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Scientific paper

ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN THE SILK GLAND
DURING SECRETORY AND POST-SECRETORY PHASES IN
THE TROPICAL TASAR SILKWORM, ANTHERAEA MYLITTA

(D.) (LEPIDOPTERA: SATURNIIDAE)

S.V. GHONMODE & D.B. TEMBHARE

Department of Zoology, Nagpur University Campus, Nagpur - 440010, India.

The electron microscopic studies reveal the presence of greatly lobuluted nuclei and
well-equipped secretory apparatus consisting af rough endoplasmic reticulum. Golgi bodies and
microtubular radial channels in the cells of medial and posterior regions of the silk gland (MSG and
PSG respectively) during the secretory phase in Antheraea mylirta. The protein droplets are secreted
continuously by the Golgi bodies which are intermingled with the microtubular radial channels. Prior
1o spinning, the formation of intracuticular spaces takes place through which the protein droplets are
transported from the cells to the gland lumen.

With the onset of the regression phase. a large number of lysosomal bodies are evident in the
cells of the MSG and PSG which first attack the evioplasmic organelles and later on, the nuclei
causing degeneration of the MSG und PSG during the prepupal period of metamorphosis.

Keywords: Antheraea mylitta, silk gland. ultrastructure.

INTRODUCTION

Ultrastructure of the silk gland in Bombyx mori and some temperate species of silkworms revealed
distinctly the secretory characteristics of the epithelial cells in MSG and PSG consisting of polyploid
and highly ramified nuclei. large number of nucleoli, rough endoplasmic reticulum. Golgi bodies and
microtubular radial channels forming a well-equipped secretory apparatus for the synthesis of stik
proteins, sericin and fibroin respectively (Prudhomme ef al., 1983; Schnal and Akai, 1990).

Although some histological (Barsagade and Tembhare. 2000) and ultrastructural (Akai ef al.,
1993.1994) observations were made on the silk gland in the tropical tasar silkworm, 4. mylitta, further
investigation is needed to elucidate thoroughly the subcellular mechanism of sitk secretion and silk
gland degeneration, The present ultrastructural studics were, therefore, undertaken to explore
subcellular secretory and degenetative changes in the silk secretory cells of MSG and PSG.

MATERIAL AND METHODS

During July 1997 to November 2000, about 20 to 30 fifth instar larvae of the tropical tasar
silkworm. Antheraea myvlitta, trivoltine Dabha race. were brought several times to the laboratory from
the rearing center and acclimatized (Barsagade and Tembhare, 2000). The silk glands werc dissected
gently from the 3, 6, 9, 12. 15,18, 21 and 24 day-old last instar larvae. The MSG and PSG were
separated and fixed in the Karnovsky's Fixative. The ultra-thin sections were cut on the LKB's
Reickert Ultracut-S-1 Ultramicrotome and observed under the JEOL, 1200 EX- IT'(Japan)
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CLTRASTRUCTURAL CHANGES IN THE SILK GLAND IN A MYLITTA D,

transmission electron microscope at desirable magnifications at the Regional Sophisticated
Instrumentation Centre (RSIC). Nagpur University, Nagpur.

OBSERVATIONS

The histological observations on the sitk glands in Antheraea mylitta elucidated the MSG and
PSG as the silk protein scerctory regions. With the process of cocoon construction, the silk glands
undergo regression and degeneration (Barsagade and Tembhare, 2000). The ultrastructural changes
occurring 1n the silk secreting cells of MSG and PSG during the silk protein secretory and
post-secretory phases are described below:

Secretory Phase: (Figs. 1-4)

In the 6- to 15-day old larvae, the nuclei of the secretory cells of MSG and PSG are giant and
spindle-shaped or lobulated respectively and are compactly filled with large chromatin bodics and
some nucleoli. The entire cell body of the cells in both, the MSG and PSG is occupied with the rough
endoplasmic reticulum (RER) forming a sort of carpet-like appearance. The radial channels are
formed by the bundles of long microtubules which run from the membranous infoldings of apical
basement membrane to the dista] microfilament bundles adjacent to the microvilli of the cell wall.
Large number of Golgi bodies are lving along the radial channels. In the cells of MSG and PSG, the
Golgi bodies are numerous and large in size while the mitochondria are indistinct. The primary fine
spherical protein droplets are discharged from the Golgi bodies which later on, fuse with cach other
forming the large sccondary protein globules. The protein globules are larger in thz cells of PSG than
those in MSG. The well-defined spaces in the cuticular intima are formed in the 15-18 day old larvae.
The transport of protein globules from cell membrane microvilli to the lumen of MSG and through
spaces in cuticular intima to the lumen of the PSG is well-evident. In the 15 day-old last instar larvac,
the lumen of MSG and PSG is filled with their own spherical and elongated protein droplets
respectively.,

Inthe {8 to 21 day-old larvac, the protein globules are transported from the lumen of PSG to that
of MSG and as a result, the PSG protein globules are often observed at the center while the MSG
pratein droplets at the periphery in the lumen of MSG. Both. MSG and PSG protein secretions are,
subsequently transported to the ASG and finally to the spinneret. The vacuoles in the cells as well as
in the lumen intermingled with the protein droplets are not seen in either MSG or PSG during the
present study.

Post-secretory Phase: (Figs 5-10)

At ihe onset of spinning. the 18 dav-old last instar larva stops feeding and the large concentric
whorls of RER are formed. The cells of MSG and PSG become devoid of secretory droplets. The
lysosomes occur in large quantity in the cells of MSG and PSG. The lysosomes attack the evtoplasmic
organelles including the microtubular radial channels. The cytoplasmic content is almost digested.
Large phagosomes embodying vartable size of vacuoles increase in number in the cells of MSG and
PSG. The secretory apparatus is almost destroyed so that in the place of microtubular radial channels,
Golgi bodies, RER and cytoplasmic content. the cells are packed with the lysosomal bodies.
cytoplasmic filaments, membranous vesicles and tubules.

330 2003 - Sericologia 43(3) 329-336
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Fig. I. TEM of PSG showing rough endoplasmic reticulum (RER), Golgi complex(GC) and radial channels
(RC) at the onset of secretory phase in 6-day old larvae. x (scale).

Fig. 1. Microscopie éiectronique & transmtission de la glunde séricigéne postérieure montrant le réticulum
endoplasmique rugueux (RER), le complexe golgien (GC) et les canaux radiaux (RC) au début de la phase
sécrétrice chez les larves de 6 jours. * (échelle).

Fig. 2. TEM of PSG showing radial channels (RC) secreting protein globules (PG) during secretory phase
in 12-day old larvae. x 1800.

Fig. 2. Microscapie électronique & transmission de la glande séricigéne postérieure montrant les cananx
radiaux (RC) séerétant les globules de protéines (PG) pendant la phase sécrétrice chez des larves de 12 jours.
x {800.

Fig.3. TEM of PSG showing large GC and PG fusing with each other and forming large secondary protein
globules (SPG) during secretory phase in 15-day old larvae. x 2500.

Fig. 3. Microscopie électronique & transmission de lu glande séricigéne postérieure présentant de grands
c()mplexe golgien et globules de protéines fusionnant ememble et formant de grands giobules de protéines
secondaires (SPG) pendant la phase sécrétrice chez des larves de 15 jours. x 2500.

Fig. 4. TEM of PSG showing formation of intracuticular spaces (ICS) in the internal cuticle intima (CI)
in the 15-day old larvae. x 37500.

Fig. 4. Micraseapie électronique & transmission de la glande séricigéne postérieure présentant une fm'mmion
d’espaces intracuticulaires (ICS) dans les intima cuticulaires internes (Cl) chez des larves de 15 jours. %
37500.

Fig. 5. TEM of PSG showing formation of concentric whorls of RER in 18 day old larvae. x (scale).

Fig. 5. Microscopie électronigue & transmission de la glande séricigéne postérieure montrant Ia formation de
mlutev concentrigues du reticulum endoplasmigue rugueux chez dex larves de 18 jours. x (échelle).

Fig. 6. TEM of PSG showing lysosomes (L) Lausmg destruction of cytoplasmic organelles and formation
of membranous vesicles (M\ ) and tubules (MT) in 21-day old larvae. N — nucleus. x (scale).

Fig. 6. Microscopie électronique & transmission de la glande séricigéne postérieure présentuni des lysosomes
(L) provoquant la destruciion des organelles Lwoplasnnquev et la formation de vesicules (MV) et de tubes
membranaires chez les larves de 21 jours. N —noyau. x (échelle).

Fig. 7. TEM of PSG showing cells containing a large number of lysosomes (L), membranous vesicles (MV),
scantv evtoplasm and nucleus (N). x (scale).

Fig. 7. Micrescopie électronique a transmission de la glande séricigéne postérieure présentant des cellules
wmenum un grand nombre de lysosomes (L), de vésicules membranaires (MV), et un cytoplasme el un noyan
peut abondants (N). x (échelle).

Fig. 8. TEM of PSG showing lysosomes (L) attackmg nuclear membrane (NM) of the nuclei (arrow) after
dxgestmg eytoplasmic contents and cell wall in the 24-day old larvae. CB - chromatin bodies. x (scale).
Fig. 8. Microscopie électronigue a transmission de la glande séricigéne postérieure présentant les Iysosomes
(L) artagquant la membrane nucléaire (NM) des noyaux (fléche) apreés la digestion du contenu cytoplasmique
et de la paroi cellulaire chez les larves de 24 jours. CB — corps chromatiniens. % (échelle).
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Fig. 9. TEM of PSG showing formation of vacuole (V) at the center of chromatin bodies (CB) in 24-day
old larvae. x 18750,

Fig. 9. Microscopie électronique a transmission de la glande séricigéne postérieure présentant la formation
de vacuoles (V) au centre des corps chromatiniens (CB) ches des larves de 24 jours. x 18750.

Fig. 10.TEM of PSG showing colleidal chromatin material (CM) due to destruction of chromatin bodies,
breaking down of nucleolus (NL). vacuoles (V) in nucleoplasm and release of nuelear contents from nucleus
into cell body after breaking down of nuclear membrane (arrow). N (seale).

Fig. 10. Microscopie électronique G transmission de la glande séricigene postérienre présentant un matérian
cliromatinien colloidal (CM) dii a la destruction des corps chromatiniens, la rupture du nucléole (NL), les
vacuoles (V) dans le nucléoplusme et la libération du cowrenn nucléaire dans le corps cellulairve aprés la
rupture de la membraae nucléaive (fleche). x (échelle).

