3 improved several of the commercial
characteristics essential for the silk industry (Table II). The major factors that influence production
of silk are cocoon yield, filament length and randitta, all of which were significantly improved by
GAs. The observed effects of GA3 on the silkworm could be mediated either by a direct effect of the
planthormone on the metamorphosis of the insect or indirectly by its influence on the mulberry leaves.
The addition of GA3 to detached leaves delays senescence of certain species (Thimann, 1980).
Retardation of senescence by GA3 in Taraxacum sp. was associated with a stimulation of C™ leucine
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Table I1. Influence of GA3 on commercial characteristics of silkworm

Tableau I1. Influence de GAz sur les caractéristiques commerciales du ver a soie.

Commercial characters Control GA;3 - treated
Caractéres commerciaux Témoins Traités avec GA3
Cocoon yield * (kg) 60.0+2.0 70.0x2.7
Rendement en cocons * (kg)

Number of cocoons per kg 700.0+2.6 646038
Nombre de cocons par kg

Cocoon weight (g) 1.2+ 0.06 1.5+£0.09
Poids du cocon (g)

Shell weight (mg) 200.0+£0.01 260.0+0.01
Poids de la coque (mg)

Shell** (%) 17.0£1.0 17.2+1.05
Cogque** (%)

Filament length (m) 7720138 965.0x4.6
Longueur du filament (m)

Randitta*** 13.0£09 11.0£0.85

Rendement a la bassine ***

* Yield per 100 DFL (Disease free layings) / Rendement pour 100 Pontes saines.
** Waste after removal of silk / Déchet aprés prélévement de la soie
**+* Number of kg of cocoons required to reel 1 kg of raw silk / Nombre de kg de cocons nécessaires pour
dévider 1 kg de soie grége
Cocoon and shell weight are the average values from 50 cocoons. [ Le poids du cocon et de la coque
sont les valeurs moyennes de 50 cocons.

incorporation into protein indicating enhanced protein synthesis (Fletcher & Osborne, 1965 ; 1966).
In detached mulberry leaves, GA3 has been reported to delay senescence (Boraiah et al., 1987) and
its effects on enhanced protein levels (Table I) could be factors that contribute to the improvement
of silk production. The effects of GA3 on protein quality was not determined. However, irrespective
of whether the effects of the hormones on silkworm are direct or indirect, the conclusion of this study
is that application of GA3 to detached mulberry leaves as a supplement to the silkworm diet is
beneficial for the sericulture industry.
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L’ACIDE GIBBERELLIQUE AMELIORE LES
CARACTERISTIQUES COMMERCIALES DES VERS A SOIE

M. SANTAKUMARI, VM. SREEDHARA & R.A. FLETCHER *
Departmental of Environmental Biology, University of Guelph, Guelph, Ontario Canada N1G 2W1

Les larves du ver a soie, Bombyx mori L. ont été nourries d’ un régime de feuilles de miirier
aspergées soit avec de ['eau soit avec de !'acide gibbérellique (GA3). Les caractéristiques de
production, de croissance et commerciales ont été enregistrées. Le poids du corps des larves et la
fécondité des vers a soie nourris de feuilles traitées sont plus élevés que pour les témoins. Le traitement
améliore plusieurs caractéristiques économiques importantes telles que le rendement en cocons, la
longueur du filament, le rendement a la bassine et augmente de fagon significative la production de
sole.

INTRODUCTION

La voic métabolique des isoprénoides existe chez plusicurs organismes et engendre beaucoup
de composés importants métaboliquement, comprenant les hormones des plantes, des champignons,
des insectes et des animaux (Belyia et Porter, 1976). Etant donné que les intermédiaires de cette voie
métabolique sont les mémes pour ces organismes, il existe un potentiel d’interactions mutelles &
travers la chaine alimentaire. Des extraits de sauterelle contenant de Vecdysone et de Pacide
gibbérellique (GA3), une hormone de plante, accroissent la longueur des entre-noeuds chez les pois
ct raccourcissent la période de mue chez les locustes (Carliste et coll., 1963) ce qui conduit & conclure
que I'ecdysone et le GA3 ont des effets similaires sur les plantes et les sauterelles. Le ver a soie est
entierement dépendant des feuilles de mirier comme source de nourriture et le contenu en protéines
des feuilles joue un role important dans la production de soie. GA3 retarde la sénescence et augmente
les niveaux en protéines des feuilles de certaines especes (Fletcher et Osborne, 1965). En raison des
inter-relations complexes entre les substances de croissance de la plante, I’insecte et I’état
physiologique de la feuille, I'influence de GA3 sur la métamorphose et les caract@ristiques du ver &
soie ont été explorées.

MATERIELS ET METHODES

Les larves de Bombyx mori, un hybride issu d’un croisement entre un polyvoltin et un bivoltin,
ont été nourries avec des feuilles de mirier (Morus alba L. Var Kanva 2) aspergées de GA3 (100 pg
ml’! } du premier jour du troisizme age jusqu’au stade du filage. Le contenu en protéines des feuilles
a été mesuré sclon les méthodes décrites par Bradford (1976). Les larves ont ét€ maintenues a des
températures variant de 30 & 26°C des premiers aux derniers 4ges, avec une humidité relative de 65
2 70 % pendant la période d’élevage. Les lots témoins correspondants ont €€ nourris avec des

* Personne i contacter pour toute correspondance.
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feuilles aspergées d’caudistillée. La croissance, les caractéristiques commerciales et de reproduction

du ver a soie ont €té enrcgistrées. Chaque échantillon comprenait 5 plateaux contenant 100 vers
chacun.

RESULTATS ET DISCUSSION

Le pourcentage de mortalité chez les larves témoins est deux fois plus important que chez celles
nourries avec les feuilles de mirier traitées au GA3 (Tableau I) et le poids du corps des larves est
nettement plus €levé que chez les témoins pendant toute 1a durée de 1'expérience du troisieme au
cinquitme age avec une augmentation de 30 % a la fin du cinquieme age (Fig.1). Les papillons des
insectes nourris avec les feuilles traitées au GA3 ont pondu plus d’ocufs par femelle (fécondité) d’ou
une production plus importante de vers 2 soie pour un élevage ultérieur. Les oeufs des papillons
témoins et des papillons traités étaient tous trés fertiles avec un taux moyen d’éclosionde 98 %. Le
ver a soie estun insecte économiquement important et le GA3 améliore plusieurs des caractéristiques
commerciales essentielles pour I'industric de la soie (Tableau II). Les facteurs principaux qui
influencent la production de soie sont le rendement en cocons, la longueur du filament et le rendement
a la bassine ; tous sont améliorés de fagon significative par le GAs. Les effets observés du GAs sur
le ver a soie peuvent &tre interprétés soit par un effet direct de ’hormone de la plante sur la
métamorphose de I'insecte soit indirectement par son influence sur les feuilles du miirier.
L’adjonction de GA3 sur des feuilles détachées retarde la vieillissement de certaines espdces
(Thimann, 1980). Le retardement de la séncscen&e par le GA3 pour I'espece Taraxacum est associée
a une stimulation de I"incorporation de leucine ' "C dans les protéines indiquant une stimulation de
la synthese des protéines (Fletcher et Osborne, 1965 ; 1966). Pour les feuilles détachées du mirier on
aremarqué que le GAa retarde le vieillissement (Boraiah et coll., 1987) et que ses effets entraine un
niveau de prot¢ines accru (Tableau I). Ceci pourrait étre des facteurs qui contribuent A I’amélioration
de la production de la soie. Les effets du GA3 sur la qualité des protéines n’ont pas été déterminés.
Cependant, que les effets des hormones sur le ver a soie soient directs ou indirects, la conclusion de
cette étude est que I"application de G A3 sur des feuilles de mitrier détachées est bénéfique 2 1industrie
de la sériciculture.
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EFFECT OF POTASSIUM IODIDE, COBALT CHLORIDE,
CALCIUM CHLORIDE AND POTASSIUM NITRATE ON
PROTEIN, RNA AND DNA CONTENTS OF SILKGLAND OF
SILKWORM (BOMBYX MORI L.), NISTARI RACE.

A.K.DASMAHAPATRA, M.K. CHAKRABARTI & A.K. MEDDA

Animal Physiology Department, Bose Institate, Kankurgachi, Calcutta 700054, India.

Effects of the feeding of potassium iodide, cobalt chloride, calcium chloride and potassium nitrate
with mulberry leaves on the body weight, silkgland weight and protein, RNA and DNA contents of
the silkgland of the fifth instar larvae of Bombyx mori L. (Nistari race) were investigated. It was
observed that all these metallic salts with aconcentration of 20 \g/mlincreased significantly the body
weight, silkgland weight and protein, RNA and DNA contents of the silkgland in comparison to those
of the control worms. The induced changes (enhancements) in each physiological parameter under
investigation with KI, CoCh, CaCly and KNO3 occurred to almost the same level indicating about
the same extent of stimulating influence of these metallic salts.

Keywords : Salts, silkgland stimulation, Bombyx mori.

INTRODUCTION

The requirement of minerals in various insects has been investigated (House, 1974), but the
information regarding the indispensibility of metal ions for proper nutrition or growth promotion of
the insects are not adequately established. It has been reported carlier that the mulberry silkworms,
Bombyx mori, require calcium, iron, magnesium, manganese, phosphorus, potassium and zinc for
their growth and development (Ito, 1967 ; Tobias, 1948). Search is being continued in this laboratory
toexplore the different exogenous agents, such as minerals, hormones or vitamins, that can effectively
augment the various life processes of silkworms and ultimately aggravate the production of silk and
eggs. Previousreports show that certain metallic salts, viz., KI, CoClz,, CaClz and KNO3, have marked
influence on the body weight, cocoon weight and egg production of Bombyx mori L. (Chakrabarti
and Medda, 1977, 1978a, 1978b). Treatment of the silkworms with thyroxine or vitamin Bj2 also
increases their body weight, silkgland weight, cocoon weight, egg production and has marked
influence on the metabolism of silkgland, fat body, ovary and testes (Majumdar and Medda, 1975 ;
Medda et al., 1980 ; Chaudhuri and Medda, 1982, 1985a, 1985b, 1986, 1987a, 1987b ; Chaudhuri et
al., 1986 ; Bhattacharyya and Medda, 1981a, 1981b, 1983 ; Das, 1987 ; Das and Medda, 1988). Both
thyroxine and vitamin B12 stimulate protein and nucleic acid synthesis in silkgland of Bombyx mori
L., Nistari race (Medda et al., 1980 ; Bhattacharyya, 1981).

Since potassium iodide cobalt chloride, calcium chloride and potassium nitrate significantly
increased the shell weight and thereby silk production (Chakrabarty and Medda, 1977, 1978a, 1978b;
Bhattacharyya, 1981), it was considered worthwhile to investigate the changes in protein and nucleic
acids contents of silkglands of Bombyx mori L., Nistari race, after treatment with these salts. Along
with this the weight of the silkglands and also the body weight were recorded.
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MATERIALS AND METHODS

The eggs of silkworms, Nistari race (Bombyx mori L.), were obtained as a gift from the Central
Sericultural Research Sation, Berhampore, West Bengal, India. The eggs were made to hatch and
the silkworms were reared in the laboratory at 25°+1°C with 12L:12D photoperiod and 60-90%
humidity. They were maintained on fresh mulberry leaves. For experiments, the 3rd instar larvae
obtained from the same mother were taken at random and distributed in different groups of twenty
each. For feeding of the treated larvae, the fresh mulberry leaves were dipped at least for one hour in
potassium iodide (KI, BDH, India)}, cobalt chloride (CoClz, BDH, India), calcium chloride (CgiClz,
2H20, E. Merck, AG Darmstadt) or potassium nitrate (KNOs, BDH, India), solution having a
concentration of 20 pg/ml each. By several trials this concentration of salt solution was found suitable
for optimum growth of the silkworms. The soaked mulberry leaves in the respective solution were
then cut into small pieces and given to the worms for feeding. The control larvae were fed with
mulberry leaves soaked in distilled water as above. The worms of all groups were fed four times a
day. Atthe end of Sth instar (prior to spinning) the silkglands were dissected out and quickly wei ghed
and used for theestimation of protein, RNA and DNA. The protein content of silkglands was measured
by the method of Lowry ez al. (1951), and RNA and DNA by the method of Munro and Fleck (1966)
as modified by Abalain (1980). The data were statistically analysed by using Student *t’-test.

RESULTS

a) Changes in body weight and silkgland weight (Table I).

Thessilkworms fed with potassium iodide, cobalt chloride, calcium chloride and potassium nitrate
(20 pg/ml) with mulberry leaves showed significant increase in the weight of the whole body and
silkgland in comparison 10 the respective control. The increase in silkgland weight was evident when
expressed both in terms of whole gland as well as per gram of body weight. The enhancement of body
weight or silkgland weight occurred to almost the same level with all the salts used.

b} Changes in protein, RNA and DNA contents of silkgland (Table II).

Compared to the control, the protein, RNA and DNA contents of silkgland of Bombyx mori
significantly increased after feeding with the salts, viz., potassium iodide, cobalt chloride, calcium
chloride and potassium nitrate, with mulberry leaves. As in case of body weight and silkgland weight,
all the salts used in the experiments induced almost equal magnitude of response with respect to the
increase in protein, RNA or DNA content of silkgland of the silkworms.

DISCUSSION

The silkgland of silkworms, Bombyx mori, is highly specialized for the massive production of
proteins for the silk threads. In this organ, the number of cells is fixed during late embryogenesis and
subsequent growth is associated with endomitosis (Perdrix-Gillot, 1974). The gland consists of a
single type of cells which undergo extensive DNA synthesis during differentiation without
concomitant cell division (Gillot and Daillie, 1968 ; Tashiro et al., 1968 ; Suzuki et al., 1972). The
synthesis of DNA, RNA and specific silk proteins, fibroin, P25 and sericins, in the silkgland cells are
developmentally regulated and these cvents are synchronized with the specific events of
metamorphosis (Coubleer al., 1983, 1987). Without going into the details of all these developmentally
regulated DNA replication and RNA and protein production, we sacrificed our experimental
silkworms and first measured protein, RNA and DNA from the whole silkgland just before the onset
of spinning when all the genes of the silkgland cells have been expressed and all kinds of proteins
(sericins, fibroin and P25) have formed. Qur ultimate aim was to see whether or not the metallic salts
used in the experiments were able to increase the total protein, RNA and DNA contents of silkglands,
since these salts increase the cocoon weight and silkgland weight.

Our results showed that KI, CoClz, CaClz and KNO3 feeding increased the body weight and wet
weight of silkgland and also the amounts of the macromolecular components like protein, RNA and
DNA of the whole silkgland. This increase is likely to be due to the stimulation of protein, RNA and
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DNA synthesizing machineries of the silkgland cells by these minerals leading to an overall increase
in silkgland weight. The exact mechanism how these minerals stimulated the protein, RNA and DNA
synthesizing systems of the silkgland cells of silkworms is not clearly understood from the
experimental results. But it may be assumed that the mechanism of stimulation is not very similar in
case of all the minerals under study. Previous reports from this laboratory showed that all these salts
have stimulatory effects on some basic biological events like body weight, shell weight and egg
production (Chakrabarty and Medda, 1977, 1978a, 1978b). It has also been reported earlier that at
least one basic difference between the salts is that potassium iodide and cobalt chloride are able to
shorten the larval life, whereas KNO3 and CaClz have no such significant influence on this process
(Chakrabarti and Medda, 1977, 1978a, 1978b ; Bhattacharyya, 1981).

Table I. Effect of potassium iodide, cobalt chloride, calcium chloride and potassium
nitrate on body weight and silkgland weight of sitkworm (Bombyx mori L.), Nistari
race.

Tableau I. Effet de iodure de potassium , du chlorure de cobalt, du chlorure de
calcium et du nitrate de potassium sur le poids du corps et le poids de la glande
séricigéne du ver a soie (Bombyx mori L.f, race Nistari.

Body weight (mg) Whole silkgland Silkgland weight
Mean * SE weight (mg) (mg)/g of body weight
Mean + SE Mean = SE
Poids du corps (mg) Poids glande Poids glande séricigéne
Moyenne * ET  séricigéne entiére (mg) (mg)/g du poids du corps
Moyenne + ET Moyenne+ ET
Control 1171.77 £26.01 21145+ 512 181.35+6.48
Témoin
KI (20 pg/ml) 142422 + 44 86° 31822+ 687" 221.85+5.93°
CoClz (20pg/ml)  1405.77 £ 42.82° 295.11+7.20° 210.29 +3.63
CaCla (20 png/ml)  1385.44 +23.41° 308.88 + 5.63" 221.85+ 5.44%
KNO3 (20 pg/ml)  1337.50+ 15.75% 297.25+9.23" 224 44 + 7.34*
SE : Standard error. *t’-test probability differences ; a= P<.01.
ET : Ecart type. Différences de probabilité du test 't :a = P<.0l.

Each mean value is the average from 20 worms. The comparisons were made between the control and the
salt treated groups. The silkworms were fed four times a day with mulberry leaves soaked at least for one hour
in the respective salt solution. The worms were sacrificed just before the onset of spirming.

Chaque valeur moyenne est la moyenne de 20 vers. Les comparaisons ont éié faites entre le témoin et les
groupes traités au sel. Les vers d soie ont éié nourris quatre fois par jour de feuilles de mirier trempées pendant
au moins une heure dans la solution salée respective. Les vers ont éié sacrifiés juste avant le début du filage.

A suitable inorganic composition of the medium of the cells of other animals with definite
relative proportions of sodium, potassium, calcium and magnesium should be maintained for the
maintenance of the normal activities of the cells (Baldwin, 1962). The haemolymph of Bombyx mori
larvae contains comparatively more amounts of potassium, calcium and magnesium than sodium
(Bialaszewicz and Landau, 1938 ; Duchateau et al., 1953). Therefore, stimulation of protein, RNA
and DNA synthesis by calcium, magnesium or other metal ions may be possible because of their
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Table IL Effect of potassium iodide, cobalt chloride, calcium chloride and potassium
EiSr%g ?n protein, RNA and DNA contents of silkgland of silkworm (Bombyx mori
.), Nistari race.