After digesting the cytoplasmic contents. the lysosomes attack the nuclei. They rupture first the
nuclear membrane and thereafter destroy the chromatin material. The vacuolization and disintegration
of chromatin bodies and nucleoplasm causing [ragmentation of the nuclei and discharge of the
amorphous nuclear material in the cell hody of MSG and PSG cells 1s well-evident.

DISCUSSION
[n B. mori the silk producing secretory cells of MSG and PSG under electron microscope showed

presence of extensively lobulated nucler with numerous nucleoli. a bulk of chromatin bodies and
cytoplasmic organclles consisting of RER. the Golgi bodies and microtubular radial channels (Sasaki

334 2003 - Sericologia 43(3) 329-336
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and Tashiro, 1976: Sasakiand Nakagari, [980; Couble et al.. 1983; Couble eral., 1984). The sccretory
globules are first released from the Golgi bodies of radial channels into the cytoplasm as the opaque
clementary globules which adhere to cach other and form the large globules and pass through the
intracuticular spaces of the degencrated intima and accumulate in the gland lumen (Sasaki ¢t al..
1982). The aceumulation of opaque spherical globules in the lumen of MSG and radially arranged
filamentous globules in the lumen of PSG is well-evident even in the histological preparations in
Antheraea mvlitta {Barsagade and Tembhare, 2000) similar to that in other silkworms {Akai and
Kataoka. 1978). Formation of intracuticular spaces in the degenerated cuticle- intima of MSG and
PSG is noticed quite distinetly in dutheraca nivlina (Akai et al., 1993).

In A. mvlinta. ulrastructure of posterior region of the silk gland has been studied earlier (Akai e1
al., 1993, 1994). These workers have reported numerous vacuotes within the sitk liquid accumulated
in the gland cavity and because of this reason in their opinion the silk filaments become porous rather
than the compact one as found in B. mori (Akai, 2000). During the present study. however, vacuoles
could not be recognized within the liquid secretion in the lumen of MSG or PSG.

In B. mori the middle region of the silk gland is known to be differentiated into three divisions-
posterior, middle and anterior showing difference in ultrastructure. tinctorial properties and x-ray
spectra of the sericin molecules they produce (Akai. 1984). The present study, moreover, does not
show such differentiation of MSG into various divisions in L. myiitta. Couble ef al., (1987) noticed
seeretion of different sericin molecules by individual divisions of MSG in B. mori forming three
layers- inncr, middle and outer of sericin. around the central fibroin fibers. In A. mylitta. moreover.
the central core of fibrous secretion transported from PSG is encireled by a thick homogenous layer
of sericin secretion in the lumen of MSG and ASG. In B. mori. the MSG lumen serves as a silk reservoir
(Prudhomme er al.. 19835), while in A. nmvlitia the silk secretion is stored independently in the lumen
of MSG and PSG prior to spinning.

The A. myvlitta silkworm stops feeding in order to initiate spinning the cocoon and the process of
silk secretion is regressed. The electren microscopic observations showed that the RER, Golgi bodies
and sceretory globules reduce greatly and at the same time, myelin bodies, lysosomes, autophagic
bodies. whorls of rough endoplasmic reticulum and vacuoles appear in the cytoplasm. The
cytoplasmic organelles are rapidly digested by the lysosomes so that the entire cell body is filled with
empty membranous vesicles and tubules. The lysosomes thereufter, attack the nuclear membrane and
destroy chromatin bodies and nueleoli autophagically similar to that in 8. mori (Sehnal and Akal,
1990). Matsuura et al., {1976a.b) also reported sudden and rapid formation of lysosomes in MSG
and PSG causing regression and degeneration in B. mori.  The MSG and PSG degeneration
mechanism inA. myiitia, however, resembles with thatin B. mori. The lysosomes and the autophagie
vacuoles are known to be heavily loaded with acid phosphatase (Matsuura et al.. 1976a.b). During
the prepupal period, the secretory apparatus is destroyed completely by lysosomes. autophagic
vacuoles and hunger spheres through cytolytic enzymes m B. mari (Matsunra et al.. 1976b). Both
MSG and PSG are completely degenerated while ASG are reconstrueted into imaginal labial glands
which secrete the speeial enzye, cocoonase that dissolves the labial opening of the cocoon so that,
the adult silk moth could easily emerge out (Kafatos, 1972). The present study demonstrates the
similar mechanism of degeneration of the silk gland m 4. mylitta also.
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Article scientifique

CHANGEMENTS ULTRASTUCTURAUX DANS LA GLANDE
SERICIGENE PENDANT LES PHASES SECRETRICES ET
POST-SECRETRICES CHEZ LE VER A SOIE TASAR
TROPICAL ANTHERAEA MYLITTA (D.) (LEPIDOPTERA :
SATURNIIDAE)

S. V. GHONMODE & D. B. TEMBHARE

Department of Zoology, Nagpur University Campus, Nagpur —440010, Inde.

Les études microscopiques électroniques révelent la présence de novaux wes lobules et d 'un
appareil sécréteur trés important constitné d un reticulum endoplasmique ruguenx, de corps Golgiens
et de canaux radiaux microtbulaires duans les cellules des zones médiane et postérienre de la glande
séricigéne frespectivement MSG et PSG) pendant la phase sccirétrice chez Antheraea mylitta. Les
gouttelettes de protéines sont sécrétées de maniére continue par les carps golgiens qui sont imbriqués
avec les canaux radiaux microtbulaires. Avant le filuge. il se produit une formation d'espaces
intracuticulaires par lesquels les goutielettes de protéines sont transportées des cellules dans la
lumiére de la glande.

Avec le debut de lu phase de régression. un grand nombre de corps lvsosomanx sont visibles dans
les cellules de la MSG et de la PSG qui attaquent d abord les organites cvioplasmiques et puis ensuite
les novaux. ce qui entraine la dégénérescence de la MSG et de la PSG pendant lu périvde de
meétamorphose pre-nymphuale.

INTRODUCTION

L ultrastructure de la glande séricigéne de Bombyx mori et de certaines espéces de vers a soie
tempérées révele distinctement les caractéristiques séerétrices des cellules épithéliales de la MSG et
de la PSG, qui consistent en des noyaux polyploides ct trés ramifiés. en un grand nombre de nucléoles,
en un reticulum endoplasmique rugueux, en corps de Golgi et en canaux radiaux microtubulaires qui
forment un appareil sécréteur tres équipé pour la synthese des protéines de soie de maniere & sécreter
respectivement la séricine et la fibroine (Prudhomme et coll.. 1985 . Sehnal et Akai. 1990).

Bien que certaines observations histologiques (Barsagade ct Tembhare, 2000) et ultrastructurales
(Akai et coll.. 1993, 1994) aient &t¢ faites sur la glande séricigéne chez le ver a sotc tasar tropical,
A mvlitta, il faudrait entreprendre des ¢tudes supplémentaires pour tirer complétement au clair le
mécanisme subcellulaire de sécrétion de la soie et de dégénérescence de la glande séricigéne. Nous
avons done entrepris ces études ultrastructurales pour explorer les changements subcellulaires
sécréleurs et dégénératifs dans les cellules sécrétrices de sote de la MSG et de la PSG.

MATERIELS ET METHODES

De juillet 1997 a novembre 2000, on a obtenu en plusieurs fois au laboratoire environ 20 a 30
larves du cinquiéme age du ver a soie tasar tropical, Antheraea mylinta, de la race trivoltine Dhaba en
provenance du centre d’élevage pour les acclimater (Barsagade et Tembhare, 2000). Les glandes
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séricigénes sont disséquées avec soin chez des larves de 3. 6, 9. 12,15, 18. 21 et 24 jours. Les MSG
et PSG sont séparées et fixées dans du fixateur de Karnovsky. Les sections ultra fines sont coupées
avec un Uleramicrotome LKB Reickeert Ultracut-S-1 ct observées sous un microscope électronique
a transmission JEOL, 1200 EX- II" aux grossissements désirés au Regional Sophisticated
Instrumentation Cenire (RSIC), de I'Université de Nagpur, a Nagpur.

OBSERVATIONS

Les obscervations histologiques sur les glandes séricigenes chez Antheraea mylitta montrent que
la MSG ctla PSG sont les zones séerétrices de la protéine de soie. Dans le proeessus de construetion
du cocon, les glandes séricigénes subissent une régénération et une dégénérescence (Barsagade et
Tembhare, 2000). Les changements ultrastructuraux qui se produisent dans les cellules séerétant la
soie de la MSG et de la PSG pendant les phases sécrétrices et pendant les phases post-sécrétrices sont
decrits ci-dessous.

Phase sécrétrice (Figs 1-4) :

Chez les larves de 6 a 15 jours, les noyaux des cellules sécrétrices de la MSG et de la PSG sont
respectivement géants, en forme de fuseau ou lobulés et soat densément remplis de grands corps
chromatiques ct de certains nucléoles. Le eorps cellulaire entier des cellules a la fois dans la MSG et
ta PSG est occupé par le reticulum endoplasmique rugucux (RER) qui a I'apparenee d’une moquetie.
Les canaux radiaux sont formes par des paquets de longs microtubules qui s*étendent des enveloppes
membranaires de la membranc basale du sommet jusquaux microfilaments distaux proches des
microviili de la paroi ¢ellulaire. Un grand nombre de corps golgiens est dispersé ke long des canaux
radiaux. Dans les cellules de la MSG et de la PSG. les corps golgicns sont nombreux et de grande
taille tandis que tes mitochondries sont indistinctes. Les gouttelettes de protéines sphériques primaires
fines sont déchargées par les corps golgiens puis fusionnent et forment de grands globules sccondaires
de protéines. Les globules de protéines sont plus grands dans les cellules de la PSG que dans celles
de [a MSG. Des espaces bien délinis dans les intima euticulaires se forment chez les larves de 13 3
18 jours. Le transport des globules de protéines des microvilli de la membrane cellulaire jusqu’a la
lumiérc de la MSG et par les espaces dans les intima cuticulaires jusqu’a la lumicre de la PSG est trés
evident. Chez les larves de 15 jours du dernier age. la lumiére de la MSG et de la PSG est remplic
respectivement par leurs propres gouttelettes de protéines sphériques et allongées.

Chez les larves de 18 a 21 jours. les globules de protéines sont transportés de la lumicre de la
PSG jusqu’a celle de la MSG et par conséquent, on observe souvent les globules de protéines de la
PSG au centre tandis que les gouttelettes de protéines de la MSG se situent a la périphérie de la lumicre
de la MSG. Les sécrétions de protéines de la MSG et de la PSG sont, par la suite transportées jusqu’a
"ASG (glande seéricigéne antérieure) et finalement jusqu™a la filiere. Dans cette ¢tude. les vacuoles
dans les cellules ct dans la lumicre mélangées avec les gouttelettes de protéines ne se voient ni dans
la MSG ni dans la PSG.

Phase post-sécrétrice (Figs 5-10) :

Audébut du filage, la larve du dernier age de 18 jours arréte de se nourrir et il se forme de grands
tourbitlons concentriques de RER. Les cellules de la MSG et de la PSG deviennent exempts de
gouttelettes sécrétrices. 11 se produit une grande quantité de lvsosomes dans les cellules de fa MSG
et de la PSG. Les lysosomes attaquent les organelles evtoplasmiques y compris les canaux radiaux
microtubulaires. Le contenu cytoplasmique est presque digéré. De grands phagosomes qui
comprennent des vacuoles de taille variable augmentent en nombre dans les cellules de la MSG ct de
la PSG. L appareil sécréteur est presque déwruit si bien qu'a la place des canaux radiaux
microtubulaires. des corps golaiens, du contenu RER et cytoplasmique, les cellules sont comblées
avec les corps lysosomaux, les fitaments cytoplasmiques, les vésicules ot les tubules membranaires.
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Apres avoir digéré le contenu cytoplasmique, les lysosomes attaquent les noyaux. Ils rompent
d’abord la membrane nucléaire puis ils détruisent le matéricl chromatinien. La vacuolisation et la
désintégration des corps chromatiniens et du nucléoplasme qui entrainent la fragmentation des noyaux
ct la décharge de matériel nucléaire amorphe dans le corps cellulaire des cellules de la MSG et de la
PSG sont bien évidentes.

DISCUSSION

Chez B. mori. ’observation des cellules sécrétrices productrices de soie de la MSG et de la PSG
sous un microscope ¢lectronique montre la présence de noyaux trés lobulés avec de nombreux
nucléoles, un ensemble de corps chromatiniens et d'organelles cytoplasmiques constituces de RER,
de corps golgiens et de canaux radiaux microtubulaires (Sasaki, et Tashiro, 1976 ; Sasaki et Nakagari.
1980 : Couble et coll., 1983 ; Couble et coll., 1984). Les globules sécréteurs sont d’abord libéres par
les corps golgiens des canaux radiaux dans le cytoplasme en tant que globules opaquces ¢lémentaires
qui adhérent 1’un a I"autre et forment de grands globules et passent par les espaces intracuticulaires
des intima dégénérées et s’accumulent dans la lumére de la glande (Sasaki et coll, 1982),
L aceumulation de globules spheriques opaques dans la lumiére de ta MSG ct de globules filamenteux
disposés en ¢toile dans la lumiére de la PSG est bien évidente dans les préparations histologiques chez
Antheraea mylina (Barsagade et Tembhare, 2000) comme chez d autres vers a soie (Akai et Kataoka.
1978). On remarque distinctement la formation d”espaces intracuticulaires dans les intima cuticulaires
dégénérées de la MSG et de la PSG chez Antheraea mylitio (Akai et coll., 1993).

On a déja étudic¢ chez A. mylitta ultrastructure de fa zone postérieure de la glande séricigéne
(Akai et coll.. 1993. 1994). Ces chercheurs ont rapporté des vacuoles nombreuses a [intérieur du
liquide soyeux accumul¢ dans la lumiére de la glande et selon eux en raison de ccla les filaments de
soie deviennent poreux et non compacts comme chez 8. mori (Akai. 2000). Cependant, dans cette
étucde, on ne peut pas reconnaitre les vacuoles dans la s¢erétion liquide de la fumicre de la MSG ou
de la PSG

Chez B. mori, on sait que la zonc mediane de la glande séricigéne est ditférentiée en trois
divisions : postérieure, médiane et antéricure, ce qui donne une diftérence d'ultrastructure, des
propriétés tinctoriales et du spectre aux rayons-x des molécules de séricine qu’elles produisent (Akai,
1984). Par contre. cette étude, ne montre pas une telle différentiation de 1a MSG en divisions variées
chez A. mylitta. Couble cteoll.. (1987) ont remarqué la séerétion de différentes molécules de serieine
par différentes parties de la MSG chez B. mori, qui forment trois couches. interne, médiane et externe
de séricine autour des fibres de fibroine centrales. Par ailleurs. chez 4. my/fitta. 1e coeur central de la
séerétion fibreuse transportée a partir de la PSG est entouré par une couche homogéne épaisse de
sécrétion de séricine dans la lumiére de la MSG ct de I'ASG. Chez B. mori, la tumiére de la MSG sert
de réservoir a soie (Prudhomme et coll.. 1985) tandis que chez A. mylita, la sécrétion de soie est
stockée indépendamment dans la lumiére de la MSG et de la PSG avant le filage.

Le ver a soie A. mylinta arréte de se nourrir pour commeneer a filer le cocon et il se produit une
régression du processus de sécrétion de soie. Les observations au microscope ¢lectronique montrent
que le RER. les corps golgiens et les globules séeréteurs diminuent beaucoup et au méme moment,
les corps myéliniques, les lysosomes. les corps autophagiques, les tourbillons de reticulum
endoplasmique rugueux ct les vacuoles apparaissent dans le cytoplasme. Les organites
cytoplasmiques sont rapidement digérés par les lysosomes de sorte que tout le corps cellulaire est
rempli de vésicules ct de tubules membranaires. Puis les lysosomes attaquent la membrane nucléaire
et détruisent les corps chromatiniens et les nucléoles de maniere autophagique comme chez B. mori
(Sehnal et Akai, 1990). Matsuura et coll., (1967a, b) ont aussi rapporté une formation rapide et
soudaine de lysosomes dans la MSG et la PSG qui entraine la régression et la dégéncrescence chez
B. mori. Le mécanisme de dégénérescence de la MSG et de la PSG chez A. my/itta ressemble a celui
de B. mori. On sait que les lysosomes et fes vacuoles autophagiques sont lourdement chargés en
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phosphatase acide (Matsuura et coll., 1967a, b). Pendant la période pré-nymphale chez B. mori,
Pappareil sécréteur est complétement détruit par les lysosomes et les vacuoles autophagiques et les
sphéres digestives par les enzymes cytolytiques (Matsuura et coll., 1976b). La MSG et la PSG
dégénérent completement tandis que I’ ASG se reconstruit en glandes labiales imaginales qui sécrétent
Penzyme spéciale, la cocoonase qui dissout I’ouverture du cocon de sorte que le papillon aduite peut
facilement émerger (Kafatos, 1972). Notre étude montre un mécanisme similaire de dégénérescence
de la glande séricigéne chez 4. mylina.
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INFECTION OF ANTHERAEA MYLITT. SYTOPLASMIC
POLYHEDROSIS VIRUS (AmCPV) IN 5" INSTAR AND
THEIR EFFECT ON SURVIVAL AND COMMERCIAL
CHARACTERS OF TASAR SILKWORM
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Silkworm Pathology Laboratory, Central Tasar Research and Training Institute, Piska Nagri,
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Infection of CPV on different davs of 5™ instar tasar silkworm larvae, Antheraea mylitta D.
affects the growth and development effectively. From a series of experimental infectivity tests up (o
seven davs of Vinstar larvae. it was observed that first, second and third day infection registered
impact on survivability more adversely and reduced the larval weight, cocoon weight, shell weight,
pupal weight and moth emergence percentage at maturity. Earlier was the infection during the 5
istar, greater was the veduction in the above econoniic traits.

Keywords: Antheraea mvlitta, virosis, survival.

INTRODUCTION

Tasar silkworm, Antheraea mylitta Drury is reared in outdoor condition and suffers heavy loss
due to pest and diseascs. Among diseases, virosis, bacteriosis and microsporodiosis are the major
diseases. Virosis caused by cytoplasmic polyhedrosis virus {AmCPV) alone causes more than 20%
loss in cocoon crop. The severe infection of AmCPV may cause failure of entire crop. Diseased worms
show retarded growth, irregular moulting, vomiting tendency. flaccidity and ultimately they die by
hanging head downwards during rearing. Some chemicals and formulations i. e. sodium hypochlorite,
tasar keet ousadh, iodophore have been used to control the viresis in tasar sitkworm (Thangavelu ez
al.. 1995). Thorough surface disinfection of Bombyx mori eggs with 2 5% formaline suppresses CPV
(Mangum et /., 1972). Asiphor 1-2% 1s also known to be effective against polyhedrosis in Bonmbyx
mori (Reddy er al.. 1990). Some prophylactic agents have been reported to combat polyhedrosis in
mulberry silkworm, B. mori (Nomani and Mukherjee. 1975 Patil, [991) and in tasar silkworm (Kumar
and Grivaghey, 1995). Calcium hydroxide decreases the incidence of CPV when fed orally (Argua
et al., 1963).

The susceptibility of silkworm to CPV infection is high at the early stage, much lower at the
middle stage and then increases up to the moult in Bombyx mori (Kobraeral., 1967). Such information
in Antheraea mylitia is wanting. hence, this experiment was conducted to determine the effect of
AmCPYV infection in late age larvac for observing survivability and commercial characters.

MATERIALS AND METHODS

Antheraea mylitra cytoplasmic polyhedrosis virus (AmCPV) inoculum:
Fresh AmCPV inoculum was prepared from diseased silkworm following the method of Hayashi
and Bird (1970) with some modification. Completely whitened mid gut of polyhedrosised silkworm
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(30 g) were homogenised at 5° C in 300 ml of TE buffer (10 mmol1 Tris— HCL. 1 mmol/l - EDTA,
pH 8.0). After removing the debris by filtration through 110 pun macrofilter, the polyhedral bodies
were pelleted by centrifugation at 10.000 x g for 10 nunutes. The pellet was thoroughly washed,
resuspended in 15 ml of TE buffer and purified further by centrifugation through 55-75% sucrosc (in
20 nimol’l. phosphate buffer pH 7.2} density gradient at 30.000 x ¢ for 90 minutes. The bands
containing polvhedral bodies were pooled. washed several times with TE butter and stored at—=5° C.