Tableau 11. Effet de Piodure de potassium, du chlorure de cobalt, du chlorure de
calcium et du nitrate de potassium sur le contenu en protéines, en ARN et en ADN de
la glande séricigene du ver a soie (Bombyx mori L.), race Nistari.

Protein RNA DNA
{mg/100mg of silkgland) (1.g/100mg of silkgland) (1g/100mg of silkgland)
Mean + SE Mean + SE Mean + SE
Protéines ARN ADN
(mg/100mg de la (ug/100mg de la (ug/100 mg de la
glande séricigéne) glande séricigéne) glande séricigéne)
Moyenne+ ET Moyenne * ET Moyenne + ET
Control 30.68 £0.93 504.77 £ 15.75 66.53+2.11
Témoin
KI (20 pg/ml) 41.59 + 3.00° 607.55 +23.37° 78.61+ 4.36°
CoCly (20 ug/ml)  45.99 +265° 648.44 + 25.67° 80.83 +3.78°
CaCh 20 ug/ml)  43.49 + 3,88 592.11+ 38.03° 79.05 +4.73°
KNO3 20 ug/ml)  48.43 + 3.96 579.87+23.52° 83.18 + 4.94*
SE : Standard error. 't’-test probability differences : a = P<.01; b = P<.05.
ET : Ecart type. Différences de probabilité dutest't' :a=P<.0l;b=P<.05.

Each mean value is the average from 20 worms. The comparisons were made between the control and the
salt treated groups. The silkworms were fed four times a day by mulberry leaves soaked at least for one hour in
the respective salt solution. The worms were sacrified just before the onset of spinning.

Chaque valeur moyenne est la moyenne de 20 vers. Les comparaisons ont été faites entre le témoin et les
groupes traités au sel. Les vers a soie ont é1é nourris quatre fois par jour avec des feuilles de mirier irempées
pendant au moins une heure dans la solution salée respective. Les vers ont é1é sacrifiés juste avant le début du

filage.

existence in the hacmolymph. Cobalt may influence the various life processes of the silkworms
indirectly by influencing the synthesis of vitamin Bi2 or directly by acting in the cells. Vitamin B12
has been found in the digestive tract of silkworms (Shyamala and Bhat, 1962 ; Tokoyama, 1965) and
this vitamin also stimulates body weight, cocoon weight, silkgland weight, egg number as well as
protein synthesis, in Bombyx mori (Shyamala and Bhat, 1962 ; Majumdar and Medda, 1975 ;
Bhattacharyya, 1981 ; Das, 1987). The influence of KI on protein synthesis may be due to the
transformation of inorganic iodine to organic forms for the synthesis of thyroxine like iodinated
thyronines. There are reports that insect possesses some iodinated compounds which serve the
functions of thyroid hormones in insects (Berg ¢t al., 1959 ; Limpel and Casida, 1957). It has already
been shown that thyroxine stimulates protein and RNA synthesis of silkgland of Bombyx mori and
increased its total protein and RNA content (Medda et al.,,1980). Whatever be the mechanism of
action of potassium iodide, cobalt chloride, calcium chloride or potassium nitrate in silkglands of
Bombyx mori L., it can be said that the processes involved in the metabolism of protein and nucleic
acids in the glands are activated by these metallic salts leading to increased cocoon weight (Majumdar
and Medda, 1975 ; Chakrabarti and Medda, 1977, 1978a, 1978h).
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EFFET DE L’IODURE DE POTASSIUM, DU CHLORURE DE
COBALT, DU CHLORURE DE CALCIUM ET DU NITRATE
DE POTASSIUM SUR LES CONTENUS EN PROTEINES, ADN
ET ARN DE LA GLANDE SERICIGENE DU VER A SOIE
(BOMBYX MORI L.), RACE NISTARL

AX.DASMAHAPATRA, M.K. CHAKRABARTI & A.K. MEDDA.
Animal Physiology Department, Bose Institute, Kankurgachi, Calcutta 700054, Inde.

Nous avons étudié les effets d' une alimentation avec de l'iodure de potassium, du chlorure de
cobalt, du chorure de calcium et du nitrate de potassium ajoutés aux feuilles de mirier sur le poids
du corps, le poids de la glande séricigéne et les conienus en protéines, ADN et ARN de la glande
séricigene du cinquiéme dge larvaire de BombyxmoriL.(race Nistari). On a observé que I utilisation
de tous ces sels métalliques @ une concentration de 20 ug/ml augmente de facon significative le poids
du corps, le poids de la glande séricigéne et les contenus en protéines, ADN et ARN de la glande
séricigéne si I'on compare ces paramétres @ ceux des vers témoins. Les changements induits
(augmentations) par KI, CoClz, Cala et KNO3 pour chaque paramétre physiologique étudié atteignent
pratiquement le méme niveau, indiquant une influence stimulante de méme érendue ou presque de
ces sels métalliques.

INTRODUCTION

Le besoin en minéraux de différents inscctes a été étudié (House, 1974) mais les connaissances
en cc qui concerne la nécessité d’ions métalliques pour une alimentation convenable ou le
développement de la croissance des insectes ne sont pas établics de fagon correcte. 11 a été mentionné
précédemment que les vers & soie du miirier Bombyx mori ont besoin de calcium, de fer, de
magnésium, de manganese, de phosphore, de potassium et de zinc pour leur croissance et leur
développement (Ito, 1967 ; Tobias, 1948). Les recherches conlinuent dans ce laboratoire pour
découvrir les différents agents exogenes, tels que les minéraux, les hormones ou les vitamines qui
peuvent effectivement améliorer les différents processus vitaux des vers a soie et finalement
augmenter la production de soie et d’ocufs. Des rapports précédents montrent que certains sels
métalliques, a savoir XI, CoClp,CaClz et KNO3 influencent le poids du corps, le poids du cocon et la
production d’oeufs chez Bombyx mori L.(Chakrabarti et Medda, 1977, 1978a, 1978b). Le traitement
des vers a soie avec la thyroxine ou la vitamine B12 augmente également le poids de leur corps, le
poids de la glande séricigéne, 'c poids du cocon, la production d’oeufs et influence le métabolisme
de la glande séricigéne, du corps adipeux de I’ovaire et des testicules (Majundar et Medda, 1975 ;
Medda et coll., 1980 ; Chaudhuri et coll., 1986 ; Bhattacharyya et Medda, 1981a, 1981b, 1983 ; Das,
1987 ; Das et Medda, 1988). La thyroxine et la vitamine B12 stimulent toutes les deux la synthese de
protéines et des acides nucléiques dans la glande séricigéne de Bombyx mori L., race Nistari (Medda
et coll., 1980 ; Bhattacharryya, 1981).

Puisque I'iodure de potassium, le chlorure de cobalt, le chlorure de calcium et le nitrate de
potassium augmentent de fagon significative le poids de la coque ct, de ce fait, la production de la
sole (Chakrabarty et Medda, 1977, 1978a, 1978b ; Bhattacharyya, 1981), il est apparu intéressant
d’€étudier les changements du contenu en protéines et en acides nucléiques chez les glandes séricigénes
de Bombyx mori L., race Nistari, aprés traitement avec ces sels. On a également enregistré le poids
des glandes séricigénes ainsi que le poids du corps.
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INFLUENCE DES SELS METALLIQUES CHEZ LE VER A SOIE

MATERIELS ET METHODES

Les ocufs des vers 4 soie, race Nistari (Bombyx mori L.) ont été offerts par le centre de recherches
séricicoles, Berhampore, Bengale Ouest, Inde. Les ocufs ont éclos et les vers a soie ont ét¢ élevés en
laboratoire a 25° + 1°C avec une photopériode de 12L:12D et une humidité de 60-90 %. Ils ont ¢1é
maintenus sur des feuilles fraiches de mirier. Pour les expériences, les vers du troisi¢me age larvaire
obtenus de la méme mére ont ét€ choisis au hasard et répartis dans différents groupes de 20 sujets
chacun. On a nourri les larves traitées avec des feuilles fraiches de miirier trempées pendantau moins
une heure dans des solutions d’iodure de potassium (K1, BDH, Inde), de chlorure de cobalt (CoClz,
BDH Inde), de chlorure de calcium (CaClp, 2H20, E. Merck, AG Darmstadt) ou de nitrate de
potassium (KNO3, BDH Inde) ; ia concentration de chaque produit est de 20 pg/ml. Selon différents
avis, cetle concentration de sels en solution est convenable pour obtenir une croissance maximale des
vers a soie. Les feuilles de mirier immergées dans les solutions respectives ont ét€ ensuite coupées
en petits morceaux et données comme nourriture aux vers. Les larves témoins ont été nourries avec
des feuilles de milrier trempées dans de I’cau distillée. Les vers de tous les groupes ont été nourris
quartre fois par jour. A la fin du cinquieme age (avant le filage) les glandes séricigdnes ont éié
disséquées et rapidement pesées et utilisées pour faire une estimation du contenu en protéines, en
ADN eten ARN. Le contenu protéique des glandes séricigénes a été mesuré par la méthode de Lowry
et colk. (1951) et les quantités d’ADN et d”ARN par ta méthode de Munro et Fleck (1966) modifice
par Abalain (1980). Les données ont été analysées statistiquement en utilisant le test "t" de Student.

RESULTATS

a) Changements dans le poids du corps et dans le poids de la glande séricigene
(Tableaul) :

Les vers a soie nourris avec des feuilles de mirier supplémentées en iodure de potassium,
chlorure de cobalt, chlorure de calcium et nitrate de potassium (20 pg/ml) ont un poids du corps et
de la glande séricigéne significativement plus élevés que ceux des témoins respectifs. L augmentation
du poids de la glande séricigéne s’accompagne d’une augmentation relative par rapport au poids du
corps. Les augmentations du poids du corps et du poids de la glande séricigéne atteignent pratiquement
le méme niveau pour tous les sels utilisés.

b) Variations des contenus en protéines, en ADN et en ARN de la glande séricigéne
(TableauIl) :

Par rapport au témoin, les contenus en protéines et en ADN et ARN de la glande séricigéne de
Bombyx mori sont augmentés de fagon significative par le nourrissage avec des feuilles de mirier
supplémentées avec les sels, ¢’est-a-dire, I'iodure de potassium, Ie chlorure de cobalt, le chlorure de
calcium et le nitrate de potassium. Comme dans le cas du poids du corps et du poids de la glande
séricigene, tous les sels utilisés dans les expériences ont provoqué sensiblement les mémes amplitudes
de réponse en ce qui concemne I’augmentation des quantités de protéines, d’ADN et d’ARN de la
glande séricigéne des vers 2 soie.

DISCUSSION

La glande séricigéne des vers & soie Bombyx mori est hautement spécialisée pour la production
massive des protéines du fil de soie. Dans cet organe, le nombre de cellules est fixé pendant le dernier
stade embryonnaire et la croissance ultérieure est liée & I'endomitose (Perdrix-Gillot, 1974). La glande
est constituée d’un seul type de cellules qui subissent une synthése extensive d’ADN pendant la
différenciation, sans division cellulaire concomitante (Gillot et Daillie, 1968 ; Tashiro et coll., 1968;
Suzukietcoll,, 1972). Les syntheses d’ADN, d’ ARN et de protéines spécifiques de 1a soie, la fibroine,
P25 et les séricines sont régulées au cours du développement et ces événements sont synchronisés
avec les événements spécifiques de la métamorphose (Couble et coll., 1983, 1987). Sans entrer dans
les détails de toutes ces régulations de synthése d’ADN, d’ARN et de protéines au cours du
développement, indiquons simplement que nous avons sacrifié les vers 4 soie expérimentaux et
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mesuré les quantités de protéines, d’ADN et d’ARN de la glande séricigéne juste avant le début du
filage aprés que tous les génes des cellules de la glande séricigéne aient €€ exprimés et toutes les
protéines (séricines, fibroine et P2s) synthétisées. Notre but final tait de voir si les sels métalliques
utilisés dans les expériences pouvaient ou non augmenter les protéines totales et les contenus en ADN
et ARN des glandes séricigénes, puisque ces sels augmentent le poids du cocon et le poids de la glande
séricigéne.

Nos résultats ont montré que le nourrissage avec KI, CoCla, CaClz et KNO3 augmente le poids
du corps et le poids frais de la glande séricigéne ainsi que les quantités des composants
macromoléculaires tels que les protéines, I'ADN et I’ ARN de toute 1a glande séricigéne. On suppose
que cette augmentation est due a la stimulation des synthéses de protéines, d’ADN et d’ARN des
cellules de 1a glande séricigéne par ces minéraux conduisant 2 une augmentation globale du poids de
la glande séricigéne. Le mécanisme exact selon lequel ces minéraux stimulent ces synthéses n’est pas
clairement discernable aux vues des résultats de I'expérience. Mais on peut admettre que le
mécanisme de stimulation n’est pas le méme pour tous les minéraux utilisés dans1’étude. Des rapports
antérieurs de ce laboratoire ont montré que tous ces sels ont des effets stimulatoires sur certains
évenements biologiques de base tels que le poids du corps, le poids de lacoque et la production d’ oeufs
(Chakrabarty et Medda, 1977, 19784, 1978b). Il a également éi¢ mentionné précédemment au moins
une différence fondamentale entre les sels, 4 savoir que I’iodure de potassium et le chlorure de cobalt
peuvent raccourcir la vie larvaire, alors que KNO3 et CaCol2 n’ont pas d’influence aussi importante
sur ce processus (Chakrabarti et Medda, 1977,1978a, 1978b ; Bhattacharyya, 1981). Une composition
inorganique convenable des celiules d’autres animaux avec des proportions respectives précises de
sodium, potassium, calcium et magnésium doivent &tre maintenues pour lcntretien des activités
normales des cellules (Baldwin, 1962). L’hémolymphe des larves de Bombyx mori contient,
comparativement, plus de potassium, de calcium et de magnésium que de sodium (Bialaszewicz et
Landau, 1938 ; Duchateau et coll., 1953). Dong, la stimulation de la synthése des protéines, d’ ADN
et d’ARN par le calcium, le magnésium ou d’autres ions métalliques peut étre possible a cause de
leur existence dans I’hémolymphe. Le cobalt peut influencer les différents processus vitaux des vers
a soie en influengant indirectement la synthése de la vitamine Bj2 ou directement en agissant dans
les cellules. La vitamine Bi2 a été trouvée dans le systéme digestif des vers a soie (Shyamala et Bhat,
1962 ; Tokoyama, 1965) et cette vitamine stimule également le poids du corps, le poids du cocon, le
poids de la glande séricigéne, le nombre d’ocufs et aussi la synthese des protéines chez Bombyx mori
(Shyamala et Bhat, 1962 ; Majumdar et Meda, 1975 ; Bhattacharyya, 1981 ; Das, 1987). Il se peut
que I'influence de KI sur la synthése des protéines soit due a la transformation de 1’iode inorganique
en des formes organiques pour la synthese de la thyroxinc telles que les thyronines iodées. Selon
certains rapports, 'insecte posséde d=s composants iodés qui exercent les fonctions d’hormones
thyroides (Berg et coli., 1959 ; Limpel et Casida, 1957). Il a déja été montré que la thyroxine stimule
la synthése des protéines et de I'ARN de la glande séricigéne de Bombyx mori ct augmente les
quantités de protéines totales et le contenu en ARN (Meddaet coll., 1980). Quel que soit le mécanisme
de 'action de I’iodure de potassium, du chlorure de cobalt, du chlorure de calcium ou du nitrate de
potassium sur les glandes séricigénes de Bombyx mori L., on peut dire que les procédés impliqués
dans le métabolisme des protéines et des acides nucléiques des glandes sont activés par ces sels
métalliques conduisant a une production de soie plus importante comme cela a été mis en évidence
précédemment a partir de I’augmentation du poids du cocon (Majumdar et Medda, 1975 ; Chakrabarti
et Medda, 1977, 1978a, 1978b).
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EFFECT OF KENCHU VIRUS INFECTION DURING FIFTH
INSTAR IN SILKWORM, BOMBYX MORI L.

R. GOVINDAN, G.K. VEERESH, M. C. DEVAIAH, M. B. SHYAMALA & T.K.
NARAYANASWAMY

Department of Sericulture, University of Agricultural Sciences, G.K.V.K., Bangalore - 560 065,
India.

The infection of silkworm, Bombyx mori L., in fifth instar with Kenchu virus resulted in the
reduction of the larval weight at maturity, the extent of cocooning, cocoon, cocoon shell and pupal
weights, cocoon shell ratio and moth emergence. The earlier the infection in fifth instar, the greater
the reduction was in the above economic characiers.

Keywords : Silkworm, Bombyx mori, Kenchu virus.

INTRODUCTION

Kenchu is a widely prevalent flacherie of the silkworm, Bombyx mori L., in Kamataka, India
(Shyamala, 1978). The etiologic agent of this disease has been proved to be a small, spherical,
non-occluded virus of 27 + 2 nm in diameter (Hadimani & Shyamala, 1983). Information on the effect
of Kenchu virus infection in different fifth instar silkworms of B. mori is not available. Such an
experiment was conducted and the results are reported in this paper.

MATERIAL AND METHODS

Kenchu virus was purified as per the method of Inoue & Ayuzawa (1972) modified by Hadimani
(1980).

Mulberry leaves sterilized with 70 % ethyl alcohol were evenly smeared with virus stock
suspension and fed to a batch of 100 worms contained in a replication. 1-8 day old fifth instar worms
of the polyvoltine breed Pure Mysore were scparately fed in this manner for the first feed and the
subsequent feeds were of normal mulberry leaves. Suitable control was maintained. Observations
were recorded and the data were analysed statistically.

RESULTS AND DISCUSSION

The results on the effect of Kenchu virus infection in fifth instar on maximum larval weight,
cocooning, cocoon traits and moth emergence are discussed below.

Larval weight :

Maximum larval weight on the sixth day was significantly influenced by Kenchu virus infection
in different fifth instar silkworms (Table I). Infection on the first day resulted in a lower weight
(8.73 g/10 worms) which was similar to that of infection on the second day (9.83 g). Larval weight
attainment with control (20.63 g) and that corresponding to infection of the sixth to the eighth day
(19.17 t0 20.40 g) did not differ. These observations are similar to those of Philip and Jacob (1981)
who observed reduction in the weight of the larvae of Pericallia ricini infected by granulosis virus.
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Table L. Effect of Kenchu virus infection at different days of fifth instar silkworm on economic characters.