Inoculation of AMCPYV and rearing of larvae:

Required quantity of AmCPV suspension was made by polyhedra count (1 x 10° polvhedra/ml)
using “"Neubaurer” hacmocytometer out of that 2.0 ml suspension was used for inoculation of 50
larvac. Virus suspension containing 1x 107 polyhedra/ml was smeared evenly on sterilized (70% ethyl
alcohol) fresh leaves of Terminalia arjic 2 with a flat upped glass rod. allowed to air dry and fed to
1 to 7 days old 5" instar larvae of Daba eco-race. The feeding of AmCPV treated leaves to the larvae
was given separately once in the morming i controlled indoor condition (at 24° C £1° C and 70 + 5%
relative humidity). The subsequent feeds were with untreated fresh arjuna leaves. Feeding of Arjuna
leaves treated with sterilized distilled water served as control. For each treatment including control
six rephications cach with 30 larvae were maintained. Observations were made on larval growth,
survivability and cocoon character and data were analysed by adopting completely Randomized
Design (Sundaraj ¢ al., 1972).

RESULTS AND DISCUSSION

The results of survivability presented in figure 1 indicate that the survival of larvae, pupae and
adults was better when the infection by AmCPV took place late in fifth instar. The survival pucenldﬂe
of larvae. pupae and adults was less than 10% when the larvae were inoculated omlly on 1% day of
5™ instar. whereas it was more than 20% in the larvae inoculated on 7" day of 5™ instar. Eartier the
silkworms were inoculated during the 3" instar, the greater was the body weight 1edu<_l10n at maturity.
The average weight was 24.4 g in the larvac infected orally with AmCPV on 1% day of 3™ instar and
itwas ligher 34.6 g¢in 7 th d,ly inoculated Tarvae, Maximun larval weight of 38.8 ¢ was recorded in
control (Fig. 1), As the infection of AmCPV was later in 5™ instar the pupae formed were
comparatively healthier as higher pupal weight (11.25¢) was recorded in . day inoculated larvae.
Similarly single cocoon weight, shell weight and silk percent varied from 8.45 to 11.25 g, 0.74 to
1.36 ¢ and 8.75 to 12.08% respectively in the larvae incculated with AmCPV trom 1™ to 7l ' day of
S sih; instar larvac. In control the cocoon weight, shell weight, silk percent recorded were comparatively
higher 11.75g, 1.31 g and 12.85% respectively (l ig. 2). The survival ofadults emerged from the larvae
inoculated with AmCPV in 5™ instar (1™ 1o 7" days) was 4.50. 7.00. 11.50, 15.25, 19.50, 20.25 and
22.50% respectively against 43% in control (Fig. 1).

The severity of cytoplasmic polvhedrosis is influenced by several factors such as the pathogen
susceptibility of silkworms. nutritton. environmental components ete. It may be inferred that
cytoplasmic polvhedrosis virus infection from 1 to g days of V instar silkworm larvae results in
greater reduction in survival of larva. pupa and adult besides affecting cocooning, pupation. larval
weight. cocoon weight. shell weight and silk ratio.

The silkworms which were given the inoculation on the first and second day of the V instar started
showing the symptoms of virosis after sixth day. However. the [:Tsg for larval mortality was 9.12
days m case of silkworms inoculated on the first day.

After 24 hours of inocu!ation polyhedra frequently begin to appear and in 48 hours they reach in
most of the cells (Trager, 1935). The fat tissues of infected silkworms, a nucleus show tetrahedral
shape in the place of the normal rhomboedodechedra (Bergold, 1943). As a result of that CPV
inoculated in final stage of 4111/191 acu nmfitta. larvae begin to appear yellow from 4o 7th days and
start dying between 9 1o 10! days hence. the consequences of the infection on the economical

342 2003 - Scricologia 43(3) 341-344



ALOK SAHAY

D = st J o b
characters was more emphasised in the 1% day to gl day inoculated larvae in comparison to i day
inoculated larvae.

50 — —
45 —— Mature larvai weight (g) ~{3— Survivability (%) Larval stage

40 —h— suwivability (%) Pupal stage b - Suwiyability {%) Adult stage

35
30
25
20
15

10

5 4

Response

1stday 2nd day 3rd day 4thday 5thday 6thday 7thday Control
Inoculation day of Vth instar

Fig. 1. Influence of AmCPV on larval grewth and survivability of Antheraeca mylitta.

I~

ig. 1. Influence de I'AmCPV sur la croissance larvaire et la survie d’Antheraca mylitta.

14

—&— Cocoon weight () —{F— Pupal weight (g)
—&— Shell weight {g) —*—5SR%

12

10

Response

A h A A A A

istday 2ndday 3rdday 4thday Sthday 6thday 7thday Control

Inoculation day of Vth instar

=
97

. 2. Effect of AmCPV on the commercial parameters of Antheraea mylitia.

Fi

)

. 2. Effer de PAmCPV sur les paramétres cammerciaux «Antheraea mylitta.

2003 - Sericologia 43(3) 341-344 343



INFECTION OF ANTHERAFA MYLITTA BY CYTOPLASMIC POLYHEDROSIS VIRUS

The observations on reduction of mature larvae weight with AmCPV infection on different days
in 5" instar in the present study are in accordance with those of Philip & Jacob (1981) who observed
a reduction in the larval weight of Pericallia ricini infected with granulosts virus. In the present
experiment, the loss in single cocoon weight in AmCPV infected larvae matches with the findings of
Hadimani (1680) who reported reduced cocoon weight due 10 Kenchu virus infection in silkworm,
Bombyx mori.
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INFESTATION D’ANTHERAEA MYLITTA PAR LE VIRUS DE
LA POLYEDROSE CYTOPLASMIQUE (AmCPV) AU 5EME
AGE ET SON EFFET SUR LA SURVIE ET LES
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Linfestation des larves du ver a soie tasar Antheraea mylitta D. par le CPV a différents jours
du 535 age a réellement un effet sur leur croissance et leur déxyeloppement. D aprés une série de
tests d'infectiosité expérimentale, nous avons observe que lorsque ! 'infestation a liew le premier, le
dewvieme et le troisieme jour du 35 dge, elle a un impact plus négatif sur la survie et elle fuit baisser
le poids larvaire, le poids du cocon, le poids de la coque, le poids nymphal et le pourcentage
d'emergence des papiflons. Plus linfestation a lieu 16t pendant le 3 Gge. plus la diminution des
traits économiques ci-dessus est imporiante.

INTRODUCTION

Le ver a soic tasar, Antheraea mylitta Drury cs1 éleve a I'extérieur et est victime de lourdes pertes
en raison des parasites et des maladics. Les principales maladies sont les viroses. les bacterioses et
les microsporodioses. La seule virose provoquée par le virus de la polyédrose nucléaire (AmCPV)
entraine une pette de récoltes en cocons de plus de 20 %. Une infesiation sévere par PAMCPV peut
entrainer un ¢chec total. La croissance des vers a soie malades est retardéc. leur mue irrégulicre, et
ils présentent une tendance aux vomissements et a la flacidite et finalement ils meurent la téte en bas
pendant I’élevage. Certains produits chimiques et formulations comme I’hypochlorure de sodium, le
keet ousadh tasar. | iodophore sont utilisés pour lutter contre la virose du ver a soie tasar {Thangavelu
et coll.. 1995). La désinfection compléte de la surface des ceufs de Bombyx mori avec de la
formaldéhyde a 2,5 % supprime le CPV (Mangum et coll., 1972). On saitaussi que "asiphorea 1-2%
est efficace contre la polyeédrose chez Bombux mari (Reddy et coll., 1990). On a rapport¢ que certains
agents prophylactiques combattent la polyédrose du ver a soie du marier, 8. mosi (Nomani ct
Mukherjec, 1975 - Patil, 1991) et du ver a soie tasar (Kumar et Griyaghey. 1993Y). Quand il est absorbé
oralement, I'hydroxyde de calcium diminue "incidence du CPV (Argua et coll., 1963).

Chez Bombyx mori. la sensibilité du ver a soie a I'infestation par le CPV est ¢levée au stade
précoce, beaucoup plus faible au milicu du stade et elle augmente jusqu’a la mue (Kobra et coll..
1967). On ne disposc pas de ces informations chez Antheraca mylitia, d’ot cette expérience qui a ¢té
entreprise pour déterminer 'effet de | infestation par AmCPY sur les larves du dernier age et pour
observer leur survie et leurs caractéres commerciaux.

MATERIELS ET METHODES

Inoculum du virus de la polyédrose cytoplasmique (AmCPV) chez Antheraea mylitta :

2003 - Sericologia 43(3) 345-347 343



INFESTATION DE A MYLITTA PAR LE VIRUS DE L4 POLYEDROSE CYTOPLASMIQUE

On prepare un imoculum frais d*”AmCPY a partir de vers a soie malades en suivant la méthode
d Hayashi et Bird (1970) avec certaines modiﬁcations. L’intestin moven completement blanchi de
vers a soic polyedrosés (30 g) est homogénisé a 5° C dans 500 m! de tampon TE (10 mmol/l Tris—
HCL I mmol/l — EDTA. au pH de 8,0). Aprés avoir enlevé les débris par filtration a travers un
macrofiltre de 100 pm, les corps polyédraux sont culottés par centrifugation a 10 000 x g pendant
10 minutes. On lave soigneusement l2 culot, on le resuspend dans 15 mt de tampon TE et on le purifie
4 nouveau par centrifugation sur un gradient saccharose de 55 a 75 % (dans 20 mimol/l. tampon de
phosphate au pH de 7.2) 4 30.000 x g pendant 90 minutes. Les couches contenant les corps polyédraux
sont regroupécs. lavées plusicurs fois dans un tampon TE et stockées a — 5° C,

Inoculation de ’AmMCPYV ct élevage des larves :

On fabrigue la guantité nécessaire de smpemlon AmCPYV en dénombrant les polyédres (1 x 10°
polyédres /ml) avec un hémocytornétre ** Neubaurer ™ et on utlllse 2 ml de suspension pour
I'inoculation de 50 larves. La suspension de virus contenant I x10° polyédres / ml est étalée
régulierement sur des feuilles fraiches stérilisées (aicool éthylique a 70 %) de Terminalia arjuna avec
un batonnet en verre a Iextrémité plate, puis on la laisse sécher & 1’air et on nourrit des larves du 5 séme
age de 1 a 7 jours de I'ecorace Daba. Les larves sont nourries avec des feuilles traitées avec de
PAmMCPV séparément une fois le matin dans des conditions contrlées a I'intérieur (2 24°C £ 1° C
et 70 £ 5 % d’humidit¢ relative). Les nourrissages suivants ont lieu avee des feuilles fraiches d”Arjuna
non traitées. Le nourrissage avec des feuilles d*Arjuna traitées avec de 'eau distillee stérilisée sert
de témoin. Pour chaque traitement, y compris pour le témoin. on maintient six répétitions de 50 larves
chacune. On procede aux observations sur la eroissance larvaire, la survie, les caractéres du cocon et
les données sont analysées en adoptant une conception completement aléatoire (Sundaraj et coll.,
1972).