Table 1. Effet de Uinfection par le virus de Kenchu a différents jours du cinquiéme ége larvaire sur les caractéres

économigques.

S1 Time of Kenchu virus Maximum Per cent  Single Single pupal  Single cocoon Cocoon % moth

N° infection in Vth instar larval weight cocooning cocoon weight shell weight  shellratio emergence
(in days) for 10 worms weight(g) (g (g) (%)

(8)

S1  Période d’infection Poids larvaire %agede  Poidsd’un Poids d’une Poids d’une  Taux coque % émergence

N° par virus Kenchu maximal pour filage cocon chrysalide coque soyeuse des papillons
au 5°™ dge (en jours) 10 vers (g) (g) (g) (8 (%)

1  Firstday 8.73 5.33 0.721 0.631 0.085 11.79 4.66
Premier jour (12.91)* (20.09)* (12.16)*

2 Second day 9.83 18.66 0.728 0.638 0.084 11.59 18.66
Deuxieme jour (25.55) (19.88) {25.55)

3 Third day 12.50 30.66 0.912 0.798 0.109 12.12 28.00
Troisiéme jour (33.56) (20.29) (31.79)

4  Fourth day 11.31 47.33 0.981 0.860 0.115 11.76 46.66
Quatrieme jour (43.85) ) (20.06) (43.09)

5 Fifth day 11.77 54.00 0.931 0.808 0.117 12.62 52.66
Cinquiéme jour 47.37) (20.79) (46.58)

6  Sixth day 19.17 7733 1.173 1.018 0.150 12.78 72.66
Sixieme jour (63.21) (20.96) (59.07)

7  Seventh day 19.63 90.66 1.261 1.105 0.151 11.94 88.66
Septieme jour (72.37) (20.20) (70.38)

8  Eighth day 20.40 90.66 1.216 1.060 0.151 1242 89.33
Huitiéme jour (7247) (20.64) (71.05)
Control (no infection)  20.63 9533 1.229 1.071 0.153 12.42 93.33
Témoin (sain) (80.01) (20.64) (75.67)
S.Em.+ 0.620 3.890 0.042 0.038 0.0060 - 3.030
CD.at5% 1.858 11.662 0.1259 0.1139 0.0179 NS 9.084

* Figures in parentheses are angular transformed values / Les chiffres entre parenthéses expriment les transformées angulaires.

NS : Non-significant / Non significatif.
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Cocooning and cocoon traits :

The uninfected control batch recorded a maximum cocooning of 95.33 9% as compared to
infection on the eighth and seventh days (90.66 %) and the sixth day (77.33 %) and the latter three
were similar with each other (Table I). Infection on the first day of the fifth instar registered
significantly the lowest cocooning (5.33 %) while cocooning with infection on the second (18.66 %)
and third days (30.66 %) and that of the fourth (47.33 %) and fifth days (54.0 %) remained distinct,
the pairs being similar.

Single cocoon weight was significantly low corresponding to the first (0.721 g) and second day
infection (0.728 g) whereas these differed from cocoon weight in respect of the third (0.912 g), fourth
(0.981 g) and fifth day (0.931 g) infection and the latter three were similar. Though maximum cocoon
weight was encountered with virus infection on the seventh day (1.261 g), it seldom varied from the
control (1.229 g) and the eighth (1.216 g) and sixth day infection (1.173 g) (Table I). Hadimani (1980)
also noticed weight reduction in cocoon with Kenchu viral administration per os.

Pupal weight followed the same trend as that of cocoon weight with a range of 0.631 to
1.105 g. Abul-Nasret al. (1979) also obtained pupae of lighter weight from nuclear polyhedrosis virus
infected later instar larvae of Spodoptera littoralis..

Single cocoon shell weight was statistically low (0.084 to 0.085 g) in respect of batches infected
with the virus on the first and second day of fifth instar. It remained the same with the third day (0.109
g), fourth day (0.115 g) and fifth day (0.117 g) infection which were lower compared to untreated
check (0.153 g) as well as the baiches infected on the eighth and seventh day (0.151 g) and sixth day
(0.150 g).

Cocoon shell ratio was not significantly influenced by Kenchu virus infection at different days
of the fifth instar though it varied from 11.79 to 12.78 %.

Moth emergence ;

Moth emergence was the lowest with the first day infected worms (4.66 %). It was the same with
that of the second (18.66 %) and third day (28.0 %). Infection on the fourth and fifth days resulted in
the same extent of moth emergence (46.66 and 52.66 %).

The reduction in eelosion indicates that the disease development was considerable during the
process of rapid metabolic phase of pupal-adult transformation. Though control yielded 93.33 %
eclosion, it did not differ from infection on the eighth and seventh days (88.66 %) (Table I). These
observations can be comparable with those of Vago & Cayrol (1956), Hafez (1958) and Atger (1969).

It may be concluded that infection with Kenchu virus from the first to the fourth day of fifth
instar (Pure Mysore) results in a greater reduction in larval weight, cocooning, cocoon traits and moth
emergence. Nevertheless, infection on the sixth to eighth day may not cause much loss in the economic
traits considered for the study. This may obviously reveal the probable existence of maturation
immunity in silkworm to Kenchu virus as observed in the cases of Heliothis zea and H. virescence
for nuclear polyhedrosis virus infection (Ignoffo, 1966).
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EFFET DE L’INFECTION PAR LE VIRUS DE KENCHU
DURANT LE CINQUIEME AGE LARVAIRE CHEZ LE VER A
SOIE BOMBYX MORI L.

R. GOVINDAN, G.K. VEERESH, M.C. DEVAIAH, M.B. SHYAMALA ET T.K.
NARAYANASWAMY.

Department of Sericulture, University of Agricultural Sciences, G.K.V K., Bangalore - 560065,
Inde.

L'infection du ver a soie B. mori L. au cinquiéme dge par le virus de Kenchu entraine une
réduction du poids de lalarve adulte, une augmentanon de la durée dufilage, une réduction du poids
du cocon, du poids de la coque et du poids de la nymphe, de la richesse soyeuse et de I émergence
des papillons. Plus I'infection se produit t6t au cinquiéme age, plus forte est la réduction des
caractéres économiques ci-dessus.

INTRODUCTION

Le Kenchu est une flacherie du ver a soie Bombyx mori largement répandue dans le Karnataka,
Inde (Shyamala, 1978). 1l a été démontré que 1’agent éthiologique de cette maladic est un virus de
petite taille, sphérique et non-occlus d’un diametre de 27 + 2 nm (Hadimani et Shyamala, 1983). 11
n’existe aucune documentation disponible sur les effets del'infection de larvesde B. mori a différents
jours du cinquiéme age par le virus de Kenchu. Aussi avons-nous réalisé une expérience portant sur
ce sujet, les résultats sont donnés dans cet article.

MATERIELS ET METHODES

Le virus de Kenchu a été purifié suivant la méthode d’Inoue et Ayuzawa (1972) modifiée par
Hadimani (1980).

Des feuilles de mirier stérilisées & I'alcool éthylique & 70 % ont &t infectées par une
suspension-stock de virus, puis données 2 un lot de 100 vers par répétition. Des vers de la race
polyvoltine Pure Mysore ont été nourris de cette substance pour la premiére ration du premier au
huitizme jour du cinquidme age, les rations suivantes étant constituées de feuilles de milrier normales.
Un témoin approprié a été établi. On a enregistré les observations ; les données ont €1€ analysées de
manigére statistique.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats de Ieffet de Iinfection par le virus de Kenchu chez les larves du cinquitme age
sur le poids larvaire maximum, le filage, les caractéres du cocon et I’émergence du papillon sont
discutés ci-dessous.

Poids larvaire :

Le poids larvaire maximum au sixieme jour est influencé de manigre significative par I'infection
par le virus de Kenchu & divers jours du cinqui¢me age (tableau I). L infection au premier jour donne
un poids plus faible (8,73 g/10 vers), similaire a celui obtenu par I'infection an deuxiéme jour
(9,83 g). Le poids larvaire chez le groupe témoin (20,63 g) ne differe pas de celui correspondant &

Sericologia 29(3) 369-370 369



INFECTION PAR LE VIRUS DE KENCHU CHEZ B.MORI

I'infection du sixi¢me au huiti®me jour (de 19,17 g & 20,40 g). Ces observations corroborent celles
de Philip et Jacob (1981) qui ont constaté une réduction du poids des larves de Pericallia ricini
infectées par le virus de la granulose.

Filage et caractéres du cocon :

Le lot témoin non traité donne un taux maximal de filage de 95,33 % alors que le lot infecté aux
huitime et septiéme jours donne un taux de 90,66 % et au sixizme jour 77,33 %, les trois dermiers
étant ideniiques (tableau I). L’infection au premier jour du cinquitme age larvaire donne le taux de
filage le plus faible (5,33 %) tandis que les taux de filage pour I'infection au deuxieme (18,66 %) et
au troisieme (30,66 %) jours et ceux du quatrigme (47,33 %) et du cinquiéme (54,0 %) jours restent
distincts, les paires étant similaires.

Le poids d’un cocon est nettement plus faible dans le cas de I'infection au premier (0,721 g) et
au deuxieme (0,728 g) jours alors que les résultats different pour le poids du cocon dans le cas de
I’infection aux troisi¢me (0,912 g), quatrieme (0,981 g) et cinquigme jours (0,931 g), les trois derniers
étant similaires. Bien qu’on ait constaté un poids du cocon maximal dans le cas de 'infection virale
au septiéme jour (1,261 g), il differe res peu de celui du groupe témoin (1,229 g) et de ceux des
groupes infectés au huitiéme (1,216 g) et au sixigme jour (1,173 g) (tableau I). Hadimani {19803 a
également noté une réduction du poids du cocon lors de I'admnistration per os du virus de Kenchu.

Le poids nymphal suit la m&me tendance que e poids du cocon, variant de 0,631 & 1,105 g
Abul-Nasr et coll. (1979) ont obtenu des chrysalides plus Iégeres apres infection par le virus de la
polyédrose a un age avancé de larves de Spodoptera littoralis.

Le poids d'une coque soyeuse est plus faible statistiquement (de 0,084 2 0,085 g) en ce qui
concerne les lots infectés par le virus au premier et au deuxiéme jours du cinquizme age. Il reste
identique pour I'infection aux troisizme (0,109 g), quatrigme (0,115 g) et cinquitme jours (0,117 2),
mais faible par rapport au lot non-traité (0,153 g) et aux lots infectés aux huitiéme et septidme jours
(0,151 g) et au sixieme jour (0,150 g).

La richesse soyeuse n’est pas influencée de maniére significative par I’infection par le virus de
Kenchu a divers jours du cinquizme age, bien qu’elle varie de 11,79 2 12,78 %.

Emergence du papilion :

Le taux d’émergence des papillons est le plus faible chez les vers infectés au premier jour
(4,66 %). 1l est identique pour I'infection aux deuxieme (18,66 %) et troisizme jours (28,0 %).
L’infection au quatri¢me et au cinquidme jour donne un taux égal d’émergence des papitlons (46,66
et 52,66 %). La réduction du taux d’émergence indique que le développement des maladies est
considérable méme pendant le déroulement de la phase métabolique rapide de la transformation
chysalide-adulte. Bien que le groupe témoin ait donné un taux d'émergence de 75,67 %, il n’cst pas
différent de celui obtenu aprés I'infection aux huiti®me (89,33 %) et septidme jours (88,66 %)
(tableau I). Ces observations sont semblables  celles de Vagoet Cayrol (1956), Hafez (1958) et Atger
(1969).

On peut conclure que Iinfection par le virus de Kenchu du premier au quatridme jour du
cinquime age larvaire chez le ver a soie (Pure Mysore) provoque une forte réduction du poids larvaire,
du filage, des caractéres du cocon et de I’émergence du papillon. Néanmoins, I’ infection du sixidme
au huiti®me jour ne cause pas de fortes pertes pour les caractéres économiques considérés dans cette
étude. Cela semble indiquer I’existence probable d’une immunité chez le ver a soie arrivé a maturité
contre le virus de Kenchu, comme cela a 6té observé dans le cas de Heliothis zea et de H. virescence
pour I'infection par le virus de la polyédrose nucléaire (Ignoffo, 1966).
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STUDIES ON THE DETECTION OF DENSONUCLEOSIS
VIRUS (DNYV) (STRAIN OF CHINA) USING THE
BIOTIN-AVIDIN SYSTEM (BAS) IN THE SILKWORM,
BOMBYX MORI.

SHI L. & DING H..
Sericultural Research Institute, Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou, China.

A new technique for the specific detection of the densonucleosis virus (DNV) of the silkworm,
Bombyx mori, was developed based on the principle of biclogical amplification of biotin-avidin
system (BAS) combined with the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). With the low
non-specificity and fine reproducibility, the technique has a high sensitivity by which 1 ngiml of
purified DNV protein can be detected. This technique would develop into a medium for the early stage
diagnosis and epidemiology investigation of the DNV diseases of the silkworm, Bombyx mori.

Keywords : Biotin-avidin system (BAS), Bombyx m;)ri, densonucleosis virus (DNV), detection.

INTRODUCTION

Having developed- in recent years, the biotin-avidin system (BAS) is a new biological
amplification system with very high susceptibility, specificity and stability, and can be used to detect
microantigens and microantibodies. It is widely used in immunochemistry and other domains (Kendal
et al., 1983 ; Wilchek et al., 1984). A new technique for the specific detection of the densonucleosis
virus (DNV) of the silkworm, Bombyx mori, was developed based on the principle of the BAS
combined with the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

MATERIALS AND METHODS

DNV
DNV was propagated in the larvae of the silkworm by per os inoculation, and was purified
according to the method described by Q. Yuanjun et al. (1981).

Anti-DNV IgG :

Purified virus was suspended in physiological saline and mixed with an equal volume Freund’s
nocomplete adjuvant. Rabbits were immunized with this emulsion by intramuscular injection to make
the specific antiserum. Sera were heated at S6°C for 30 min. and stored at -20°C until use. The IgG
of the rabbit anti-DNV sera were isolated by ammonium sulfate precipitation and DEAE-cellulose
column chromatography (D. Ping, 1982).

Biotinylation of anti-DNV IgG :

Biotinyl-N-hydroxysuccinimide (BNHS) was used 1in covalent combination with anti-DNV IgG.
20 ul of a 30 mg/m1] solution of BNHS dissolved in distilled dimethyl formamide (DMF) was added
to 1 m! of a 1 mg/ml solution of anti-DNV IgG in 0.1 M NaHCO3. After incubation for 2 hrs. at room
temperature, the reaction mixture was dialyzed for 24 hrs at 4°C against several changes of 0.01 M
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2. The effectiveness of biotinylation of anti-DNV IgG was
evalnated by avidin.
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ABC-ELISA procedure :

a) 55-well plates were coated with purified anti-DNV IgG diluted with coating buffer (0.05 M
sodium carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6). After incubation for 24 hrs. at 4°C, the plates were
rinsed with rinse buffer (PBST) (PBS, pH 7.4, containing 1 % Tween 20).

b) Antigen (DNV) to be detected was added to wells, then blank wells and negative wells were
set up as contrasts. After incubation for 1 hr. at 37°C, the plates were rinsed with PBST.

¢) Biotinylated anti-DNV IgG diluted with PBST containing 1 % bovine serum albumin
(PBST-BSA) were added to each well. After incubation at 37°C for 30 min., the plates were washec
with PBST.

d) Avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) in PBST-BSA was added to each well. After
incubation at 37°C for 30 min., the plates were rinsed with PBST.

¢) Fresh OPD substrate solution prepared with 0.5 mg/ml O-phenylenediamine and 0.04 % H20z
in 0.1 M citric acid buffer, pH 5.0 was added to cach well. Staining at 37°C for 30 min. The enzyme
reaction was terminated by the addition of 2 M H2SO4 solution and the optical density (OD) was read
at 490 nm in a ELISA reader. The positive criteria were P/N value > 2.1,

Midgut extract :

The midgut of silkworm larvae (DNV infected or healthy) were homogenized with 30 vol (W/V)
of 0.05 M PBS, pH 7.2. The homogenate was then centrifuged at 3000 rpm for 20 min, and the
supernatant was diluted with PBST to detect.

Protein determination :
Protein concentration was determined by the method of Lowry et al., (1951) by using bovine
serum albumin as the standard.

Table I. Titratign of optimum dilutions of anti-DNV IgG used for coating and of
biotinylated IgG.

Tableau I. Titrage des dilutions optimales des IgG anti-DNV utilisés pour Penrobage et
des IgG biotinylés.

Biotinylated IgG* IgG** (P/N value)
IgG biotinylés IgG** (Valeur P/N)
1 2 3 8 16

1000 6.33 6.63 6.83 7.08 6.38
500 8.17 9.83 9.54 7.88 6.75
250 11.63 20.83 19.29 15.08 17.21
125 12.50 20.83 21.50 20.08 17.21
62.5 21.08 17.87 18.43 17.21 16.07

* Expressed as reciprocal dilution / Exprimé sous forme réciproque de la dilution.

%% 1o /ml

*¥* 5 pug/ml of antigen (DNV), 1 : 1000 dilution of ABC /5 Wg/ml d’ antigéne (DNV), dilution au 1/1000
de complexe ABC.

372 Sericologia 29(3) 371-377



SHIL. ...

RESULTS

Through the detection by checkerboard titration method, the optimum conditions for the
detection of the DNV in silkworm using the ABC-ELISA were as follows : 4 ug/ml of anti-DNV
IgG for coating plates, 1 : 125 dilution of biotinylated anti-DNV IgG and 1 : 1000 dilution of ABC
(Tables I and II). If each working concentration is raised, the OD value of positive samples will be
increased, but the P/N value will be decreased as a result of the increase of the background value.

With these optimum conditions, the detection of purified DNV of silkworm was shown in Table
I11. The result indicated that 1 ng/ml of purified DNV protein could be detected by ABC-ELISA.
Also, the DNV in midgut of infected silkworm larvac was detected. The dilution of midgutof DNV

Table II. Titration of optimum dilution of ABC.
Tableau I1. Titrage de la dilution optimale du complexe ABC.

ABC* 250 500 1000 1500 2000
P/N value 19.17 20.00 21.21 20.30 13.70
Valeur PIN

* Expressed as reciprocal dilution / Exprimé sous forme réciproque de la dilution.

** 4 1g/ml of anti-DNV IgG which coated plates, 1:125 dilution of biotinylated ani-DNV IgG, 5 pg/ml
of antigen (DNV) /4 pg/imd d'IgG anti-DNV qui recouvrait les plaques, dilution au 11125 d'IgG anti- DNV
biotinylés, 5 ugiml d’ antigéne (DNV).

infected silkworm larvae paralleled ciosely the P/N value (Fig. 1). The result suggested that the
supernatant of a homogenate of midgut of DNV infected larvae did not hinder the reaction of

antigen-antibody in detection by ABC-ELISA, and did not lcad to a non-specific reaction to regular
constituent of normal silkworm larvac.

Table ITI. Detection of purified DNV by ABC-ELISA.
Tableau I11. Détection du DNV purifié par la technique ELISA-ABC.

DNV protein (ug/ml) 0.0005 0.001 0.002 0.004 0.008 0.016 0.032
Protéine DNV (lig/ml)

P/N value 1.85 2.20 228 241 2.60 315 440
Valeur PIN

DNY Protein (ug/ml) 0.064 0.128 0256  0.512 1.024 2.048
Protéine DNV (ug/ml)

P/N value 5.45 6.20 7.55 8.60 11.45 18.65

Valeur PIN

Figure 2 presents the blocking test with ABC-ELISA in DNV solution neutralized by 4 pg/ml
of anti-DNV IgG at 37°C for 1 hr, The OD 490 values of blocked wells greatly decreased to approach
the negative level, the inhibition was much larger than 50 %. In addition, the cross reaction to nuclear
polyhedrosis virus (NPV) and cytoplasmic polyhedrosis virus (CPV) of silkworm did not present in
the cross test with ABC-ELISA (Table IV). Meanwhile, the repetitive test with ABC-ELISA was also
conducted. The variance cocfficient of repeated OD values was an average of 7.4 % in the batch and
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value

P/N
(o]

b8 58 48 38 28 18 8 0

Fi;i.o %; Detection of DNV in the midgut of infected silkworm larvae by ABC-ELISA.
X

Fig. 1: Détection par la technique ABG-ELISA du DNV dans Uintestin moyen de
larves de vers a sole contaminées. (x 107)*

* Expressed as reciprocal dilution / Exprimé sous forme de réciproque.
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of 15.7 % among the batches. These results showed that this technique has a high specificity and a
good reproducibility.

DISCUSSION

The densonucleosis virus of the silkworm is a non-inclusion virus, which detection is analysed
by researchers in China and other countries (S. Shimizu et al., 1986 ; S. Maeda et al., 1978). Biotin
has an exceptionally strong affinity to avidin, their affinity constant being a million times higher than
that between antigen and antibody (Green, 1963). Biotin can be covalently coupled to antibody or
enzyme without affecting the biological activity of both procedures (Guesdon et al., 1979). There are
four locations bound to biotin n an avidin molecule, a biotin-avidin complex can be conjugated at
least to three enzyme molecules and a number of biotin molecules can be coupled by an antibody
molecule with an efficiency of almost 100 %. Thus, mulu-amplification is obtained through avidin
and biotin-enzyme system 1o increase the sensitivity of detection. The experiment first detected DNV
of silkworm by means of ABC-ELISA. With ABC-ELISA, 1 ng/ml of purificd DNV protein of
silkworm could be detected and DNV in the midgut of infected larvae could also be detected
specifically and sensitively, which was a high specificity and a good reproducibility. These results
demonstrated a good application prospect for this technique which could be developed into a means

Table IV. Cross test with ABC-ELISA.
Tableau I'V. Test croisé avec la technique ABC- ELISA.

) Virus
Dilution* DNV - NPV CPV
10 1 3D H 0.06 0.05 0.07
20 0.98 0.06 0.05 0.06
40 0.85 0.05 0.04 0.06

* Expressed as reciprocal / Exprimé sous forme de réciproque.

** Negative sample / Echantillon négatif.

*** OD 490 values / Valeurs de DO 490.

**** Midgut extract of DNV infected silkworm larvae was used as DNV ; midgut extract of CPV infected
silkworm larvae was used as CPV ; humor of NPV infected silkworm larvae was used as NPV. [ On a wtilisé des
exiraits d'intestin de larves infectées par DNV pour I étude du virus de la densonucléose. On a utilisé des extraits
d'intestin de larves infectées par CPV pour I'étude du virus de la polyédrose cytoplasmique. On a wilisé de
I"humeur de larves infectées par NPV pour I'étude du virus de la polyédrose nucléaire.

for the early stage diagnosis and epidemiology investigation of the silkworm DNV disease. The study
has a very great significance for the effective control of the silkworm DNV disease in production.
Awvidin, a glycoprotein from egg white with positive charge in the usual buffer, is easily absorbed
non-specifically on coated plates to increase the OD value of negative wells and blank wells. In our
experiments, we used the dilution that P/N values is the greatest of ABC and added 1 % BSA in the
diluter for decreasing the non-specific absorption of avidin. So that, very low OD 490 values of blank
wells and negative wells were obtained. Biotinylation of antibody was simple but the amount of BNHS
should be proper. If the amount of BNHS is too small, the stained colour will be too light. On the
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Fig. 2 : Block test with ABC-ELISA.
Fig. 2 : Test d’inhibition par la technique ABC-ELISA.

The conjugating systems utilized were as follows / Les systémes inhibiteurs utilisés sont les suivants :

A——— A: Absorption curve of positive sample / Courbe d’ adsorption de I’ échantilion positif.
D » : Absorplion curve of blocked positive sample / Courbe d'adsorption de I’ échantillon positi
inhibé.

0—————0 ! Absorption curve of negative sample / Courbe d' adsorption de I échantillon négatif.

* Expressed as reciprocal dilution (original concentration of DNV is 1.626 mg/ml). / Exprimé sous forme
de réciproque (la concentration originale en DNV est de 1.626 mg/ml).
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other hand, if the amount of BNHS is too large, the OD values of blank wells and negative wells will
be too high. So, both may influence the sensitivity of this technique. We used the proportion of
0.5-0.6 mg BNHS to | mg antibody and the dialysis of the mixture against PBS (0.01 M, pH 7.2)
resulting in a better biotinylation effect of the antibody than others.
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ETUDES SUR LA DETECTION DU VIRUS DE LA
DENSONUCLEOSE (DNV) (SOUCHE CHINOISE) PAR LE
SYSTEME BIOTINE-AVIDINE (BAS) CHEZ LE VER A SOIE
BOMBYX MORI

SHI L. et DING H.
Sericultural Research Institute, Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou, Chine.

Une nouvelle technique de détection spécifique du virus de la densonucléose (DNV) du ver d soie
Bombyx mori a été développée & partir du principe de ['amplification biologique du systéme
biotine-avidine (BAS) combiné avec I'immuno-adsorbtion sur enzymes fixées (ELISA). Donnant une
faible non-spécificité et une bonne reproductivité, cette technique fournit une forte sensibilité grice
A laquelle on peut détecter la présence-de 1 ng/ml de protéines DNV purifiées. Elle pourrait devenir
un instrument de diagnostic au stade précoce et d'investigation épidémiologique des maladies par
DNV chez Bombyx mori.

INTRODUCTION

Développé depuis quelques années, le systeme biotine-avidine (BAS) est un nouveau systeme
d’amplification biologique a fortes sensibilité, spécificité et stabilité qui permet de détecter les
antigénes et les anticorps en micro-quantité. Il est largement utilisé en immunochimie et dans d’autres
domaines (Kendal et eoll,, 1983 ; Wilehek et eoll , 1984). Une nouvelle technique de déteetion
spéeifique du virus de 1a densonucléose (DNV) chez Bombyx mori a été développée 2 partir du
principe du BAS combiné avec la technique ELISA.

MATERIELS ET METHODES

DNV :
Le DNV a été propagé dans les larves de ver a soie par injection per os, et a été purifi€ selon la
méthode décrite par Q. Yuanjun et coll. (1981).

I1gG anti-DNV :

Le virus purifié a été suspendu dans une solution saline physiologique et mélangé a un volume
¢égal d’adjuvant incomplet de Freund. Des lapins ont é1¢ immunisés avec cette émulsion par injection
intra-musculaire pour constituer 1’antisérum spécifique. Les sérums ont été portés & une température
de 56°C pendant 30 mn et stockés a une température de -20°C jusqu’a leur utilisation. La fraction
IgG des sérums de lapins anti-DNV a été isolée par précipitation au sulfate d’ammonium et par
chromatographie sur colonne de DEA A-cellulose (D. PING, 1982).

Biotinylation des IgG anti-DNV :

On a utilisé du Biotinyl-N-hydroxysuccinimide-N-biotinyl (BNHS) 1i¢ de maniére covalente
avec des IgG anti-DNV. On a ajouté 20 i d’une solution de BNHS 2 30 mg/ml dans de la
diméthyleformamide (DMF)  une solution d’1gG anti-DNV a 1 mg/ml dans 0,1 M NaHCO3. Aprés
incubation pendant 2 heures 3 température ambiante, le mélange a été dialysé durant 24 heures 2 4°C
contre un tampon phosphate 0,01 M, pH 7,2 (POS). L’¢efficacité de la biotinylation de 1'IgG anti-DNV
a é1é évaluée par I'avidine.
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Procédé ABC-ELISA :

a) 55 plaques a puits ont ét€ enduites d’IgG anti-DNV purifiés dilués dans un tampon d’enrobage
(tampon a 0,05 M de carbonate-bicarbonate de sodium, pH 9,6). Aprés incubation pendant 24 heures
a4°C, les plaques ont été rincées avec le tampon de ringage (PBST) (PBS, pH 7 4, contenant 1 % de
Tween 20).

b) L’antigéne (DNV) & détecter est ensuite ajouté aux puits. Des puits "blancs” et des puits
négatifs sont utilisés comme témoins. Aprés incubation pendant 1 heure a 37°C, les plaques sont
rincées avec du PBST.

¢) On ajoute a chaque puits de I'IgG anti-DNV biotinylé dilué dans du PBST contenant de la
sérumalbumine bovine a 1 % (PBST-BSA). Apres incubation & 37°C pendant 30 mn, les plaques sont
rincées avec du PBST.

d) Le complexe avidine-biotine-péroxydase (ABC) est ensuite ajouté dans chaque puits. Apres
incubation a 37°C pendant 30 mn, les plaques ont éié rincées avec du PBST.

¢) On ajoute dans chaque puits une solution de substrat OPD fraiche préparée avec de
I"O-phényléncdiamine a 0,05 mg/ml et de 1’H202 2 0,4 % dans un tampon citrate 2 0,1 M, pH 5,0. La
coloration s’effectue 2 37°C pendant 30 mn. La réaction enzymatique est stoppéc par addition d’une
solution de H2SO4 2 M, puis la densité optique (DO) est mesurée a 490 nm dans un lecteur d’ELISA.
Le critere de réaction positive est {ixé a une valeur P/N 2,1.

Extraits d’intestins :

Des intestins de larves (contaminées par le DNV ou saines) ont été homogénéisés dans 30 vol.
(W/V}) de PBS 0,05 M, pH 7,2. L’homogénat a ensuite été centrifugé 4 3 000 t/mn pendant 30 mn,
puis le surnageant dilué dans du PBST pour la détection.

Détermination des protéines :
La concentration cn protéines a ét¢ déterminée suivant la méthode de Lowry et coll. (1951) en
utilisant de I’albumine de sérum bovin comme standard.

RESULTATS

La détection suivant laméthode de titrage par grille ttmoin a montré que les conditions optimales
de détection du DNV par la technique ABC-ELISA chez lc ver a soie étaicnt les suivantes : 4 pl/ml
d’IgG anti-DNV pour I’enrobage des plaques, une dilution au 1/125° d’IgG anti-DNV biotynilés et
une dilution de ABC a 1/1000° (Tableaux I et II). Si chaque concentration de travail est augmentée.
les valeurs de DO des échantillons positifs seront alors augmentées, mais la valeur P/N diminuera du
fait de I’augmentation du bruit de fond.

Dans ces conditions optimales, la détection du DNV purifié de ver a soie est indiquée au tableau
III. Les résultats indiquent que I'ABC-ELISA permet de détecter la présence de 1 ng/ml de protéines
de DNV purifiées. De plus, on a pu détecter la présence du DNV dans les intestins de larves
contaminées. La dilution des intestins des larves infectées par DNV suit la valeur P/N (Figure 1). Les
résultats suggérent que le surnageant d’un homogénat d’intestin de larves contaminées n’entrave
nullement laréaction antigéne-anticorps dans la détection par ABC-ELISA ct ne conduit pas non plus
& unc réaction non spécifique avec les composants ordinaires des larves saines.

La figure 2 présente le test de bloquage par ABC-ELIS A dans une solution DNV neutralisée par
4 pg/ml d’IgG anti-DNV 2 37°C pendant 1 heure. La valeur de DO 2 490 nm des puits bloqués est
fortement diminuée et s’approche du niveau négatif, I’inhibition ayant largement dépassé 50 %. De
plus, la réaction croisée avec le virus de la polyédrose nucléaire (NPV) et le virus de la polyédrose
cytoplasmique (CPV) du ver a soie est inexistante avec ABC-ELISA (Tableau IV). Dans le méme
temps, on a également effectué le test répétitif ABC-ELISA. Le coefficient de variance des valeurs
de DO cst en moyenne de 7,4 % al'intérieur d’un lot et de 15,7 % entre différents lots. Ces résuliats
montrent que cette technique donne une spécificité levée et une bonne reproductibilité.
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DISCUSSION

Le virus de la densonucléose du ver a soie est un virus non-occlus, dont la détection est analysée
par des chercheurs de Chine et d’autres pays (S. Shimizu et coll., 1986 ; S. Maeda et coll., 1978). La
biotine a une affinité trés forte pour ’avidine, leur constante d’affinité étant un million de fois plus
élevée que celle de ’antigéne et I’anticorps (Green, 1963). La biotine peut étre combinée de maniére
covalente avec un anticorps ou une enzyme sans que cela affecte 'activité biologique des deux
processus (Guesdon et coll., 1979). Il existe quatre emplacements ol I'on peut fixer de la biotine dans
une molécule d’avidine. On peut conjuguer un complexe biotine-avidine avec au moins  (rois
molécules d’enzyme ct bon nombre de molécules de biotine peuvent étre couplées a une molécule
d’anticorps avec une efficacité de pratiquement 100 %. Ainsi, on obtient une poly-amplification a
travers 'avidine et le systéme enzyme-biotine, ce qui augmente la sensibilité de la détection.
L’expérience a tout d’abord permis de détecter la présence du DNV de ver a soie par ABC-ELISA.
Avec ce systéme, on a pu détecté 1 ng/ml de protéine de DNV purifié de ver & soie. On a également
détecté laprésence de DNV dans lesintestins de larves contaminées de maniére spécifique et sensible,
avec une spéceificité élevée et une bonne reproductibilité. Ces résultats ont prouvé qu’il y avait une
perspective intéressante d’application de cette technique qui pourrait devenir un instrument de
diagnostic du stade précoce et d'investigation épidémiologique de la maladie du ver a soie par DNV,
Cette étude présente un intérét trés important pour la production dans la lutte effective contre la
maladie par DNV du ver i soie.

L’avidine, glycoprotéine du blanc d’ocuf possédant une charge positive dans le tampon usuel,
est facilement adsorbée de maniére non spécifique sur des plaques enduites afin d’augmenter la valeur
de DO des puits négatifs et des puits "blancs”. Dans nos expériences, nous avons utilisé des dilutions
telles que P/N soit le plus élevé et ajouté 1 % de BSA dans le diluant afin de réduire ’adsorption non
spécifique de I’avidine. De cette manitre, on a pu obtenir des valeurs de DO 2490 nm trés faibles
pour les puits "blancs” et les puits négatifs.

Labiotinylation de I’anticorps est simple mais le taux de BNHS doit étre calculé avec précaution:
si le taux de BNHS est trop faible, la coloration sera trop 1égere, si le taux de BNHS est trop élevé,
les valeurs de DO des puits "blancs” et des puits négatifs seront trop élevées. Ainsi, tous deux peuvent
avoir une incidence sur la sensibilité de cette technique. On a utilisé comme proportion 0,5 -0,6 mg
de BNHS pour 1 mg d’anticorps et la dialyse de ce mélange contre le PBS (0,01 M, pH 7,2) a eu pour
effet une meilleure biotinylation de I’anticorps.
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Brief note

STUDIES ON THE TRANSMISSION OF NOSEMA SP. IN
TROPICAL TASAR SILKWORM ANTHERAEA MYLITTA D.

U.P. GRIYAGHEY & K. SENGUPTA.
Central Tasar Research & Training Institute, Ranchi 834-005 (Bihar), India.

Transmission of Nosema sp. infection in Antheraea mylitta D. takes place exclusively from the
mother moth to the offspring through ovum, often at 85 10 90 % efficiency. The level of transmission
and degree of infection in the offspring have been found o be directly correlaied to the intensity of
infection of the mother moth. The role of the male moth has been found to be absent in this process.
As such, outdoor coupling of mother moths with wild moths giving better percentage of coupling could
be safely adopied without any fear of transmissiorn of infection.

Keywords : Microsporidiosis, per os, transovarial transmission, pebrine, monosporoblastic.

INTRODUCTION

Microsporidiosis in the tropical Tasar silkworm, Antheraea mylitta D., caused by the Nosema
sp. has become one of the most prevalent diseases. The pathogen which belongs to the order
Microsporidia and family Nosematidae is monosporoblastic in nature and assigned to the genus
Nosema. '

The disease caused by the pathogen is popularly known as "Pebrine” because of the appearance
of dark pepper like spots on the integument of the diseased Tasar silkworm larvae. However, the
benign symptoms of the diseases, during the early stage of infection make it impossible to detect the
presence of pathogen until it has seriously damaged the rearings. The outbreak of the disease in an
epidemic form has made it imperative 10 device aseptic grainage/rearing conditions to maintain
disease-free population. However, if such techniques arc to be successful, we must understand how
the microsporidian is transmitted. Transovarian mode of transmission of the pathogen holds more
secrets than the per os type and has thus intrigued numerous investigators (Brooks, 1968, Tanabe e!
al., 1967 ; Kellen et al.., 1973, and Thomson, 1958) over the years and stimulated much research.