RESULTATS ET DISCUSSION

Les resultats concernant la survie, présentés dans la figure 1, indiguent que la survic des larves.
des nymphes et des adultes est meilleure quand infestation par I'’AMCPV se produit a la fin du
cinguieme age. Le pourcentage de survie des larvcs des nymphes et des adultes est inférieur a 10 %
quand les larves sont inoculées par voie orale lx 1 Jour du S age tandis qu'il est superluu a20%
quand les larves sont infestées oralement le 7™ jour du 3™ age. Plus les vers & soie sont inoculés
tot pendant le 3 i’ age. plus le poids corporel baisse a la maturité. Le poids moyen est de 24,4 g chez
les larves infestées de maniére orale par I'AmCPV le 1 jour du 5™ age et il est plus élevé ( 34.6 Q)
chez les larves invculées le 7°™™ jour. On enregistre le poids larvaire maximum de 38.8 g chez le
témoin (Fig. 1). Quand I'tnfestation par I'AmMCPV a lieu plus tard pendant le 5 seme age, les mmphes
qui se forment sont comparativement plus saines puisqu’on enregistre un peids nymphal plus élevé
(11,25 g) chez les larves inoculécs le 7 jour. De méme, le poids du cocon. le poxds de la coque et
le pourcentage de 501e wrxem de8.45all, 5 g,dc0.742 136 getde 8.75 2 12,08 %. respectivement
chez les larves du 37" age inoculées du 1" au 7“"°J0ur par 'AmCPV. Chez le témoin. le poids du
cocon, le poids de la coque, le pourcentage de soic enrcgistrés sont comparativement plus élevés
11.75g, 1,51 g et 12,85 % respectivement (Fig 2). La survie des adultes ayant émergé a partir des
larves inoculées par I'AmCPV au 5™ age (1€ g gt  jour) est respectivement de 4,50 ;7 :11.50 ;
1525 19,50 : 20.25 et 22,50 % contre 45 % chez le témoin (Fig. 1).

La sevérité de la polyédrose cytoplasmique est influencée par plusieurs facteurs comme la
sensibilité des vers & soie au pathogéne. la nutrition. les composants environnementaux, etc... On
peut avancer que 1'infestation nar le virus de la polyédrose cvtoplasmique du 1" au 3 3Eme jour chez
les larves du ver a soie du 5™ 4ge entraine une plus grande diminution de la survie des larves, des
nymphes et des adultes tout en ayant un effet sur le coconage. la nymphose, le poids larvaire, le poids
du cocon. le poids de {a coque et la richesse soyeuse.
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Les vers & soie qui sont inoculés le premier et le deuxiéme jour du 5°™M¢ dge commencent & montrer
les symptomes de la virose apres le sixicme jour. Cependant, I'ET50 pour la mortalité larvaire est de
9.12 jours chez les vers a soic inoculés le premier jour.

Aprés 24 h d’inoculation, les polyédres commencent fréquemnment a apparaitre et cn 48 heures,
elles atteignent la plupart des cellules (Trager, 1935). Dans les tissus adipeux des vers a soic infestcs,
le noyau présente une forme tetrahédrique a la place du rhombododecaedre normal (Bergold, 1943).
Quand le CPV est inocul¢ au dernier stade chez Antherea mylitta, les larves commencent a devenir
jaunes du 4™ au 7°™ jour et elles commencent a nourir entre le 9™ et le 10°™ jour ; les
conséquences de 'infestation sur les caractéres économiques sont donc plus aceentuées chez lestarves
inoculées entre le 1" et le 3°™ jour que chez celles inoculées le 7™ jour.

Les observations de cette étude sur la diminution du poids des larves matures a la suite de
I'infestation par I’AmCPV pendant lcs différents jours du 5™ dge sont en accord avec celles de
Philip & Jacob (1981) qui ont relevé une diminution du poids larvaire de Pericallia ricini infesté par
le virus de la granulosc. Dans cette expérience, la diminution du poids du cocon chez les larves
infestées par PAmCPV correspond aux observations d’Hadimani (1980) qui a rapporte une
diminution du poids du cocon aprés "infestation du ver a soie Bombyx mori par le virus Kenchu.
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Commercial exploitation of ‘Muga - the semi wild sillworm of India - Antheraea assama
Westwood (Lepidoptera: Saturniidae) was confined to the North Eastern region of India till the recent
past. Now it has been almost 3 years that muga culture is providing gainful employment outside the
region too. Commercially mugua silkworms are reared mainly on 2 primary host plants: Persea
bombycina (Syn. Machilus bombycina King) and Litsaea monopetala (Syn. Litsaea polyantha Juss)
hoth belonging to the familv Lauraceae of the order Lawrales. Traditional preferences tovards host
plants and seasons for purposes like raising reeling cocoon crops for silk come in the vway of extension
many a times. Therefore. a model on silk-yield—environment— vield components, hitherto not
attempted in the field of muga culture, has been developed with the help of stepwise forward selection
among 6 independent variables regressing over shell weight. In a mugu silk versus environment and
vield components model, the contribution imparted by variahility in jood plants. rearing seasons,
weight of female larvae and total larval mortality percent were outweighed by those of larval period
and weight of male larvae. The final equation unravels that shotter larval duration coupled with
heavier male larvoe in the papulation is an indicator of more muga silk yield. The value of coefficient
of determination (R”) of the final regression (0.602) is evocative of the fitness of the model.

Keywords: Muga silkworms, cocoon shell yield model, yield components and environments.

INTRODUCTION

The semi wild silkworm of India Antheraca assama Westwood (Lepidoptera: Satumniidae) have
been commercially exploited since centuries in the North Eastern region of India {[Chaudhuri (nee
Mukhopadhayay) and Das, 2001].

The region served as an exclusive ccological niche for this species of silkworm (Chowdhury,
1971), known in India as ‘muga’ till very recently. But with the advent of projects supported by United
Nations Development Programmes and meticulous effort from the extension network of Central Silk
Board. India mugaculture has started gaining footholds in non traditional areas too [Chaudhuri (nee
Mukhopadhayay) e al.. 2002]. Commercially, muga silkworms are reared mainly on 2 primary host
plants: Persea bombycina (Syn. Machilus bombycina King) and Litsaea monopetala (Syn. Litsaea
polvantha Juss) both belonging to the family Lauraceae of the order Laurales.

Being reared outdoor, the larvae of A. assama like those of 4. vamamai (Japanese oak tassar).
A. pernviand A. mylitta (tropical tassar), have adjusted themselves to a certain degree againstall kinds
of selection forces of nature (Crotch, 1956; Yamazaki, 1959).

Categorically different response of muga worms towards different types of host plants belonging
to the same species was observed by Bharali (1982) during the course of his investigation on the
growth and development of muga silkworm on different morpho-physico types of £. hombycina.
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Yadav and Goswami (1989) and Yadav er a/. (1990, 2000) showed the relationship between the
weights of cocoon, pupa and shell through correlation and regression analysis between cocoon and
shell weight of muga silkworm reared on . bombycing and L. monopeiula as well as during different
rearing seasons on only P. bombycina. They indicated that the association between cocoon weight
and shell weight of muga silkworm varicd from geographical areas. host plants and environmental
conditions during rearing period.

Weight of cocoon shells. being an indicative of silk vield. is the yield parameter of utmost
importance and a comprchensive study on effects of vield components integrated on muga silk yvield
or a silk-yicld—environment—yield components model is still lacking. The objective of this paper
is to:

I. quantify the contribution of environmentul factors as well as life cyele traits on response
variable and

2. identify the most important trait(s) affecting the muga silk yicld.

MATERIALS AND METHODS

The investigation covered a series of rearing of P-4 muga sitkworm stock and was conduated
at the basic seed farm under Muga Sced Dev dopmun Project at Tura, '\/kcrlnlayd located at 25~ 30/
90 16" E; 478 MSL on Persea and Litsaea plants. Host plant specific rearing was conducted in
mndomlsed block design suceessively during all the six rearing scasons of the year starting since
monsoon, 1996 till summer 1999 spanning 3 years and data on the values of total larval mortality
percentage, weights of mature male and female larvae, larval period and average shell weight were
recorded separately for cach population. Mean performance data were derived from the primary data.
Stepwise forward selection among 6 independent variables regressing over shell weight was carried
out using an SPSS 10.0 computer programme.

RESULTS AND DISCUSSION

Average data on the climatic conditions under which rearing of muga silkworm was conducted
are presented in Table L. In addition to different feeding environments provided by 2 host plants. the
climatic variability also facilitated six rearing environments during 6 seasons in a year, during which
muga cocoon crops are reared traditionally as evident in the Table.

Mean performance:

The comparative estimates of quantitative response of life cvcle traits of muga silkworms reared
on P. bombyeina and L. monopetola are enumerated in Table 1. Each of the populations showed
wide range of variability within and between themselves in respect of the traits studied but the mean

values d]d not show much diftference except for the 1otal larval mortality (46.2% and 41.5%). The
mean values indicated that larval mortality percent and average shell weight (0.53 gm and 0.51 gm)
were numerically higher among the muga silkworms fed on L. monopetala. This finding is in partial
argunrent with that of Hazarika er ol.. (1998) reporting higher shell yield in casc of rearing on
P.bombycina, but the rearing data during a single scason were taken into account.

Prediction:

To assess the relative importance of different factors attributing towards the expression of average
cocoon shett weight multiple regression analysis was worked out keeping average cocoon shell weight
(ASW) as the dependent and food plants (FP). season (SN). weight of male and female larvae (LWM
and LWF), larval period (LP) and 1otal larval mortality (TLS) during rearing as independent variables.
The resultant mukhtiple regression equation presented in Table H{a) elucidates the influence of the
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independent variables expressed in terms of regression coefficients, all of which were of low
numerical values as follows:

(Initial cquation) ASW =0.151+ 4.192E - 03 x FP - 2.731E —03 * SN + 3.662E — (02 x LWM
+2.448E - 02 x LWF - 3.496E - 03 x LP- 2217E- 05 x TLS

Table [. Average climatic condition under which investigative rearing of muga silkworm was
undertaken.

Tableau 1. Conditions climatiques moyennes sous lesquelles les expériences d’élevage ont été
entreprises.