In A. mylitta transovarian mode of transmission of Nosema sp. was reported by Jolly ez al. (1972).
The present study was conducted to understand the role of the male, if any, in transmitting the disease
and the level of efficiency at which the pathogen is transmitted by the parents to the offspring.

MATERIALS AND METHODS

Temporary stained squash preparation of testes of freshly emerged male moths in aceto-carmine
were prepared.

Similarly temporary slides of smears of Nosema sp. infected tissue suspension in distilled water
were prepared. Ten slides of testes and spores were prepared and from each slide ten sperm
head/spores were measured at 1,600 x magnification.

Further, the role of the male in transmitting the disease was observed through rearing
performances. The layings obtained from the following possible cross combination of uninfected and
infected parents were reared.

1. Infected female x Infected male
2. Infected female x Uninfected male
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3. Uninfected female x Infected male
4. Uninfected female x Uninfected male

As per the norms of egg surface sterilization (Griyaghey et al., 1974), the eggs were disinfected
in 5 % formalin for 5 min and thercafter washed thoroughly with sterile distilled water. On hatching
the larvac were reared on isolated patches of Terminalia tomentosa bushes.

To assess the extent of infecti?n in the of Espring, the i gccted mother moths with three different
intensities of infection viz., "light”’,’'medium’® and *heavy’”, were considered for the purpose. Five
layings were prepared from cach of the categories. The layings thus prepared were thoroughly
disinfected, dricd and kept in laying boxes. On hatching 30 worms were isolated at random from cach
laying, thus making 150 worms from each category.

These worms were reared individually under indoor conditions up to I11 instar and then smears
of each worm were examined for Nosema infection.

RESULTS AND DISCUSSION

Male as the transmitting agent ;

Sizc of the Nosema sp. spore was observed to be 5.8 £ 1.16 . in length and 2.32+ 0.04 i in
width. Similarly, the mature sperm measures 4.3 0.2 p in length and 0.50 + 0.05 p in width
(Table D).

Table 1.
Tableau I.
Length (in micron) Width (in micron)
Material studied Minimum Maximum Mean Minimum Maximum Mean
Longueur (en microns) Largeur (en microns)

Matériel étudié Minimum Maximum Moyenne  Minimum Maximum Moyenne
Sperm head 4.10 4.50 4.30 0.40 0.55 0.50
Téte des spermatozoides
Nosema sp. spore 4.64 9.96 5.80 1.86 2.78 2.32

Spore de Nosema sp.

The marked difference between the size of the Nosema spore and sperm head of A. mylitta clearly
shows that the spore can not be accommodated in the sperm head and as such, the possibility of
transmission of Nosema spore through male moths is ruled out.

Rearing performance :

The results of the rearing performance of the laying from different combinations (Table IT) show
88.43 and 88.20 % mortality duc to microsporidiosis in the lots where infected females were used
along with infected and uninfected males respectively.

Identical observation of a severe population reduction due to transovarian transmission was also
obscrved by Andreadis (1984) and Hill & Gary (1979). In contrast the incidence of microsporidiosis
was nil where uninfected females were used. Thus, almost equal quantum of loss due to
microsporidiosis in combinations where females were infected and no loss due to microsporidiosis
where females were uninfected clearly indicates the non-significant contribution of the male towards
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Table I1. Rearing performance of laying from various possible crosses.

Tableau I1. Performance d’élevage des pontes provenant des divers croisements possibles.
4 P

Sl Cross Hatching % Effective rate Disease mortility Cocoon Shell  Silk ratio
combination of rearing  Microsporidiosis Bacteriosis Polyhedrosis weight  weight

S1 Croisements Taux effectif Mortalité par maladic Poids du Poids Richesse

% d’éclosion d’élevage Microsporidiose Bactériose Polyédrose  cocon coque soyeuse
(%) (%) (%) (%) (2) (8 (%)

1 Infected female X 59.00 6.76 88.43 - 10.35 1.28 12.70
Infected males

1 Femelles contaminées X
madles contaminés

2 Infected females X 58.00 6.91 88.20 - 10.41 1.31 12.50
Uninfected miles

2 Femelles contaminées X
mdles sains

3 Uninfected females X 74.00 65.53 nil 10.59 18.69 1.48 1.53  13.30
Infected males

3 Femelles saines X néant
mdles contaminés

4 Uninfected females X 75.00 64.86 nil 11.12 18.91 11.51 1.50  13.00
Uninfected males

4 Femelles saines X néant
mdles sains
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the transmission of the pathogen. It is further observed that hatchability goes down considerably
(59.0 & 58.0 %) in the case of eggs from infected females in comparison to uninfected femalces
(75.0 and 74.0 %) irrespective of the fact whether the males were infected or uninfected. The results
thus obtained in A. mylitta arc in conformity with the results of Trichoplusia ni (Tanabe and
Tamashiro, 1967) and Malacosoma americanum (Nordin, 1975). The decline in hatchability as
observed in the uninfected females x infected males combination of T ni was not noticed in A. mylitta.

Table I1I. Extent of infection in the progenies of infected mother moths.

Tableau 111, Etendue de I'infection a la progéniture des méres infectées.

SI Intensity of No of larvae Pebrine incidence % Pebrine free

No infection of raoth reared P(L) P(M) P(H) Total larvae %
Intensité de Pinfection Nb. de larves __Incidence de la pébrine Larves non-
du papillon élevées P(L) P(M) P(H) Total pébrinisées %

1 PL) 150 48.00  23.33 14.00 8533 14.67

2 P(M) 150 2067 31.33 40.67 92.67 7.33

3 P(H) 150 4.67 36.67 5733 98.67 1.33

P(L) up to five spores / P(L) jusqu’ a cing spores.
P(M) between 6-10 spores / P(M) entre 6 et10 spores.
P(H) more than 10 spores in one microscopic field / P(H) plus de 10 spores dans un champ microscopique.

Extent of transovarial transmission :

Observations (Table III) indicate that while only 85.33 % of the worms were infected with
Nosema sp. in the lots obtained from the mother with light infection, the same was 92.67 and
98.76 % from the lots obtained from mothers with medium and heavy infections respectively.
Furthermore, the different degrees of infection among the progenies of the same mother was also
obscrved.

Degree of infection was found to be maximum in the offsprings from mothers with hcavy
infection and minimum in the offsprings from mothers with lighter infection. Thus, it is clearly
observed that the extentand intensity of infection in the of fsprings is dircctly correlated to the intensity
of infection in the mother-moth. This is quite in conformity with the findings of Sicgel et al. (1986)
who concluded that the level of infection ata particular stage should determine the level of infection
in the succeeding generation due to transovarial transmission.

CONCLUSION

The study clearly indicates that the male moth can not transmit the disease (o its offsprings. On
the other hand, the female counterpart depending upon the intensity of infection can transmit the
discase with nearly 85-98 % cfficiency. The {indings thus remove the fear of pebrine infection from
outdoor coupling of mother moths with wild males, sometimes resorted to for rejuvenation and
obtaining a better percentage of coupling.
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ETUDES SUR LA TRANSMISSION DE NOSEMA SP.
CHEZ LE VER A SOIE TASAR TROPICAL, ANTHERAEA
MYLITTA D.

U.P. GRIYAGHEY & K. SENGUPTA

Central Tasar Research & Training Institute, Ranchi §34-005 (Bihar), Inde.

La transmission de !'infection de Nosema sp. chez Antheraea mylitta D. s'effectue
exclusivement du papillon femelle @ sa progéniture Q travers le systéme ovarien avec un taux
d'efficacité de 85 a 90 %. Le niveau de transmission et le degré d'infection de la progéniture sont
directement liés A Uintensité de I infection du papillon femelle. Le réle du papillon mdle est inexistant
dans ce processus. Ainsi des accouplements de papillons femelles avec des papillons sauvages qui
donnent un meilleur pourcentage d’ accouplement pourraient étre effectués en sécurité sans crainte
de transmission de I infection.

INTRODUCTION

La microsporidiose du ver a soie Tasar tropical Antheraea mylitia D. causée par Nosema sp. est
devenue I'une des maladies les plus fréquentes. L agent pathogéne qui appartient 2 'ordre des
Microsporidiés et 4 la famille des Nosematidés est de nature monosporoblastique et appartient au
genre Nosema.

La maladie causée par I’agent pathogeéne est communément appelée "pébrine” A cause de points
noirs rappelant le poivre sur le gument de la larve malade du ver 2 soie tasar. Cependant, les
symptdmes bénins des maladies, pendant les premiers stades de I’infection, rendent impossible la
détection de I’agent pathogeéne jusqu’a ce qu’il n’ait séricusement endommagé les élevages. Le
déclenchement de la maladie sous forme d’épidémie a rendu impératif 1a mise en place de conditions
d’élevage et de grainage asceptiques pour maintenir les populations saines. Cependant bien que de
telles techniques soient couronnées de succes, nous devons essayer de comprendre comment le
microsporidien est transmis. La transmission ovarienne de 1" agent pathoggne est plus mystérieuse que
le type per os et a donc intrigué de nombreux chercheurs (Brooks, 1968 ; Tanabe et coll., 1967 ;
Kellen et coll., 1973 et Thomson, 1958) pendant des années et a engendré de nombreuses recherches.

La transmission ovarienne de Nosema sp. chez A. mylitta a ét¢ mentionnée par Jolly et coll.
(1972). La présente étude a été entreprise pour comprendre le r6le du male, s’il y en a un, dans la
transmission de la maladie et le niveau d’efficacité avec lequel 1’agent pathogéne est transmis par les
parents a leur progéniture.

MATERIELS ET METHODES

Des préparations de testicules écrasés provenant de papillons méles nouvellement émergés ont
été colorés au carmin acétique.

De méme on a préparé des lamelles de frottis de tissus infectés par Nosema sp. a partir d’une
suspension acqueuse. Dix lames de testicules et de spores ont été préparées et sur chaque lame dix
tétes de spermatozoides et dix spores ont ét€ mesurés A un grossissement de 1 600,
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De pius, le role du méle dans la transmission de la maladie a été observé a travers les
performances d’élevage. Les pontes obtenues des croisements possibles et mentionnés ci-dessous
entre parents infectés et sains ont €€ €levées :

1) femelle infectéc x male infecté
2) femelle infectée x méle sain

3) femelle saine x mile infecté

4) femelle saine x male sain

Selon les normes de stérilisation des surfaces des oeufs (Griyaghey et coll. 1974), les oeufs ont
été désinfectés avec du formol & 5 % pendant 5 minutes puis abondamment rincés dans de 1’eau
distillée stérile. A Iéclosion, les larves ont €ié élevées sur des lots isolés de buissons de Terminalia
tomentosa.

Pour évaluer 1’étendue de I’infection ?hez la progc’zniture, trois "doses” d’infection ont été
utilisées sur les papillons femelles : "légeére” *, "moyenne™ et "forte"”" Cing pontes ont été utilisées
pour chacune de ces catégories. Les pontes ainsi préparées ont éié entierement désinfectées, séchées
et gardées dans des boites de ponte. A 1'éclosion, trente vers ont ét¢ isolés au hasard dans chaque
ponte soit au total cent cinquante vers pour chaque catégorie.

Ces vers ont 1€ élevés individuellement  I’intérieur jusqu’au troisi€éme age larvaire ; des frottis
de chaque ver ont été alors examinés pour mesurer ’infection par Nosema.

RESULTATS ET DISCUSSION

Le male comme agent de transmission :

La taille de 1a spore de Nosema sp. estde 5,8 £ 1,16 L de long et 2,32 + 0,04 1 de large ; les
spermatozoides matures mesurent 4,3+ 0,2 p de longueur et 0,50+ 0,05 de largeur (Tableau I).

La différence marquée entre la taille de 1a spore de Nosema et celle de la téte du spermatozoide
de A. mylitta montre clairement que la spore ne peut &tre contenue dans la téte des spermatozoides et
de ce fait la possibilité de transmission de la spore de Nosema par I'intermédiaire des papillons males
est exclue.

Performance d’élevage :

Les résultats de la performance d’élevage des pontes des différentes combinaisons (Tableau II)
montrent que la mortalité due 2 la microsporidiose est respectivement de 88,43 et 88,20 % dans les
lots ot les femelles infectées ont éié utilisées avec des males sains et avec des males infectés.

Une observation identique de réduction de population importante dile A la transmission
transovarienne a €t€ faite par Andreadis (1984) et Hill et Gy (1979). En revanche, I'incidence de la
microsporidiose est nulle quand des femelles saines sont utilisées. Ainsi, des pertes presque égales
dues & la microsporidiose sont obtenues pour des combinaisons ot les femelles étaient infectées et
aucune perte due & la microsporidiose n’a été observée quand les femelles étaient saines. Ceci montre
clairement I’absence de contribution du méale dans la transmission de I’agent pathogéne. En outre, on
a observé que 1’éclosion est considérablement plus faible (59,0 et 58,0 %) chez les oeufs provenant
des femelles infectées que chez ceux provenant des femelles saines (75,0 et 74,0 %) indépendamment
du fait que les males aient été infectés ou non. Les résultats ainsi obtenus pour A. mylitta sont en
conformité avec les résultats observés chez Trichoplusia ni (Tanabe et Tamashiro, 1967) et
Malacosoma americanum (Nordin, 1975). Labaisse de I'éclosion observée chez Trichoplusiani dans
la combinaison femelle saine x male infecté n’a pas été remarqué chez A. mylitta.

Etendue de la transmission transovarienne :

Les observations (Tablcau III) montrent que seulement 85,33 % des vers ont éié infectés par
Nosema sp. dans les lots obtenus des méres faiblement infectées alors qu’on obtient 92,67 et
98,76 % d’infection pour les lots obtenus des meres moyennement et fortement infectées
respectivement.
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Différents degrés d’infection sont obtenus parmi les progénitures d’une méme meére. Le degré
d’infection est maximum chez les progénitures des meéres fortement infectées et minimum chez les
progénitures des méres faiblement infectées. Il apparait clairement que 1’étendue et I'intensité de
I’infection chez les progénitures sont directement liées 4 1'importance de I’ infection du papillon mére.
Ceci est tout a fait conforme avec les découvertes de Siegel et coll.(1986) qui ont conclu que le niveau
d’infection 2 un stade particulier devrait déterminer le niveau d’infection dii & la transmission
transovarienne dans le génération suivante.

CONCLUSION

L’étude indique clairement que le papillon male ne peut transmettre la maladie 2 ses progénitures.
D’autre part, la contrepartie femelle peut transmettre la maladie avec environ 85-98 % d’efficacité
selon I’intensité de I'infection. Ces découvertes suppriment donc la crainte d’infection par la pébrine
provenant des accouplements extérieurs des papillons femelles avec des méles sauvages auxquels on
aquelquefois recours pour le rajeunissement et pour obtenir un meilleur pourcentage d’accouplement.
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STUDIES ON THE CROSS INFECTION OF BOMBYX MORI L.
AND PHILOSAMIA RICINI H. LARVAE WITH THE NOSEMA
SP. INFECTING ANTHERAEA MYLITTA D.

U.P. GRIYAGHEY & K. SENGUPTA

Central Tasar Research and Training Institute, Ranchi-834005, Bihar, India.

Inmany areas of India, Tasar silkworm, Antheraea mylittaD ., mulberry silkworm, Bombyx mori
L. and Eri silkworm Philosamia ricini H.are concurrently reared. Each of them suffered from a
disease commonly known as pebrine caused by some protozoan (genus : Nosema, Order :
Microsporidia). {t was of interest to know if the Nosema sp. infecting the three silkworms was the
same and their status with regard to host specificity and cross infectivity identical. The first study
conducted on the cross-infection of B. mori and P. ricini larvae with the Nosema sp. infecting A.
mylitta showed exclusive negative results indicating the Nosema sp. infecting the Tasar silkworm
different from other two and host-specific.

Keywords : Cross infection, host specificity, phylogenetic group, cytoplasmic polyhedrosis,
species resistance, infective agent.

INTRODUCTION

The existence of more than one species in the same habitat and the presence of disease in any
one of them may lead to the chances of cross-infection. But often this does not occur. Normally within
each of the phylogenctic group a general lack of susceptibility is exhibited by the members of each
of the groups to the microorganisms affecting the members of the other group. In a few instances
cross-infections do occur in nature, but they are relatively few until one deals with animals of closely
related categories. The parasites are generally very specific about their host. The insusceptibility of
mammals other than man to infection with Mycobacterium leprae Hansen is an example of species
immunity. In insccts also, B.mori is not susceptible to per os infection with polyhedra of Lymantria
monacha.

According to Bergold (1958) each species of insect virus has its specific host. However, Smith
(1953) and Smith and Xeros (1952, 1953 a & b) studied cross infection tests with about 30 species
of insects and they reported relatively easy success in obtaining positive results with nuclear and
cytoplasmic polyhedrosis viruses. However, B.mori is not susceptible to the nuclear polyhedrosis
viruses of Prothetria dispar, Telea polyphemus, Sphinx ligustri, Samia ricini and Pauaxia dominula.
The species resistance is not confined to virus infection but has also been noted with certain protozoa,
fungus and bacterial infection. The present study was taken up to find out the possibility of
cross-infection of B. mori and P. ricini larvae with the Nosema sp. infecting A. mylitta D.

MATERIALS AND METHODS
Disease free layings of B. mori (Nistari) and P ricini were used in the experiment. Spores of

Nosema sp. were extracted from A. mylitta larvae. The spores were diluted to 8 x 10” spores/100 ml.
concentration. Mulberry and castor leaves were smeared with the spores of Nosema sp. extracted as
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Table I. Cross-infection studies with Nosema sp. of Antheraea mylitta to Bombyx mori.

Tableau I. Etudes des infections croisées de Antheraea mylitta @ Bombyx mori par Nosema sp.

Experiment Nb. of worms _Disease mortality ~ Effective rate Cocoon characters  Fecundity Moth Examination
treated, control  Pebrine Other of rearing C. wt. S.R. Pebrine Other Nil
Expérience Nb. de larves Mortalité par maladie Taux effectif Caractéres des cocons Fécondité Examen des papillons
témoins Pébrine Autres d’élevage Poids Richesse Pébrine Autres Néant

du cocon soyeuse

(%) (%) (%) (® (%) (%) (%) (%)

Treated lot (1™ crop) 445 - 7.4 92.6 1.026 10.52 394 - 8.4 91.6
Lot traité (15 récolte)

Control I (untreated lot) 50 2.0 96.0 1.019 991 355 - 2.1 97.9
1% crop

Témoin [ (lot non traité)

17 récolte

Contro} Il (Treated lot 500 83.8 42 12.0 11.74 10.05 184 100.0 - -
of A. mylitta)

Témoin Il (ot traité

de A. mylitta)

Treated lot (an crop) 500 122 87.8 1.033 10.71 391 - 11.5 88.5
Lot traité ( g récolte)

Cogmol I (untreated lot) 200 - 8.0 92.0 1.04 10.09 406 - 33 96.7
2" crop

Témoin I(lot non traité)

2° récolre

Control II (Treated lot 500 76.2 9.0 148 11.24 10.05 207 100.0

of A. mylitta)

Témoin Il (Lot traité

de A. mylinta)
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Table I1. Cross-infection studies with Nosema sp. of Antheraea mylitta to P, ricini

Tableau II. Etudes des infections croisées de Antheraea mylitta a P. ricini par Nosema sp.

Experiment Nb. of worms _Disease mortality  Effectiverate Cocooncharacters  Fecundity Moth Examination
treated, control  Pebrinc Other of rearing C. wt. S.R. Pebrine Other Nil
Expérience Nb. de larves Mortalité par maladie Taux effectif Caractéres des cocons Fécondité Examen des papillons
témoins Pébrine Autres d’¢levage Poids Richesse Pébrine Autres Néant

du cocon soyeuse

(%) (%) (%) (8 (%) (%) (%) (%)

Treated lot ((1Sl crop) 300 183 81.7 295 13.55 365 . 10.2 89.8
Lot traité (1°7® récolte)

Control I (untreated lot) 300 12.0 88.0 3.07 15.96 373 7.0 93.0
E crop

Témoin I (lot non traité)

1€ récolte

Control II (Treated lot 500 83.8 42 12.0 11.74 10.05 184 100.0

of A. mylitta)

Témoin Il (lot traité

de A. mylitta)

Treated lot (Z"d crop) 500 23.0 77.0 3.02 14.56 343 - 12.0 88.0
Lot traité (2°™ récolie)

Codurol I (untreated lot) 500 - 15.2 84.8 3.1 15.16 355 - 3.0 97.0
2 crop

Témoin I (lot non traité)

2°™¢ récolte

Contol I (treated lot 500 76.2 9.0 14.8 11.24 10.05 207 100.0

of A. mylitia)

Témoin Il (lot traité

de A. mylitta)
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CROSS INFECTION WITH NOSEMA SP.

above and fed to the larvae of B. mori and P. ricini respectively. The spores were fed at I1, Il and IV
instars of the silkworm, 24 hours after passing of the moult. Separate untreated controls were also
maintained for comparison. Dead worms were regularly examined. After pupation, the materials were
allowed to emerge and microscopic examination of each of the moths was conducted. The co-rearings
were conducted for two continuous gencrations.

RESULTS AND DISCUSSION

The data presented in Table I & II, indicate absolutely no mortality due to microsporidiosis in
the lots which were fed with Nosema sp. spores from A, mylitza along with their food. In that respect
they have behaved just like lheigr untreated controls in case of B. mori as well as P. ricini. However,
when the same quantity (8 x 10 spores/100 mli. concentration) of the Nosema sp. spores were fed to
the larvac of A. mylitta, 76.2 10 83.8% mortality due to the disease was recorded.

No symptom of the microsporidian diseasc was observed at any of the developmental stages.
Characters like cocoon weight, shell ratio, emergence percentage and fecundity in the treated iots
were also at par with their untrcated controls. In the emerged moths also, no infection of Nosema sp.
was observed. The data thus reveal that the microsporidian failed to establish and multiply in the new
host. Thus, it is clear that cross infection by Nosema sp. of A. mylitta to B. mori and P. ricini docs
not take place.

Further, it has also been abserved that the spore size of Nosema sp. infecting A. mylitta is bigger
(5.8 + 1.16 by 2.32 + 0.04 micron) in comparison o Nosema bombycis (3 - 4 microns by 1.5 - 2
microns) and Nosema sp. (3 - 3.5 microns by 2 - 2.2 microns) infecting Philosamia ricini. The polar
filament in casc of Nosema sp. of P. ricini is also comparatively shorter and thicker and has a knob
at the anterior end.

The results are quite in agreement with the findings of Talukdar (1961), who observed that cross
infectivity by the Nosema sp. of P. ricini to B. mori was not possible. Furthermore, it also agrees with
the observations of Steinhaus (1949) who is of the opinion that cross infectivily is reladvely rare
unless one deals with the animal coming in the same minor taxonomic categories. This has also been
substantiated by Vaughn (1974) who says that the microorganisms (viruses) will replicate in insects
belonging to the same genus and in a few insects belonging to other genera within the same family,
but seldom to insects belonging to another family. In other words the pathogen is very much host
specific. Identical obscrvations were also made by Jouvenaz and Lofgren (1984) who found that the
microsporidinm Burenella dimorpha was host specific to Solenopsis geminata.

The causes for the specics immunity have been referred by Boyd (1970) to the chemical
relationship between the tissue and the microorganism. If there is no affinity between the infective
agent and the cclls of the body, the animal will posscss perfect immunity against that particular
infection. The study has been of economic significance since in many areas of this country these three
specics of sericigenous insects are reared concurrently and it is essential to know the position with
regard to their cross-infectivity.
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Note bréve

ETUDES DE L’INFECTION CROISEE DES LARVES DE
BOMBYX MORI L. ET PHILOSAMIA RICINI H.PAR NOSEMA
S.P. INFESTANT ANTHERAEA MYLITTA D.

U.P. GRIYAGHEY et K. SENGUPTA
Central Tasar Research and Training Institute, Ranchi 834-005, Bihar, Inde.

Dans de nombreuses régions d'Inde, le ver a soie Tasar Antheraea mylitta D, le ver 4 soie du
miirier Bombyx mori L. et le ver d soie Eri Philosamia ricini H. sont élevés simultanément. Chacun
d'eux a souffert d’ une maladie appelée communément pébrine provoquée par certains protozoaires
(genre : Nosema, ordre : Microsporidiés). Il était intéressant de savoir si le Nosema sp. infectant
ces trois vers 4 soie était le méme et si sa position par rapport a la spécificité de I' héte et I'infectivité
croisée érait identique. La premiére étude réalisée sur I'infection croisée des larves de B. mori et P.
ricini avec le Nosema sp. infectant A. mylitta a donné des résultats exclusivement négatifs indiquant
que le Nosema sp. infectant le ver a soie Tasar était spécifique de I’ hote.

INTRODUCTION

L’existence de plus d"une espéce dans le méme habitat et la présence de 1a maladie chez chacune
d’elles peut conduire a une infestation croisée. Mais la plupart du temps cela n’arrive pas.
Normalement & I’ intérieur de chaque groupe phylogénétique, une absence générale de sensibilité est
affichée par les membres de chaque groupe vis-a-vis des microorganismes touchant les membres de
["autre groupe. Parfois des infections croisées se produisent dans la nature mais elles sont relativement
peu nombreuses tant qu’un individu n’entre pas en contact avec les animaux de catégories
apparentées. Les parasites sont généralement trés spécifiques pour leur hote. La non-sensibilité des
mammiféres, autres que 1'homme, a I'infection par Mycobacterium Leprae Hansen est un exemple
d’immunité spécifique. Parmi les insectes aussi, B. mori n’est pas sensible a I'infection per os par
le polyédre de Lymantria monacha. Selon Bergold (1958), chaque espece de virus d’insecte a son
hdte spécifique. Cependant, Smith (1953) et Smith et Xéros (1952,1953 a et b) ont étudié I’infection
croisée avee environ 30 espéces d’insectes et ils ont facilement réussi & obtenir des résultats positifs
avec des virus de la polyédrose nucléaire et de 1a polyédrose cytoplasmique. Cependant, B. mori est
insensible aux virus de la polyédrose nucléaire de Prothetria dispar, Telea polyphemus, Sphinx
ligustri, Samia ricini et Pauaxia dominula. La résistance des espéces n’est pas limitée a I'infection
par les virus mais concerne également certains protozoaires, champignons et bactéries. La présente
étude a été entreprise pour découvrir la possibilité d’une infection croisée des larves de B. mori et
P. ricini avec le Nosema sp. infectant A. mylitta D.

MATERIELS ET METHODES

Des pontes saines de B. mori (Nistari) et P. ricini ont été utilisées dans 1'expérience. Des spores
de Noserrga sp. ont été extraites des larves de A. mylitza. Les spores ont été diluées  une concentration
de 8 x 10° spores / 100 ml. Les feuilles de miirier et de ricin ont été enduites de spores de Nosema
Sp. extraites comme mentionné ci-dessus et données en nourriture aux larves de B. moriet P, ricini
respectivement. Les spores ont 6t fournies aux vers A soie des 2°, 3% et 4° ages, 24 heures aprés la
mue. Des témoins non traités ont été élevés A titre de comparaison. Les vers morts ont été
régulidrement examinés. Apres la nymphose, les sujets ont pu émerger et un examen microscopique

Sericologia 29(3) 399-400 399



INFECTION CROISEE DES LARVES PAR NOSEMA SP.

de chaque papillon a été réalisé. Les élevages simultanés ont été conduits sur deux générations
consécutives.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les données présentées dans les tableaux I et IT indiquent qu’aucun décés n’est dii 4 la présence
de microsporidiose dans les lots qui ont é1¢ nourris avec les spores de Nosema sp. de A. mylitta
présentes dans leur nourriture. A cet égard ils se sont comportés comme les témoins non traités pour
B.mori et P.ricini. Cependant, quand les mémes quantités (8 x 10° spores/ 100 m! de concentration)
de spores de Nosema sp. ont été données aux larves de A. mylitta, une mortalité s’échelonnant de
76,2 4 83,8 % due & lamaladic a été enregistrée.

Aucun symptéme de maladie microsporidienne n’a été observé aux différents stades de
développement. Des caractéres tels que le poids du cocon, la richesse soyeuse, le pourcentage
d’émergence ct la fécondité ont Ia méme valeur dans les lots traités que chez les témoins non traités.
Parmi les papillons émergés aucune infection de Nosema sp. n’a été observée. Les données révélent
donc que le microsporidien n’a pas réussi a s’établir et 2 se multiplier dans Ie nouvel hbte. I est clair
que I’infection croisée par Nosema sp. de A, mylitta chez B. mori et P. ricini ne s’est pas réalisée.
De plus, on a pu observer que Ia taille de 1a spore de Nosema sp. infectant A. Mylitta est plus grande
(5,8 £ 1,16 par 2,32 +0,04 micron) que celles de Nosema bombycis (3-4 microns par 1,5-2 microns)
et de Nosema sp. infectant Philosamia ricini (3-3,5 microns par 2-2,2 microns). Dans le cas de
Nosema sp. de P.ricini, le filament polaire est aussi comparativement plus court et plus épais et a
une protubérance a 'extrémité antérieure. Les résultats s’accordent complétement avec les
découvertes de Talukdar (1961) qui aobservé que I'infectionde B. mori par Nosema sp. de P. ricini
n’était pas possible. De plus, ils s’accordent également avec les observations de Steinhaus (1949) qui
pense que Pinfection croisée est relativement rare 2 moins qu’il s’agisse d’un animal qui rentre dans
les mémes catégories taxonomiques mineures. Ceci a également été établi par Vaughn (1974) qui
déclare que les microorganismes (virus) se reproduiront chez les insectes appartenant au méme genre
etchez quelques insectes appartenant a d’autres genres a I'intérieur de Ia méme famille, maisrarement
chez des insectes appartenant 2 une autre famille. En d’autres termes, I’agent pathogéne est vraiment
spécifique de I’hote. Des observations identiques ont aussi ét€ faites par Jouvenaz et Lofgren (1984)
qui ont découvert que le microsporidium Burenella dimorpha é1ait spécifique de 1’héte Solenopsis
geminata. Les causes de 'immunité des espéces ont €€ attribuées par Boyd (1970) aux relations
chimiques entre le tissu et le microorganisme. S’il n’y a pas d’affinité entre I’agent d’infection et les
cellules du corps, I'animal aura une immunité parfaite contre cette infection particuliére. Cette étude
a eu une importance économique puisque dans beaucoup de régions de ce pays, ces trois especes
d’insectes séricigénes sont élevées simultanément et il est essentiel de connaitre leur position par
rapport a I'infection croisée.
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STUDIES ON THE EFFECT OF SOME STRESS CONDITIONS
ON THE INCIDENCE OF DISEASES IN TASAR SILKWORM,
ANTHERAEA MYLITTA D.

U.P. GRIYAGHEY & K. SENGUPTA
Central Tasar Research & Training Institute, Ranchi 834-005 (Bihar), India.

First to fifth inswar larvae of Antheraea mylitta D. were exposed to high temperature and high
humidity and fasting stress conditions ranging from 24 to 72 hours and 8 to 40 hours respectively
and their effects studied in relation to the incidence of various diseases and total mortality. Exposure
to high temperature and high humidity led to a higher mortality from viral and bacterial infections,
being directly correlated 1o the duration of exposure and stage of the larvae. Withregard to the effect
of starvation, mortality during the last three stuges was the same but the shock was found to be more
drastic in case of early stage treatmenis leading in most cases (o total mortality.

Keywords : Stress conditions, discase incidence, high temperature and humidity, starvation,
predisposing factors, synergistic effect.

INTRODUCTION

Tasar which is one of the important inscct silk fauna belongs to the family Saturniidae and genus
Antheraea. It includcs the species of Antherae like mylitta, pernyi, assama and yamamai. The tropical
Tasar silkworm, Antheraea mylittaD. is an economically important scricigenous insect which is under
intensive commercial exploitation in the plateau of Central India. This Tasar silkworm which is
semi-domesticated in nature is reared outdoors since immemorial times by the tribes inhabiting the
area. The rearing demands utmost patience and vigilance on the part of the rearers.

Stress conditions like exposure to high temperature and humidity, lack of nutrition including
fasting have been known to cause many direct and indirect injuries in insects (Hopf. 1940 ; Frankeil
and Hopf, 1940 ; Jefferson, 1945) including synergistic effect leading to predisposition to diseases
(Vago and Cayrol, 1955). Steinhaus (1963) emphasized the significance of predisposing causes and
the importance of the environment including certain stressors, in the pathogen - host - environment
triad involved in the diseases of insects. During the rearing of Tasar worms, which is an outdoor
rearing, temperature often shoots up. Non-availability of food at times is also not uncommon. As such,
it was considered worthwhile to undertake a study on the effect of such exposuresin relation to disease
mortality and death. In the present study, three factors, namely temperature, relative humidity and
starvation have been considered.

MATERIALS AND METHODS

Larvae of Antheraea mylitta of different instars were subjected to 35°C temperature and 96 %
R.H. just after hatching/moulting in a humidity oven for 24, 48 and 72 hours. Each of the treatments
was replicated three times. After the treatment, the larvae were reared on Terminalia arjuna food
plants. For studying the effect of starvation on the incidence of diseases, the larvae were starved just
after hatching/moulting by putting them on bushes without foliage for 8, 16, 24, 32, and 40 hours
respectively at each instar and were replicated four times.
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RESULTS AND DISCUSSION

The data showing the effect of high temperature and humidity are presented in Table 1. The
results indicate that high temperature accompanied by high humidity induced multiplication of the
diseases in all the treatmental durations. The effect was, however, less pronounced in the lots treated
during early larval instars in comparison to late instar larvae.

Eable I. Effect of high temperature and relative humidity on the larvae of A. mylitta

Ta?'lftglb 1. Effet de la haute température et de I’ humidité relative sur les larves de A.
myli ;

Stage of Duration of ality (% Effective rate
worms treatment (hrs) Viral Bacterial Fungal Others  of rearing
Age larvaire Durée du j j Taux effectif

traitement (h)  Virale Bactérienne Fongigue Autres d’élevage

I 24 31.2 15.2 1.2 4.0 48.4
48 36.0 154 1.8 34 434
72 39.4 18.0 14 32 38.0
Control 27.6 12.4 1.4 4.6 54.0
Témoin

II 24 38.4 13.8 2.0 32 42.6
48 41.6 15.8 1.0 2.0 39.6
72 46.2 20.2 0.8 0.8 32.0
Control 23.8 10.6 152 ) 62.2
Témoin

II1 24 44.2 12.8 1.4 2.0 34.6
48 47.0 19.0 0.6 39 30.2
72 51.6 23.0 1.0 1.8 22.6
Control 19.8 10.2 0.8 3.0 66.2
Témoin

v 24 478 15.6 04 3.6 32.6
48 50.0 22,6 0.6 2.6 248
72 56.4 24.0 0.4 1.0 18.2
Control 16.4 8.0 - 2.8 72.8
Témoin

\% 24 50.8 17.0 - 2.4 29.8
48 54.2 248 - 2.0 19.0
72 614 26.0 - 14 18152
Control 11.6 5.6 - 3.6 79.2
Témoin

The treatments predisposed more effectively with the gradual increase in the age of the larvae
and duration of the treatment. This is quite evident from the fact that minimum loss (31.2 % virosis
and 15.2 % bacteriosis in comparison to 27.6 % and 12.4 % respectively in control) has been observed
in case wherc I instar larvac were treated for 24 hours, whereas maximum disease mortality (61.4 %
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virosis and 26.0 % bacteriosis in comparison to 11.6 % and 5.6 % respectively in control) has been
observed in case where final instar larvae were treated for 72 hours.

Table IL Effectof starvation on A. mylitta worms.
Tableau I1. Effet du jetne sur les vers de A. mylitta.