{Location / Lieu ; Latitude 25Y 30'N and Longitude 90" 16 [: 478 MSL)

Muga crop Meonth Minimum Maximum Minimum Maximum  Rainfall Rainy

seasons Temp. Temp. RH% RH% (mm) Days
(0°C) (0"C)

Saisons Mois Temp. Temp. % % Précipitations  Jours

d’élevage minimum  maximum  d’ H, R, d’H. R. (nm) de pluie

du muga (0°C) (0°C) minimum  maximum

1. Spring / Printemps

February / féviier 17 23 50.5 74.7 7.8 )

March / mars 203 274 49.5 71.6 45 3
2. Summer /Eré

April ! avril 22.6 28.8 56.8 78.7 97.3 6

May / mai 24.3 296 66.4 82.6 2572 13
3. Monsoon/ Mousson

June / juin 24.6 285 75 87.9 4983 20

July 7 juillet 251 28.6 79.4 90.2 396.% 17
4. Late-monsoon / Fin de la mousson

August / goiil 25 28.2 80.6 90.1 3747 19
5. Autumn / Automne

September ! seprembre 24.6 2738 80.6 90.3 240.2 15

Octaber / nctohre 22.8 AT 70.9 849 205.1 6
6. Winter / Hiver

November / novembre 19.7 24.6 64 80.9 13.9 |

December / décembre  16.2 21.2 62.9 80.2 10.4 1

January / janvier 14.1 19.6 59.3 78.6 6.1 ]

2003 - Sericologia 43(3) 349-354 351



RELATIONSHIP BETWEEN SILK YIELD AND REARING ENVIRONMENT OF MUGA SILKWORM

Table I1. Mean estimates of different life cycle parameters in muga sitkworm fed on Lirsaea and
Persea.

Tableau I1. Estimations moyennes des différents parameétres du cycle de vie ches le ver a soie muga
nourri sur Litsaea et Persea.

Parameters Minimum Maximum Mean + SE

Host plants Litsaca Persea Litsaea Persea Litsuca Persea
Parametres Minimum Maxinum Mayenne * Ecart type
Plantes hotes Litsaea Persea Litsaea Persea Litsaea Persea

Male larva wt.(g)

Pds de la larve méle (g) 5.4 4.17 8.02 7.88 6.78 £0.2 6.5% 0.2
Female larva wt.(g)

Pds de la larve femelle (2)  4.80 5.40 11.00 10.80 9.7+0.2 9202
Larval duration (day)

Durée larvaire (jowrs) 22.00 22.00 54.00 47.00 299+27 299£20
Total mortality (%0)

Murtalité tatale (%) 6.71 5.68 81.03 96.97 46247 41570
Avcrage shell wt (g)

Pds moven de la coque (¢g) 0.8 0.76 1.38 1.37 0.53+£0.02 0.51+0.03

Therefore, stepwise forward multiple regression analysis was then adopted to estimate the relative
significance of independent variables in determining the best prediction equation for the dependent
variable i.e. average cocoon shell weight. The result of multiple step regression analysis is presented
in Table 111 (a).

Of the 6 independent variables versus the dependent variable as cocoon shell weight, only larval
period at the first step and then along with it the weight of male larva was included as per forward
selection criteria for improving the prediction of dependent variable. The forward selection was
stopped with the inclusion of male larval weight as no other variable further improved the prediction
of average shell weight. Larval period had significant adjusted coefficients of determination (R”)
values at both stages of stepwise selection. Addmon of the seﬁcond variable as male larval weight
resulted in significant increase (F change) in R* and the final R* value was the highest for wuwht of
male larva (0.602).

Table I11 (b) further elucidates that the slope (B) of larval period over cocoon shell weight was
significantly lincar and negative, which was also supported by relatively high value of standardised
regression coefficients (). But wide difference between the correlation (— 0.708) and partial
correlation (— 0.511) indices indicated contribution of other factors towards expression of average
shell weight. The slope (B) of weight of male larva over cocoon shell weight  was also significantly
linear but positive and invelvement ol other factors cannot be ignored as evident from lower value
of standardiscd regression coefficients () and wider difference between the correlation (0.702) and
partial correlation (0.497) coefficients. The final regression equation thus resulted was as follows:

ASW = (1329 - 4.67IE-03 x LP+4.928E— 02 x LWM

[o8]
w
(]
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Table 111 (a). Result of multiple stepwise regression analysis for cocoon shell weight of 4. assama.
Tableau 111. (a) Résutat de Panalyse de régression a phases multiples pour le poids de la coque
soyeuse d’A. assama.

Multiple regression equation for average shell weight: / Equation de régression imultiple pour le poids
moyen de la cogue

ASW =0.151+4.192E -03 x FP = 2.731E—03 x SN +3.662E — 02 x LWM + 2.448E —02 x LWF
3496~ 03 x LP—-2217E-05x TLS

Dependent variable: average cocoon shell weight / Variable dépendante : poids moyen de la coque soyeuse.

Step R R’ Adjusted R’ R’ F Change
Change
Phase R R’ R’ Changement Changement F
Ajusre R’
LP 0.708 0.301 0.487 0.501 34.198*
+LWM 0.790 0.625 0.602 0.123 10.845*

= Significant at P <0.05 / * Significatif au seudl de P < 0.03.
Stepped down equation / Equation démulitipliée
ASW = 0329 4.671E—03 x LP + 4928 ~ 02 x LWM

Table 111 (b). Estimates from stepwise regression indices for different independent variables.

Tableau 111. (b) Estimations a partir des indices de régression pour différentes variables
indépendantes.

Dependent Variable: average cocoon shell weight [ Fariable dépendante : poids moyen de la cogue soyeuse.

Variable B i Correlation Partial correlation

Corrélation Corrélation partielle

(Constant) / (Constantej  0.329
LP —-4.671E-03* 0.451 0.708** 0.511**
LM 4.928E -02% (1435 0.702%* 0.497*

* Significant at P < 0.05/ * Significatif au seuil de P < 0,03,
# * Significant at P < 0.01 / ** Significatif au seuil de P < 0,01.
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Therefore. for development of a muga silk versus environment and vield contponents model, the
contribution imparted by variability in food plants, rearing seasons. weight of female larvae and total
larval mortality percent were outweighed by those of larval period and weight of male larvae. The
final equation can be interpreted as shorter larval duration coupled with heavier male larvae in the
population is an indicator of more muga silk vield. Nevertheless, scasonal influence on larval duration
of outdoor- reared muga silkworm cannot be overruled .11[00Lthu This corroborates our earlier study
(Chaudhuri ef al. 1999, 2002) on effect of climatic \dlldbl]l[} on muga cocoon productivity and path
analysis on muga cocoon shells. The yicld-envi-onment-yield component model derived from the
present study is expected not only to rule out traditional bias towards seasonal preference for rearing
and host plant preference between P. bonbyveinag and L. monoperala but also serve as a useful criterion
for the recent thrust on extension of muga culture.
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ETUDES SUR LA RELATION ENTRE LE RENDEMENT EN
SOIE, LES COMPOSANTES DU RENDEMENT ET
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L exploitation commerciale du " Muga "~ le ver a soie semi sauvage d ' Inde — Antheraea assama
Wesnvood (Lepidoptera : Saturniidae) était confinée a la région du nord-est de 'Inde jusqu’a un
passé récent. Cela fuir maintenant presque 3 ans que !'élevage du vuiga fournit des emplois lucratifs
cgalement en dehors de la région. Les vers a soies muga destinés a | ‘exploitation commerciale sont
éleves sur 2 plantes hotes principales : Persea bombycina (Svn. Machifus bombycina King) et
Litsaea monopetala (Svn. Litsaea polyantha Juss) qui appartiennent toutes les deux a la famille des
Lauraceae de 'vrdre des Laurales. Les préferences traditionnelles pour les plantes hotwes er les
saisons dans le bur d ‘obtenir des récolies de cocons pour le dévidage de la soie présenient trés souvent
une tendance vers Uextension. On a done mis au point un modele soie —rendement — environnement
—composantes de rendement, qui n1'a pas été essave jusqu 'a present dans le domaine de 1'élevage du
muga a 'aide d'une sélection avancee avee 6 variables indépenduntes régressant par rapport i
poids de la coque. Duns un modéle sole muga contre environnement et composantes du rendement,
la contribution provenant de lu variabilité de lu durée larvaire et du poids de la larve méle [ 'emporte
sur celle provenant des plantes hates, des saisons d'élevage, du poids des larves femelles. et dn
powrcentage wtal de mortalité larvaire. L cquation finale révéle qicune durde larvaire plus courte
associée a des larves males plus lourdes dans la populaiion est un ndicateur d ‘un rendement plus
important ¢n sote muga. La valewr diccoefficient de détermination (R™) de la régression finale (0,602)
montre la justesse du modéle.

INTRODUCTION

Le ver a soie semi sauvage indien, Antheraeq assama Westwood (Lepidoptera : Saturniidae) est
exploité commercialement depuis des siécles dans la région du nord-est de 1'Inde [Chaudhuri (nee
Mukhopadhyay) et Das. 2001 ]

La région sert de niche écologique exclusive pour cette espeéce de ver a soie (Chowdhury, 1971),
connue en Inde en tant que ™ muga ” jusqu’a trés récemment. Mais avee "avénement de projets
soutenus par fes Programmes de Développement des Nations Unies et les efforts meticuleux duréseau
de vulgarisation du Central Silk Board, Vélevage du muga en Inde a commence a gagner du terrain
dans des zones non traditionnelles {Chaudhuri (nce Mukhopadhavay) et coll.. 2002]. Les vers a sole
muga exploités sur e plan commercial sont élevés principalement sur 2 plantes hotes primaires :
Persea bombveina ( Syn. Machilus bombyeina King) et Litsaca monoperala (Syw. Litsaea polvantha
Juss) appartenant toutes les deux a la famille des Lauraceae de I'ordre des Laurales.

Erant élevées a Iextérieur, les larves &' 4. assama comme celles d’A. vamamai (tasar du chene
japonais) d"A. pernvi et ", mylitia (tasar tropical) s’adaptent elles mémes a un certain degré contre
tous les types de forces de sélection de la nature (Crotch, 1956 1 Yamazaki, 1959).
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RELATION ENTRE LE RENDEMENT EN SOIE ET L'ENVIRONNEMENT D'ELEVAGE CHEZ A. ASSAMA

Bharali (1982) a obscrvé une réponse catégoriquement différente des vers muga envers différents
types de plantes hotes appartenant a la méme espece au cours de son étude sur la croissance et le
développement du ver a sole muga sur différents types morpho-physiques de P. bombycina.

Yadav ct Goswami (1989) et Yadav et coll., (1900, 2000) ont montré la relation entre les poids
du cocon, de la nymphe et dc la coque par I"analyse de régression et la corrélation entre le poids de
la coque et du cocon du ver a soic muga éleve sur P. bombycina et L. monopetalo ainsi que pendant
différentes saisons d’¢levage surseulement P. bombycina. 1ls ont indiqué que larelation entre le poids
du cocon et le poids de la coque du ver muga varie en fonction des zones géographiques, des plantes
hotes et des conditions environnementales pendant la période d élevage.

Le poids des coques soyeuses ¢tant un indicateur du rendement en scie. c’est un paraméetre de
rendement de la plus grande importance et I'absence d'une étude globale sur les effets des
composantes du rendement intégrées au rendement en soie muga ou d'un modéle
soie-rendeiment-environnement- composantes de rendement se Fait sentir. L abjectif de cet article est
de !

- 1. quantifier la contribution des facteurs environnementaux ainsi que des caractéristiques du
cycle de vie sur la variable de réponse et

- 2. d'identifier le(s) caractéristique(s) les plus importantes avant un effet sur le rendement en
sole muga.

MATERIELS ET METHODES

L’étude couvre une serie d’élevages avec le ver 4 soie muga de la souche P4 et a été réalisée dans
un grainage sommaire dans le cadre du Projet de Développement de Graines du Muga a Tura, dans
le Meghalaya située @ 25° 30" N 1 90° 16” E : 2 478 m au-dessus du niveau de la mer sur des plants
de Persea et de Litsaea. On procede a 1'¢levage spécifique en fonction de la plante hote selon une
conception en blocs aléatoires successivement pendant les six saisons d*élevage de I'année commencé
depuis la mousson 1996 jusqu’a 1'été 1999 sur 3 ans et les données sur le pourcentage de mortalité
larvaire totale, les poids des larves males et femelles, sur la durée larvaire et sur le poids moyen de
la coque sont enregistrées séparément pour chaque population. On obtient les données sur la
performance moyenne a partir des données primaires. On procede a une sélection pat étape a partir
de six variables indépendantes donnant une régression par rapport au poids de la coque en utilisant
un nrogramme informatiqgue SPSS 10.0.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les données moyennes sur les canditions climatiques pendant lesquelles 1"élevage du ver a soie
muga a éte réalisé sont présentées dans le Tableau I Les différents environnements de nourrissage
fournis par les 2 plantes hotes mais aussi la variabilite climatique facilitent les six environnements
d’¢levage pendant les 6 périodes de I'année au cours desquclles les récoltes de cocons muga sont
faites traditionnellement comme e montre le Tableau.

Performance moyenne :

Les estimations guantitatives comparatives pour les caractéristiques du cycle de vie des vers 4
soie muga €élevés sur P. bombycina et L. monopetala sont présentées dans le Tableau [1. Chacune des
populations presente un degré étendu de variabilité a I'intérieur et entre elles par rapport aux traits
¢tudiés mais les valeurs moyennes ne présentent pas beaucoup de différence sauf pour la mortalité
larvaire totale (46.2 % et 41.5 %). Les valeurs moyennes indiguent que le pourcentage de mortalité
larvaire et le poids moyen de la coque (0.53 g et (.51 g) sont plus élevés chez les vers 4 soie muga
nourris sur L. monopetala. Cette observation est en contradiction partielle avec celle d'Hazarika et

356 2003 - Sericolagia 43(3) 355-357



M. CHAUDHUR/

coll.. (1998) qui ont signal¢ un rendement en coques plus éleve avec 1"¢levage sur P. hombycina mais
les données d’élevage n’ont €té prises en compte que pendant une saison.

Prédiction :

Pour évaluer |'importance relative des différents facteurs envers I’expression du poids moyen de
la coque soyeuse, on a recours a |’analyse de regression multiple en conservant le poids moven de la
coque soycuse (ASW) comme variable dépendante et les plantes hotes (FP), la saison (SN), le poids
des larves males et femelles (LWM et LWF), la durée larvaire (LP) et la mortalité larvaire totale (TLS)
pendant 'élevage comme variables indépendantes. L’ équation de régression multiple qui en résulte
présentée dans le Tableau Ill{a) explique I'influcnce des variables indépendantes exprimée en termes
de coefficients de régression, qui ont tous des valeurs numériques faibles comme suit :

{Equation initialc) ASW = 0,151 + 4,192E~ 03 x FP—2731E~ 03 x SN + 3.662E - 02 x LWM
+2448E - 02 x LWF x 3496E—03 x LP—-2217E—-05 x TLS

Donc, ’analyse de régression multiple en fonction du stade cst ensuite adoptée pour estimer la
signification relative des variables indépendantes pour déterminer la meilleure équation de prédiction
pour la variable poids moyen de la coque soyeusc. Le résultat de 1’analyse de régression a phases
multiples est présenté dans le Tableau Il (a).

Sur les 6 variables indépendantes par opposition a la variable dépendante, le poids de la coque
soyeusc, seule la durée larvaire a la premiére phase et le pords de la larve male sont inclus comme
critére de sélection pour améliorer la prédiction de la variable dépendante. La sélection avancéc cst
arrétée avec 'inclusion du poids larvaire male puisque aucune autre variable n'améliore d’avantage
la prédiction du poids moyen de la coque. La durée larvaire a des cocfficients ajustés significatifs
pour les valeurs de détermination (R ) aux deux stades de sélection en fonction de I'étape. L' ajout de
la deuxi¢me variable comme le poids lalvme male entraine une augmentation significative
{changement F) de R” et la valeur finale R? est la plus élevée pour le poids de la larve male (0,602).

De plus, le Tableau III (b) explique que la pente (B) de la durée larvaire en fonction du poids de
la coque soycuse est significativement linéaire et négative, ce qui est aussi confirmé par une valeur
relativement élevée pour les coefficients de régression standardisés (). Mais une grande différence
entre les indices de corrélation (— 0.708) et de corrélation partielle (<0,511) indigue la contribution
d’autres facteurs envers I’expression du poids de la coque moyenne. La courbe (B) du poids de la
larve male en fonction du poids de la coque soyeuse est aussi significativement linéaire mais positive
et on ne peut pas ignorer {"implication d’autres facteurs comme le prouve la valeur plus faible pour
les coefficients de régression standardisés () et la différence plus importante entre les coefficients
de corrélation (0,702) et de corrélation partielle (0,.497). L’équation finale de régression qui en découle
est donc fa sutvante :

ASW=10,329—-4,671E-03 x LP+4928E— 02 x LWM

Donc, pour un modéle soie muga en fonction de 'environnement et des composantes du
rendement, la contribution provenant de la variabilité de la durée larvaire et du poids de la larve méle
I"emporte sur la vanabilité dcs plantes hotes, des saisons d’élevage, du poids des larves femelles et
du pourcentage total de mortalité larvairc. On peut interpréter 1'équation finale puisqu’une durée
larvaire plus courte associée a des larves males pius lourdes dans la population est un indicateur d’un
rendement en soie muga plus important. Néanmoins, on ne peut pas cntierement écarter ["influence
saisonniere sur la durée larvaire du ver a soic nmuga ¢levé a ['extéricur. Cela confirme notre étude
précédente (Chaudhuri et coll., 1999, 2002) sur I'effet de la variabilité climatique sur la productivité
du cocon muga et I’analyse Path sur ies coques soyeuses du muga. On pense que le modéle
rendement-environnement-composantes de rendement tir¢ de cette étude rend non seulement caduque
la crovance traditionnelle de préférence saisonniére pour I’élevage et en matiére de plante hote entre
P. hombycina ct L. monopetala mais constitue aussi un outil utile pour la dynamique d’extension de
I"élevage du muga.
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MOLECULAR PHYLOGENY OF GENUS MORUS BASED ON
¢pDNA trnL-trnF SEQUENCE DATA

ZHAO WEI-GUQ, ZHANG ZHI-FANG & PAN YI-LE

Key Laboratory of Silkworm Biotechnology, Sericultural Rescarch Institute, Chinese Academy of
Agricultural Sciences, 212018, Zhenjiang, Jiangsu Province, China.

Mulberry trees are the most important cash crop for rearing mulberry sitkworms in sericulture.
Improved variciies of mulberry tree have been developed through traditional breeding procedures.
Not nuuch work, however, has been carried out on the molecular characterization of these varieties.
S in this paper. we analvse genetic relationship based on the trnl-traF intergenic spacer region
sequence daia.

Twenty one mulberry accessions, which belong to 12 species and 3 varieties and 7 species
designated as outgroups, six of which were cited from Gene bank, were examined for phylogeny
analvsis in this study. We sequenced the chloroplast DNA (¢cpDNA) tral-traF intergenic spacer (438
aligned base pairs{bp]). Inferred phvlogenciic relationship using the Maxinum Likelihood (DNAML)
method indicated genus Morus has a monophvietic and phylogenetic relationship among 21 mulberry
materials which was firther determined. The result from cluster analvsis indicated they are basically
consistent with the morphological classification.

Keywords : Morus L.. cpDNA, phylogeny, trnL-trnF intergenic spacer sequence.

INTRODUCTION

Mulberry (Morus L.) is one of the most important crop plant in sericulture as mulberry silkworms
(Bombyx mori L.) are reared on them. Mulberries are a group of small trees or shrubs belonging to
the family Moraceae, distributed in the temperate and subtropical regions of the northern hemisphere.
In China, there are about 3,000 mulberry germplasm resources, which comprise 15 varieties and 4
varieties (Pan. 2000).

Mulberry 1s the base of sericultural production. Enhanced genetic potential of mulberry for
increased leaf yield and improved leaf quality has been a major contribution to the success of
sericultural development in China. The objectives of mulberry breeding is to identify and create
genctic variability to assemble into the productive genotype and to match the genotype to the
appropriate environment. Therefore, evaluating genetic relationship is important for long term
improvement in mulberry yield, quality and resistance.

Mulberry is widely distributed geographically, easily adaptable to different agro-climate
conditions, quick in rejuvenation, amenable to various training and pruning methods can be
propagated through both asexual and sexual ways. easier to produce naturally and artificially as an
hybrid, which makes the mulberry genetic background rather complex (Dandin, 1998). Many
approaches have been reported for the study of systematics in mulberry. Morphological analysis is
one of the commonly utilized method in mulberry. Karyotypes/cytogenetics, isozyme analysis, etc
have been also used to characterize germplasm and to study taxonomical relationship. However, very
little information is available on the characterization of mulberry by DNA sequencing (Zhao et al.,
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1999; 2002). At the present day. the classification of the genus Morus is rather highly debated and is
quite arbitrary.