Stage of worms  Starvation Disease mortality (%) Effective rate
period (hrs) Viral Bacterial Others of rearing

Age larvaire Durée du Mortalité par maladie (%) Taux effectif
Jjedne (h) Virale Bactérienne  Autres d’élevage

I 8 41.5 16.0 19.0 23.5
16 50.0 24.5 53.5 2.0
24 58.5 28.0 13.5 -
32 51.0 30.0 19.0 -
40 64.5 30.0 3.5 -
Control 14.0 13.5 24.0 495
Témoin .

11 8 37.5 19.5 17.0 26.0
16 40.0 23.0 23.5 13.5
24 42.5 26.0 31.5 -
32 47.0 21.5 31.5
40 40.5 23.0 36.5 -
Control 13.5 16.0 9.5 58.0
Témoin

I 8 40.5 20.0 7.5 32.5
16 51.0 24.5 6.5 18.0
24 60.0 26.0 8.0 6.0
32 64.0 25.5 10.5 -
40 63.0 22.0 15.0 -
Control 16.5 14.5 3.5 65.5
Témoin

v 8 48.0 18.0 1.0 33.0
16 58.5 19.5 1.0 21.0
24 70.0 20.0 2.0 8.0
32 77.0 20.5 - -
40 80.0 19.5 0.5 -
Control 16.0 11.5 2.0 70.5
Témoin

\Y 8 38.0 14.5 1.5 46.0
16 46.0 19.0 0.5 34.5
24 52.5 21.0 6.0 20.5
32 72.0 21.5 2.5 40
40 75.5 19.0 5.5 -
Control 11.5 6.0 1.5 81.0
Témoin

The results obtained are quite in conformity with the findings of Vago (1956) who stated that in
Bombyx mori L., the thermal shock of only 30°C even if it is for shorter duration causes rapid
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multiplication of the disease. Increased mortality due to nuclear polyhedrosis has been recorded by
Vago (1951) and Vago and Cayrol (1955) in Plusia gamma subjected to a relative humidity of 95 %
and Prothetria dispar under boih natural and experimental conditions of high humidity. Further
researches (Vago, 1960) have shown that high temperature and humidity results in respiratory troubles
and slackening of the functioning of alimentary canal leading to rapid multiplication of the pathogen.

Effects of starvation :

The resuits to show the effect of starvation have been given in Table II. The results clearly
indicate that the starvation of the larvae helps ininducing the disease and the effect is more pronounced
when the worms are starved beyond sixteen hours. It is further observed that the larvae in the early
stage, when starved become more prone to the diseases than the advanced stage worms. A minute
observation of the larvae indicates that with the starvation, the larvae become sluggish, which has
also been observed by Wellington (1957) in case of Malacosoma pulviale Dayar. The disease
mortality in case of starved larvae have ranged between 52.5 % (38.0 % virosis and 14.5 % bacterosis)
in V instar larvae starved for 8 hoursto 94.5 % (64.5 % virosis and 30 % bacteriosis) in I instar larvae
starved for 40 hours, whereas in control it has ranged between 17.5 % (11.5 % virosis and 6.0 %
bacteriosis in V instar larvae) 10 27.5 % (14.0 % virosis & 13.5 % bacteriosis) in I instar larvae. The
high mortality brought about by starvation is mainly due to gross histopathological and
physiochemical conditions which are detrimental to the health of the insect. It causes dysfunction of
digestion followed by abnormal growth of the pathogen and the excessive use of the reserved nutrients
lead to the death of the insect (Steinhaus, 1949).

CONCLUSION

It is thus clear from the studies that high temperature accompanied by high humidity excites the
multiplication of the pathogens. As such, rearing under such conditions should be avoided.
Furthermore, starvation of the larvae results in high disease mortality. Therefore, it is suggested that
the larvae, particularly after hatching/moulting should not be starved.
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Note bréve

ETUDES DE L’EFFET DE CERTAINES CONDITIONS
STRESSANTES SUR L’INCIDENCE DES MALADIES CHEZ LE
VER A SOIE TASAR ANTHERAEA MYLITTA D.

U.P. GRTYAGHEY et K. SENGUPTA

Central Tasar Rescarch and Training Institute, Ranchi 834-005 (Bihar), Inde.

Les larves d’ Antheraea mylitta D. du premier au cinquiéme dge ont été exposées @ une haute
température, & une humidité importante e a des conditions stressantes de jedine s’ étalant de 24 a 72
heures et de 8 & 40 heures respectivement. Les effets ont été éiudiés en relation avec I'incidence de
différentes maladies et la mortalité. L' exposition @ une température élevée et & une forte humidité
conduit d une mortalité plus élevée due auxinfections virales et bactériennes et ceci enrelation directe
avec la durée d' exposition et le stade larvaire. Par rapport a I effet du jedne, la mortalité durant les
trois derniers stades est la méme mais I' impact est plus important pour les traitements aux stades
précoces conduisant dans la plupart des cas @ une mortalité totale.

INTRODUCTION

Le Tasar est I’un des insectes séricicoles importants appartenant & la famille des Saturniidés et
au genre Antheraea. 11 comprend les espéces d’Antheraea telles que mylitta, pernyi, assama et
yamamai. Le ver A soic tasar tropical Antheraea mylitta D. est un insecte séricigéne économiquement
important qui est tr2s exploité commercialement sur la plateau de 1'Inde Centrale. Ce ver & soie Tasar
qui est semi-domestiqué est élevé en plein air depuis des temps immémoriaux par les tribus habitant
la région. L’élevage demande beaucoup de patience et de vigilance de la part des éleveurs.

Des conditions stressantes telles que ’exposition 2 unc forte température et & une forte humidité,
le manque de nourriture y compris le jedine ont causé de nombreux dommages directs et indirects
chez les insectes (Hopf, 1940 ; Frankeil et Hopf, 1940 ; Jeflerson, 1945) dont I’effet synergétique
conduit  une prédisposition aux maladies (Vago et Cayrol, 1955). Steinhaus (1963) mit en évidence
les causes de prédisposition aux maladies et I’importance de facteurs stressants dans la triade
environnement-hdte-pathogene. Pendant 1’élevage des vers Tasar, qui est un élevage en plein air, la
températurc augmente souvent brutalement. L'absence de nourriture par moment est également
courante. Ainsi, il est apparu intéressant d'entreprendre une étude sur I’effet de telles conditions en
relation avec la mortalité par maladie et la mort. Dans cette étude, trois facteurs, 4 savoir la
température, I'humidité relative et le jeiine ont été pris en considération.

MATERIELS ET METHODES

Les larves d'Antheraea mylitta de différents 4ges ont ét€ soumises 2 une température de 35°C
et 2 une humidité relative de 96 % juste aprés 1’éclosion ou la muc dans une enceinte pendant 24, 48
et 72 heures. Chacun des traitements a é1é répété 3 fois. Apresle traitement, les larves ont ét€ nourrics
avec des plantes Terminalia arjuna. Pour étudier I'elfet du jeGne sur I'incidence des maladies, les
larves ont été privées de nourriture juste aprés ’éclosion ou la mue en les déposant sur des arbustes
dépourvus de feuillage pendant 8, 16, 24, 32, et 40 heures pour chaque age respectif et cette opération
a é1é répétée 4 fois.

Sericologia 29(3) 405-406 405



EFFET DU STRESS SUR LES MALADIES DE A.MYLITTA

RESULTATS ET DISCUSSION

Les données montrant ’effet d’une haute température et d’une importante humidité sont
présentées dans le tableau I. Les résultats indiquent qu’une température élevée ajoutée a une humidité
importante entraine une multiplication des maladies pour toutes les durces de traitement. Cependant,
I'effet est moins prononcé dans les lots traités pendant les Ages larvaires précoces en comparaison
avec les dges larvaires tardifs.

Les traitements prédisposent plus fortement quand I’4ge larvaire et la durée du traitement
augmentent. Ceci est évident car une perte minimale (31,2 % de viroses et 15,2 % bactérioses en
comparaison avec 27,6 % et 12,4 % respectivement pour le témoin) a été observée dans le cas ot les
premicrs dges larvaires ont été traités pendant 24 heures, alors qu’une mortalité maximale par maladie
(61,4 % viroses et 26,0 % bactrioses en comparaison avec 11,6 % et 5,6 % respectivement pour le
émoin) a €1€ observée dans le cas ol les derniers ages larvaires ont 616 traités pendant 72 heures.

Les résultats obtenus sont tout & fait conformes aux découvertes de Vago (1956) qui établit que,
pour Bombyx mori L., un choc thermique de seulement 30°C méme pour une durée plus limitée
entraine une multiplication rapide de la maladie. Une mortalité accrue due A une polyédrose nucléaire
a ¢é1¢ mentionnée par Vago (1951) et par Vago et Cayral (1955) chez Plusia gamma soumis a un=
humidité relative de 95 % ct chez Prothetria dispar soumis 3 des conditions naturelles et
expérimentales de forte humidité. Des recherches uliérieures (Vago, 1960) ont montré que les
conséquences d’une forte température et d’une forte humidité sur les troubles respiratoires et sur le
ralentissement du fonctionnement du tube digestif conduisent 2 une multiplication rapide de agent
pathogene.

Effet du jeiine:

Les résultats concernant I'effet du jetine sont donnés dans le tableau II. Les résultats indiquent
clairement que le jedne des larves contribue  cngendrer la maladie, I’effet étant plus prononcé quand
les vers ne sont pas nourris pendant plus de 16 heures. Il est mentionné aussi que les larves qui sont
privées de nourriture 2 un stade précoce sont plus prédisposées aux maladies que celles des stades
larvaires avancés. Une observation minutieuse des larves indique qu’avec le jeline, les larves
deviennent paresseuses, observation qui a également 6té faite par Wellington (1957) chez
Malacosoma pulviale Dayar. La mortalité par maladie pour les larves privécs de nourriture varie de
52,5 % (38,0 % viroses et 14,5 % bactérioses) pour celles du cinquieme Age larvaire privées de
nourriture pendant 8 heures 3 94,5 % (64,5 % viroses et 30,0 % bactérioses) pour celles du premier
age larvaire affamées pendant 40 heures, alors que chez les moins elle varie de 17,5 % (11,5 %
viroses et 6,0 % bactérioses) pour le cinquiéme dge larvaire 2 27,5 % (14,0 % viroses et 13,5 %
bactérioses) pour le premier age larvaire. La forte mortalité occasionnée par le jeline est
principalement due aux conditions histopathologiques et physiochimiques qui sont préjudiciables a
la santé de I'insecte. Le jetne provoque le dysfonctionnement de la digestion suivi d’une croissance
anormale de I’agent pathog&ne et I’utilisation excessive des réserves conduit 2 la mort de insecte.
(Steinhaus, 1949).

CONCLUSION

Il est donc clair, d’aprés ces études, qu’une haute température associée & une forte humidité
provoque la multiplication des agents pathogénes. L’élevage dans de telles conditions devrait donc
etre évité. De plus, le jeiine des larves se traduit par une forte mortalité par maladie. En conséquence,
il est suggéré que les larves, surtout aprés I'éclosion et 1a mue, ne devraient pas étre affamées.
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SUZUKI K.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Acta sericologica, Vol 142(9), 53-64. (J)

Egg productivity of parent silkworms for hybridization, Sanx Nichi 02 and Senx Chu 02, reared
on artificial diets.

Productivité en oeufs des souches parentales de vers & soie utilisées pour I’hybridation, San x Nichi
02 et Sen x Chu 02, élevés sur des aliments artificiels.

TAKIZAWA H., TANAKA Y., MATSUDA K., KINCSHITA D-Y ., etal.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Acta sericologica, Vol. 142(9), 25-36. (J)
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Séricigenes non-miirier : élevage, nutrition, pathologie

Non-mulberry silkworms : rearing, feeding, pathology

Successful breeding of "80-2" a new bivoltine Tasar silkworm variety with high silk content.
Réussite de I’élevage de "80-2" une nouvelle variété de vers 2 soie tasar bivoltins donnant une quan-
tité élevée de soie.

CHI B.

1989 Canye Kexue, Acta Sericologica Sinica, Vol. 15(2), 111-112. (C)

Synthetic study on nucleopolyhedrosis control of the field in Antheraea yamamai.
Etude synthétique de a utie contre la polyédrose nucléaire chez Antheraca yamamai.
KOBAYASHI M, YANAGAWA S., TANAKAK.

Fac. of Textile Science and Technology, Shinshu University, Ueda, Nagano-Ken 386, Japan.
1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58 (4), 344-348. (J e)

Meétabolisme du tréhalose et levée de diapause chez la Pyrale du mais en fonction des conditions
du milieu.

Trehalose metabolism and diapause termination in the european corn borer according to environmen-
tal conditions.

PEYPELUT L., GADENNE C., LAVENSEAU L., GOURDOUX L., MOREAUR.

Lab. de Neuro., Univ. de Bordeaux, Lab. de Physiol., Univ. Paris, TALENCE,VER-
SAILLES,FRANCE

1988 Bull. de la Société zoologique de France, Vol. 114(1), 69-73. (Fe)

Occurence of three generations on Menophra atrilineata in a year.
Existence de trois générations par an chez Menophra atrilineata,
YONEYAMA M. ‘

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58(3), 261-262. (J)

Infection of BmDNYV on ovarian cells of Tung oil tree geometrid.
Infection par le BmDNV des cellules ovariennes du géometre 1’abrasin.
Z0USs.

1989 Canye Kexue, Acta Sericologica Sinica, Vol, 15(2), 105-106. (C)
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Vers a soie : génétique

Silkworms : genetics

Heredity of the size of cocoon filament, and gene analysis of fluffy cocoon strain.

Hérédité du diamétre de la bave du cocoon et analyse des génes des souches a cocon pelucheux.
AOKI H., FUJIMORI H., SIMIZU K.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Technical Bull. Seric. Experiment Station, Vol. 134(8), 111-118. (J)

Linkage studies of Bombyx mori : discovery of the twenty-sixth linkage group, sooty and
non-molting of Ishiko.

Etudes de linkage chez Bombyx mori : découverte du 26@me groupe de liaison, tacheté et non-muant
d’Ishiko.

BANNOY., KAWAGUCHI Y., ISHIKO S., DOIRA H.

Faculty of Textile Science, Kyoto Institute of Technology, Sakyo-ku, Kyoto 606, Japan.

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58(3), 234-239. (J,e)

Production of grand parent eggs of F1 hybrid from grand parent silkworm of F1 hybrid.
Production d’oeufs des grand-parents de I’hybride F1 a partir des vers 2 soie grand-parents de I"hy-
bride F1.

CHENSS.

1989 Canye Kexue, Acta Sericologica Sinica, Vol. 15(2), 100-102. (C)

Increase and stabilization in cocoon shell percentage of basic silkworni variety " 123",
Croissance et stabilisation du pourcentage de la coque de la variéié de ver a soie "123".
CHENG J. et al.

1989 Canye Kexue, Acta Sericologica Sinica, Vol. 15(2), 88-90. (C)

Characteristics and heredity of a "new small egg"” mutant segregated from N132 strain in
Bombyx mori.

Caractéristiques et hérédité d’un mutant "petit ocuf nouveau” provenant de la souche N132 de Bom-
byx mori.

EGUCHIR., OHTSUKI Y., SHIBUKAWA A,

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Acta sericologica, Vol. 142(9), 65-72. (J)
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GENETICS

Crossing and back crossing between the domesticated silkworm, Bombyx mori and the wild
silkworm, Bombyx mandarina; variation of cocoon characters in the advanced generations.
Croisement et croisement de rctour entre le ver a soie domestique Bombyx mori et le ver a soie sau-
vage Bombyx mandarina; variation des caractéres des cocons dans les générations suivantes.
HIRATAY.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, [baraki 3085, Japan.

1988 Acta sericologica, Vol. 142(9), 85-98. (J)

Induction of malformation in Bombyx morilarvae by immersion of eggs into methyl nitrosourea
solution.

Induction d’une malformation des larves de Bombyx mori par immersion des oeufs dans une solu-
tion de méthyl-nitrourée.

KAWAGUCHI Y., DOIRA H.,BANNO Y.

Faculty of Agriculture, Kyushu University, Higashi-ku, Fukuoka 812, Japan.

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58 (4), 338-343. (1.e)

Breeding of an autosexing silkworm race, N140 x C145.
Elevage d’une race de ver a soie autosexable, N140 x C145.
MANO Y., NISHIMURA M., KATO M., NAGAYASU K-1.
Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 308, Japan.
1988 Bull. Seric. Exp. Sta., Vol. 30(5), 753-785. (J,e)

Evaluation and selection of silkworm races for fine and coarse size of cocoon filaments.
Evaluation et sélection de races de vers a soie pour obtenir des baves de cocons de calibres {in et
€pais.

NAGAYASU K-I., WATANABE A., MARUYAMA M., YAMAMOTOT.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Technical Bull. Seric. Experiment Station, Vol. 134(8), 97-110. (J)

Effects of the successive backcrosses on characters in the sex-limited yellow cocoon strains.
Effets des croisements de retour successifs sur les caractéres de la souche A cocon jaune lié au scxe.
NINO T., EGUCHIR., SHIMAZAKI A., SIBUKAWA A.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 303, Japan.

1988 Tech. Bull. of Seric. Experiment Station, Vol. 135, 87-105. (J)

Deficiency in xanthine dehydrogenase activity in the og and og’ mutants of the silkworm,
Bombyx mori.

Absence de I'activit¢ xanthine-déshydrogénase chez les mutants og et og” de Bombyx mori.
TAMURAT. :

Scricultural Experiment Station, Suginami-ku, Tokyo 166, Japan.

1977 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 46(2), 113-119. (J,e)

Deficiency of xanthine dehydrogenase activity in the oq oily mutant of the silworm, Bombyx
mori.

Absence de I'activité xanthine-déshydrogénase chez le mutant transparent oq du ver  soic Bombyx
mori.

TAMURAT.

The Sericultural Experiment Station, Yatabe, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1982 Japan J. Genet., Vol. 58, 165-168. (E)

Phenocopy induction of the translucent silkworm with allopurinol.
Induction de phénocopie du ver a soic transparent avec ’allopurinol.
TAMURAT.

Sericultural Experiment Station, Suginami-ku, Tokyo 166, Japan.
1978 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 47(4), 338-342. (J,e)
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GENETIQUE

Granules in the meconium of og-mutant of Bombyx mori.
Granules dans le méconium du mutant og de Bombyx mori.
TAMURAT., SAKATE S.

Sencultural Experiment Station, Suginami-ku, Tokyo 166, Japan.
1975 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 44(6), 487-490. (J,e)

Relationship between expression of oily character and uric acid incorporation in the larval
integument of various oily mutants of the silkworm, Bombyx mori.

Relation entre I’expression du caractére transparent et I'incorporation de 'acide urique dans le tégu-
ment larvaire de divers mutants transparents du ver 4 soie Bombyx mori.

TAMURAT., SAKATE S.

1983 Bull. of Seric. Experiment Station, Vol. 28(6), 719-740. (J,e)

Polymorphism of ribosomal genes with respect to insertion sequence content in Bombyx mori
and heterosis hybrid genomes.

Polymorphisme des génes ribosomiques en ce qui conceme la séquence d’insertion chez Bombyx
mori et hétérosis des géndmes hybrides.

TIKHOMIROVA T.P., TIMOFEEVA M.Y.

1988 Dokl. Akad. Navk., SSSR, Vol. 303(1), 223-226. (R)
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Vers a soie : physiologie, biochimie

Silkworms : physiology, biochemistry

Hormonal regulation of larval development and its utilization in silk production by Bombyx
silkmoth.

Régulation hormonale du développement larvaire et son utilisation dans la production de soie par le
papillon Bombyx.

AKAIH.

1988 J.A.R.Q., V0l.22(2), 128-134. (E)

Effects of anti-JH active substances on larval development of Bombyx mori.
Effets des substances actives anti-JH sur le dévelopement larvaire de Bombyx mori.
AKAIH,, KIMURAK., TAKABAYASHI K., KIUCHI M.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Technical Bull, Seric. Experiment Station, Vol. 134(8), 11-24. (])

A new approach to conjugated genes : synthesis of the pheromones of Lobesia botrana and
Bombyx mori.

Une nouvelle approche pour les génes conjugués : synthése des phéromones de Lobesia botrana et
Bombyx mori.

ALEXAKIS A., JACHIET D.

1989 Tetrahedron Symp., Vol. 35, Recent Dev. in Organ. Chem. ed. Lipshutz B.,381. (E)

Polymorphism of digestive amylase isozyme in the silkworm, Bombyx mori.
Polymorphisme des isozymes de I’amylase digestive chez le ver 4 soie Bombyx mort,
ASAKAWA H., HAMANO K.

Faculty of Agriculture, Tokyo University of Agric. and Tech., Fuchu, Tokyo 183, Japan.
1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58 (4), 322-326. (J,e)

The structural characteristics of the 5.8 S rRNA gene of the silkworm Attacus ricini.
Les caractéristiques structurelles du gene de I'ARNr 5,8S du ver 4 soie Attacus ricini.
DOU S.,ZHENG Z.,LI Z.

1987 Shengwu Huaxue Yu Shengwu Wuli Xuebao, Vol. 19(5),373-382. (Ch)

Increase in respiratory rate during feeding of the silkworm larvae, Bombyx mori.
Augmentation du taux respiratoire lors du nourrissage des larves de vers a soiec Bombyx mori.
HAMANO K., FUKUSHI M.

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58(3), 263-264. (J)
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PHYSIOLOGY, BIOCHEMISTRY

Effect of dietary pyridoxin levels on the concentration and disc electrophoretic pattern of
haemolymph protein of the silkworm.

Effet des niveaux de pyridoxine dans I’alimentation sur la concentration ct le profil électrophoréti-
que des protéines de I’hemolymphe du ver 2 soie.

HAMANO K., TSUCHIDA K.

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58 (4), 355-356. (J)

Peptide map analysis of insecticidal crystal proteins produced by strains of Bacillus
thuringiensis by SDS-PAGE.

Analyse de la carte peptidique des protéines cristallings insecticides produites chez les souches de
Bacillus thuringicnsis par SDS-PAGE.

[IZUKA T., TERAE N.

Faculty of Agriculture, Hokkaido University Sapporo 060, Japan.

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58 (4), 308-314. (] e)

Delayed activation of givcogen synthase adjusted to the effective storage function of fat body in
the premetamorphic instar of the siltkworm, Bombyx mori.

Activation retardée de la glycogéne-synthase ajustée a la fonction de stockage du corps adipeux au
stade prémétamorphose chez le ver a soie Bombyx mori.

INAGAKI S., YAMASHITA O.

1989 Comp. Biochem, Physiol., Vol. 92, 81. (E)

Chymotrypsin-like proteases in digestive juice of silkworm, Bombyx mori. Isolation,
characterization and substrate specificity.

Protéases de type chymotrypsine dans le tube digestif du ver 2 soiec Bombyx mori. Isolement, carac-
térisation et spéeificité de substrat.

KAMAORIM.,, YOSHIDA N., TSURUYAMA S., TOJO A., OGATA F., MAKISUMI S.

1988 Mem. Fac. Sci., Kyushu Univ., Ser. C., Vol. 16(2), 177-188. (E)

Sex pheromone conversion and degradation in antennae of silkworm moth, Bombyx mori L.
Conversion et dégradation de la phéromone scxuclle dans les antennes du papillon Bombyx mori L.
KASANG G.,NICHOLLS M., VONPROFF L.

1989 Experientia, Vol, 45, 81. (E)

A comparison of trimolter races and trimolters induced by an anti-juvenoid for the growth of
silkworm, Bombyx mori.

Une comparaison entre la croissance des races trimuantes et des trimuants induits par un anti-juvé-
noide chez le ver a soie Bombyx mori.

KOZAKAI Y., MIZUSAWA H.

Sericultural Expcnmenl Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Technical Bull. Seric. Experiment Station, Vol. 134(8), 205-222. (J)

Effects of gamma-BHC on physiological process of growth in the silkworm, Bombyx mori.
Effets de la gamma-BHC sur lc processus physiologique de croissance du ver a soic Bombyx mori.
KUMARIJ., NAIDU B.P.

1988 Environ. Ecol., Vol. 6(2), 500-501. (E)

Expression of foreign genes in insects using baculovirus vectors.

Expression de geénes étrangers chez les insecles a I’aide de vecteurs baculovirus.
MAEDA S.

Department of Entomology, University of California, Davis, California 95616, USA.
1989 Ann. Rev. Entommol., Vol. 34,351-372. (E)
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PHYSIOLOGIE, BIOCHIMIE

Isolation and primary structure of bombyxin IV, a novel molecular species of bombyxin from
the silkworm, Bombyx mori.

Isolement et structure primaire de la bombycine IV, une espéce moléculaire nouvelle de bombycine.
MARUYAMA K., HIETTER H., NAGASAWA H., ISOGAI A., TAMURA §., et al.

1988 Agr. Biol. Chem., Vol. 52, 3035. (E)

Protein metabolism in the larval development of the silkworm, Bombyx mori : protein
reutilization at the fourth molt.

Métabolisme des protéines au cours du développement larvaire du ver 4 soie Bombyx mori : réutili-
sation des protéines au cours de la quatriéme mue.

NAGATA M., YOSHITAKE N,

Lab. of Seric. Sciences, Fac. of Agric., Univ. of Tokyo, Bunkyo-ku, Tokyo 113, Japan.

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58(3), 221-233. (],2)

Evidence for phosphorylation of trans-activator p40X of human T-cell leukemia virus type I
produced in insect cells with a baculovirus expression vector.

Mise en évidence de la phosphorylation de ' activateur p40X du virus de typel de la leucémie des cel-
lules T humaines produit dans des cellules d’insectes par un vecteur baculovirus d’expression.
NYUNOYA H., AKAGIT., OGURA T., MAEDA S, SHIMOTOHNO K.

1988 Virology, Vol. 167, 538-544. (E)

Effects of a purified cecropin D from a chinese silk moth on growth, function and differentiation
of murine hemopoietic cells.

Effets d’une cécropine D purifiée d’un papillon séricigéne chinois sur la croissance, la fonction et la
différentiation des cellules hémopoiétiques murines.

OKAIY., QU X.

1989 Immunol. Lett., Vol. 20, 127, (})

Release of prothoracicotropic hormone in the 5th instar larva of silkworm, Bombyx mori L.
Hormone prothoracicotrope libérée chez le ver 4 soic Bombyx mori L. au 5¢me age.

SHIMADA J.

Faculty of Agriculture, Tokyo University of Agric. and Tech., Fuchu, Tokyo 183, Japan.

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58 (4), 315-321.(J,e)

The fine structure of thermo/hygro sensitive sensilla in the silkmoth, Bombyx mori : receptor
membrane substructure and sensory cell contacts.

Structure fine de la sensille thermo/hygro sensible chez te papillon Bombyx mori : sous-structure du
récepteur et contacts de la cellule sensoriclle.

STEINBRECHT R.A.

1989 Cell & Tissue Res., Vol. 255, 49-57. (E)

Volume and surface of receptor and auxiliary cells in hygro/thermoreceptive sensilla of moths
(Bombyx mori, Antheraea pernyi and A. polyphemus).

Volume et surface d'un récepteur et des cellules auxiliaires dans la sensille hygro/thermoréceptive
des papillons (Bombyx mori, Antheraea pernyi et A. polyphemus).

STEINBRECHT R.A., LEEJ.K,, ALTNER H. ZIMMERMANN B,

1989 Cell & Tissue Res., Val. 255, 59-67. (E)

Insulin-like peptide hormone isolated from the head of the adult silkworm, Bombyx mori.
Une hormone peptidique analogue & I'insuline isolée de la téte du ver 2 soie adulte Bombyx mori.
SUZUKI A,

1988 Kagaku to kogyo, Vol 41(12),1126-1127. (J)
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PHYSIOLOGY, BIOCHEMISTRY

The hydrophobic anchor of membrane-bound trehalase from the silkworm (Bombyx mori)
midgut.
Le bras hydrophobe de la tréhalase li¢e & la membrane de I'intestin moyen du ver a soie Bombyx mo-

ri.
TAKESUE Y., YOKOTA K., MIYAJIMA S., TAGUCHI R., IKEZAWA H.
1988 Kankyo Igaku Kerkyusho Nenpo (Nagoya Daigaku), Vol. 39, 181-184. (J)

Sex-and cell-specific regulation of yolk polypeptide genes introduced into Drosophila by
P-element-mediated gene transfer.

Régulation de la spécificité cellulaire et sexuelle des génes des polypeptides de I'oeuf introduits chez
Drosophila par transfert des génes a I’aide de I’élément-P.

TAMURA T., KUNERT C., POSTLETHWAIT J.

Dept. of Biology, Univ. of Oregon, Eugene, OR 97403, USA.

1985 Proc. Natl. Acad. Sci., USA, Vol. 82, 7000-7004. (E)

Preservation of spermatozoa of the silkworm, Bombyx mori, by freezing.
Conservation des spermatozoides du ver 4 soie Bombyx mori par congélation.
TAMURAT., SAKATE S.

1985 Sansi-Kenkyu Acta Sericologica, Vol. 134, 123-128. (J,e)

Presence of bombyxin (4K-PTTH)-like molecules in neurosecretory granules of brain-corpora
cardiaca complexes of Locusta migratoria. Developmental aspects.

Présence d’une molécule de bombyxine (4K-PTTH) dans les granules neuroséeréteurs des complexes
cerveau-corpora cardiaca chez Locusta migratoria. Aspects du développement.

ZACHARY D, GOLTZENE F.,, HOLDER F.C., BERCHTOLD J.P, et al.

1988 Int. J. Invertebr. Reprod. Dev., Vol.14(1), I-10. (E)
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Vers a soie : oeufs, embryologie

Silkworms : eggs, embryology

Variation of the content of free amino acids in eri silkworm (Philosamia ricini) pupae during
diapause as influenced by the treatment of larvae with keratrof.

Variations du contenu en acides aminés libres chez les larves de vers a soie eri (Philosamia ricini)
pendant la diapause influencées par le traitement au keratrof,

DORDEA M,,FLOCAL. PERSECAT.

1987 Stud. Univ., Babes-Bolyai Biol., Vol.32, 56-59. (E)

Comparison of some components in parthenogenetic eggs and fertilized eggs of the silkworm,
Bombyx mori.

Comparaison entre certains composants dans les oeufs parthénogénétiques et les ocufs fécondés du
ver a soie Bombyx mori.

FUGO HAJIME.

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58 (4),351-352.(J)

Changes in SDS-polyacrylamide gel electrophoretic patterns of egg proteins during the
embryonic and diapause development of the Japanese oak silkworm, Antheraea yamamai.
Changements dans les profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide-SDS des protéines de
I’oeuf pendant le développement embryonnaire et Ia diapause du ver 2 soie du chéne Japonais, An-
theraca yamamai.

FURUSAWAT., UEDA T., MITSUDA K.

Dep. Applied Biology, Kyoto Inst. of Technology, Matsugasaki, Sakyo-ku kyoto 606, Japan,

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58(3), 179-185. (J,¢)

A study on the relation between the exposure of Tussar eggs to light and the appearance of
diapause pupa. IV. Prolong exposure time of autumn Tusser eggs to light for avoiding
occurrence of trivoltine moth.

Etude sur larelation entre I'exposition a la lumiére des oeufs tussar et |’ apparition de la diapause chez
la chrysalide. IV. Exposition prolongée a la lumiére des oeufs tusser d'automne pour éviter 1’appari-
tion de papillons trivoltins

GONG ], et al.

1989 Canye Kexue, Acta Sericologica Sinica, Vol. 15(2), 109-110. (C)
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EGGS, EMBRYOLOGY

Application of trimolter inducer on silkworm egg production. I. Comparison between inductive
trimolter and normal tetramolter characters.

Application d’un inducteur de trimuants sur la production d’oeufs de vers  soie. 1. Comparaison en-
tre les caractéres des trimuants provoqués et les caractéres des téiramuants normaux.

LU X, etal.

1989 Canye Kexue, Acta Sericologica Sinica, Vol. 15(2), 74-78. (C)

Changes in properties in lipophorin of the silkworm, Bombyx mori with ontogeny.
Changements des propriétés des lipophorines chez le ver a soie Bombyx mori au cours de 1'ontogé-
nic.

MIURA K., SHIMIZU 1.

1989 Comp. Biochem. Physiol., 92, 197. (E)

On the termination of diapause character hibernating egg of the authorized silkworm races in
the Matsumoto Branch, Sericultural Experiment Station.

Terminaison de la diapause des ocufs hibernants des races de vers 2 soie du centre d’cxpérimentation
séricicole de Matsumoto.

NAKAYAMA K., HIRABAYASHI T., HIGASHI Y.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Acta sericologica, Vol. 142(9), 37-44. (J)

Hibernation of the eggs of the Japanese oak silkworm.
Hibemnation des oeufs du ver a soie du chéne japonais.

SAKATE S.

1984 Tech. Bull. of Seric. Experiment Station, Vol. 123, 31-46. (J,e)

Labour-saving maintenance methods of the silkworm stocks by cold storage of eggs. VIII: Two
years storage in the eggs of F1 hybrid races.

M¢éthodes d’entretien des souches de vers a soie permettant d’économiser du temps de travail par
stockage des oeufs au froid. VIII: Stockage pendant deux ans des oeufs hybrides FI.

SHIMIZU F., AOKI H.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Acta sericologica, Vol. 142(9), 45-52. (J)

Long term preservation of silkworm eggs following an acid treatment in low temperature.
Conservation 2 long terme des oeufs de vers A soie aprés traitement & I'acide 2 basse température.
YOSHIMURA'Y.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Acta sericologica, Vol. 142(9), 99-108. (J)
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Vers a soie : glandes séricigénes

Silkworms : silkglands

Characterization of silkgland tRNA from the mutant silkworm and cloning of its tRNA gene.
Caractéristique de I"’ARN de la glande séricigene d’un ver & soie mutant et clonage de son géne
d’ARNL.

MATSUZAKI K.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Bull. Seric. Exp. Sta., Vol. 30(5), 739-752. (J,e)

Factors involved in preferential transcription of the fibroin gene.
Facteurs intervenant dans la transcription préférentielle du géne de la fibroine.
TAKIYAS., SUZUKI Y.

1989 E.J. B., Vol. 179, I-9. (J)

Ribosomal DNA insertion elements RIBm and R2Bm can transpose in a sequence specific
manner to location outside the 28S genes.

Les ¢léments d’insertion R1Bm et R2Bm de I’ ADN ribosomique peuvent se transposer d’une ma-
nitre séquencielle spécifique 4 I’extéricur des genes 28S.

XIONG Y., BURKE W, JAKUBCZAK J., EICKBUSHT.

1988 Nucl. Ac. Res., Vol. 16, 10561-10573. (E)
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Soie

Silk

Weaving methods of spun like silks and properties of the fabrics.
Méthodes de tissage des soies filées et propriétés des tissus.

AOKI A, TAKAHASHIT., KANDAC.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Technical Bull. Seric. Experiment Station, Vol. 134(8), 259-280. (J)

Effect of epoxide treatment on silk fabrics in the presence of neutral catalyst.
Effet du traitement époxide sur les tissus de soie en présence d’un catalyseur neutre.
ASAIN., HAYASHI Y., OKAGAWA

1989 J. Seric. Sci. Jpn., Vol. 58(3),255-256. (J)

15N and 13C NMR chemical shift calculations for the sequence analysis of Bombyx mori silk
fibroin protein with FPT indo method.

Changement de calcul de RMN 15N et 13C pour I’analyse de la séquence de la fibroine de Bombyx
mori avec une méthode indo FPT,

ASAKURAT., YOSHIMIZU H., ANDO S., ANDO L

1988 Theochem., Vol.45, 135-139. (E)
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Producing of non-woven silk fabrics and silk felt.

Production de soies non tissées et de velours de soie.

KATO H., KOMATU K., MAGOSHI Y.

Sericultural Experiment Station, Tsukuba, Ibaraki 305, Japan.

1988 Technical Bull. Seric. Experiment Station, Vol. 134(8), 281-295. (])
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- Acknowledgements.

- References. The "Harvard system’ is to be followed. References should be detailed in the
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