Recent advances in molecular biology provide a convenient and rapid asscssment of the
differences in the genctic composition of the related individuals using DNA sequence data and they
have been employed in a large number of plants to determine the genetic relationships. At present, a
number of genes belonging to nuclear and chloroplast are widely used in moleculur systematics (Wang
etal., 1997). Chloroplast DNA (cpDNA) has a low evolution rate and 1s used for phylogenetic studies
at higher taxonomic levels (Zurawski er af.. 1984). More recently, the design of several universal
primers for the amplification of noncoding cpDNA sequences has extended its utihty (Taberlet et al.,
1991). Noncoding ¢pDNA sequences has been widely used to infer phylogenetic refationships at
lower taxonomic levels (Olmstead et al., 1994). for example among general species and also within
species (Johnston and Soltis. 1994; Gielly and Taberlet. 1994: Fujii ef a/.. 1997). The purpose of this
study was to examine phylogenetic relationships in the genus Morus based on the analysis of cpDDNA
trmL (UAA)-trnF (GAA) intergenic spacer sequences (1GS).

MATERIALS AND METHODS

Materials:

Twenty-three individuals representing 12 species and 3 varietics of genus Morus and one
individual of Broussonetia papyrifera designated as outgroup species were included in this study. All
mulberry specimens are deposited in the national mulberry gene bank of the Sericultural Research
Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences (CAAS), Zhenjiang, Jiangsu provinee. China.
The sequences of other 6 species used as outgroup were cited from GenBank (Table I).

Methods:

DNA extraction :

Total genomic DNA was extracted from 2 g of fresh leaves of mulberry using a modification of
the Doyle and Doyle protocol (Doyle, 1987).

PCR amplification

PCR amphification was performed ina 30 pl volume containing 2.5 mM MgCla, 200 M of each
dANTP. 5 pM of each primer. and 1.5 U of Tag DNA polymerase (Takara Bio Inc.). 10xPCR bufter
(100 mM Tris-HCl pH 8.3, 500 mM KCI, 0.01% gelatin), approximately 25 ng DNA template. The
trnL-trnF  intergenic  spacer was amplified with  primers © e 7 (5’
—AAAATCGTAGGGTTCAAGTC-3" and ™ f 7 (5-GATTTGAACTGGTGACACGAG-3")
(Taberlet et wl., 1991). Amplification reaction was carricd out with following thermal cycles profiles:
I cvele for 10 min. at 95° C, then 38 cyeles of 30s a1 95° C. 30s at 557 C, 90 s at 72° C, followed by
a final extenston of 7 min at 72° C,

PCR product puritication and sequencing :

The PCR product was purified through following protocol :

the PCR product was run through a 1% agarose gel in 1 x TBE buffer at 70-100 V. The PCR
amplification band was excised from the agarose gel with a sterile razor blade. The excised band was
incubated with 300-600 pl of sodium iodide (Nab) solution (6 M) at 55° C in a waterbath to melt the
gel. Approximately 10 pl ot GLASSMILK suspension was added and incubated at room temperature
for 5 minutes, The solution was mixed with GLASSMILK by inversion every 1-2 minutes to ensure
it stayed suspended. After 5 minutes, the GLASSMILK was spun down in a microcentrifuge for a
few scconds. The Nal supernatant solution was removed and the GLASSMILK pellet was washed
three times with 500-600 pl of NEW WASH solution (10 mM Tris-HCL, 0.5 mM EDTA, 50 mM
NaCl, 50% cthanol). After washing, the pellet was dried for 5 minutes. The pellet was resuspended
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with 20 pi of sterile ddH20 and incubated at 55° C in a waterbath for 3 minutes. Then the pellet was
spun down in a microcentrifuge for a few seconds and the supernatant containing eluted DNA
fragment was transferred into a new microfuge wbe. PCR product purified was sequenced on an ABI
373 automated DNA sequencer using the Dye Terminator Cyvele Sequencing Reaction Kit (PE
Applied Bio-systems).

Data analysis:

Sequence alignments were conducted using the Clustal X, version 1.81 (Thompson ef al.. 1997)
and finally adjusted manually where necessary. The insertion/deletion mutations (indels) of
unambiguous alignment were recoded as separate characters appended in the matiix. The data
matrices are available upon request from the authors. The phylogenetic tree was constructed by the
Maximum Likelihood (DNAML) method. version 3.573¢ of PHYLIP software. The phylogenetic
tree was evaluated with bootstrap test of 1000 resamplings (Felsenstein. 1985).

RESULTS AND DISCUSSION

The trnL-trnF 1GS region sequences werc determined in this study and their length varied from
318 to 412 bp. The average nucleotide composition was 0.2932 (A) 0.3404 (T) 0. 1807 (C) 0. 1857
(G). The mean G+C content is 0.3664% which indicated that the spacer region scquences were
characterised by AT-rich fragment. The transition : transversion ratio of the spacer region was 1.653.
After alignment, there are 438 base positions in the tnL-trnF data matrix, of which 236 nucleotide
sites were variable and 108 were parsimony-informative.

Molecular phylogenetic analysis was done using sequence data of each region with B. papvrifiera
as an outgroup species. Strict consensus tree was obtained through the Maximum Likelthood
(DNAML) method (Fig. 1). Clustering showed that Physocarpus capitaius and Prunnus virginiana
were of the sister group of the family Rosebush and Cardius nutants and Crepis tectorum were the
sister group of the family Compositae clade. Genus Morus was closely related to Arcocarpus
heterophyllus and B. papvrifera to Ficus pretoriae all of which formed the sister group of the family
Moraceae. The results indicated they had a closer affinity to genus Morus. We further analysed the
cluster of all matcrials which betong to the genus Morus. The clustering showed that all species of
mutberry grouped together, which indicated that the genus Morus was monopiyletic. The above result
obtained from mulberry trnL-trnF intragenic sequence data was basically consistent with Hirano’s
viewpoint based on the study on isozymes and protein banding patterns among di fferent species under
the family Moraceae. Compared with other species of the family Moraceae, species which belong to
the genus Morus had higher homology (Hirano. 1982). In the genus Morus clade, Gui No. 14 which
belongs to M. wittorum was the sister to Yaan No. 4 which belongs to M. cathayana, all of which
belong to Macromorus in the classification of the genus Morus (Koidzumi. 1917). Niuersang,
Longchuangiuyu, Naxisang, Wengiesang and Baoging No. 5. formed a clade, which indicated acloser
relationship. Dejiang No.10 formed a clade with Yunnanshuisnag. all of which belong to M. laevigaza.
Lijiangshansang and Jianchi, which belonged to M. bombyeis formed a clade with Chasang. ali of
which belong to Dolichostytae in the classification of the genus Morus. The above results from cluster
analysis were basically in agrcement with the existing morphologic classification. The present study
also indicated that phylogenctic anatysis using cpDNA trnL-trnF intergenic spacer region sequence
data offer a reliabte and an efficient method for assessing phylogenetic relationship.
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Table L. The source of materials and GenBank accession No.

Tableau 1. Source des matériaux et no. d’exemplaire dans GenBank.

Species Accessions Locality GenBank
Accession no.
No.
Espéce Variétés Localité d’exemplaire
dans GenBank
M. multicaulis Perr. Naxisang Naxi city, Sichuan province. China AY271293
M. alha Linn. Niuersang Yangcheng city. Shanxi province, China AY271279
Ahuhan No. | Afghanistan AY271276
Longchuangiuyu Korea AY271277
M. alha var., pendula Dipp. Cuizhisang Korea AY271273
M. alba var. macrophytla Loud Gongxianheiyousang Gongxian city. Sichuan province, China AY271289
M. alba var. venose Delile Wengisang Zhouzhi city. Shanxi province, China AY271275
M. arropurpurea Roxb. Lunjizo No. 40 Sunde city, Guangdong province, China AY271270
M. bombrcis Koidz Lijiangshansang Lyjiang city. Yunnan province, China AY271274
Jianchi Japan AY271290
M. mizulio Hotta Housang Yuhang city. Zhejiang province, China AY271278
M. cathavana Hems 1. Baoging No. 5 Baoging city, Hunan province. China AY271271
Yaan No. 3 Yaan city. Sichuan province, China AY271272
M. laevigata Wall. Dejiang No. 10 Dejiang city. Guizhou province, China AY271288
Yunnanshuisang Yunnan province, China AY271291
M. monguolica Schneid Jimengsang Jilin province, China AY271285
M. rotundiloba Koidz. Tl Thailand AY271286
M. wittiorum Hand-Mazz Qingesang No. | Dejiang city, Gueizhou provinee, China AY271283
Gui No. 14 Bijic city, Guizhou provinee China AY271284
M. australis Poir Chasang Sichuan province, China AY271292
M. nigra Linn, Yaosang Xingjiang autonomous region, China AY267539
Outgroups / Hors groupe
B. papyrifera Nanjang Forestry University. China AY271281
Avtocarpus heterophylles (From GenBank) Al390376
Ficus pretoriae {From GenBank) AlI390366
Physocarpus capitaius (From GenBank) AF318701
Prunnus virginiana {From GenBank) AF318695
Cardes nutants (From GenBank) AF129825
Crepis tectorim (From GenBank) u82027

Note : All mulberry materials sampled were from National Mulberry GenBank in the Sericultural Research
Institute, CAAS, Zhenjiang, langsu Province, China. / Tous les échantillons de miirier matériaux proviennent
de National Muiberry GenBank, du Sericultural Research Institute, CAAS, Zhenjiang, Province de Jiangsu,
Chine.
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Fig 1. The phylogenetic tree inferred from the cpDNA trnL-trnF sequences using the Maximum
Likelihood (DNAML) method.

Fig. 1. Arborescence phylogénétique déduite des séquences trnL-trnF en utilisant la méthode de la
Probabilitée Maximum (DNAML).

But more definitive resolution of the problems existing in mulberry classification may require
utilization of results from additional studies using nuclear along with extra-nuclear informative data
in future.
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PHYLOGENIE MOLECULAIRE DU GENRE MORUS D’APRES
LES SEQUENCES DE L’ADNcp trnL-trnF

ZHAO WEI-GUO, ZHANG ZHI-FANG & PAN YI-LE

Key Laboratory of Silkworm Biotechnology, Sericultural Research Institute, Chinesc Academy of
Agricultural Sciences, 212018, Zhenjiang, Jiangsu Province, Chine.

Les miiriers sont la culture de rapport commercial la plus importante pour élever les vers a sole
miirier en sériciculiure. On a miis au point des variétés de murier améliorées grdce a des procédures
de lignage traditionnelles. Par contre, peu d'études ont été entreprises sur la caractérisation
moléculaire de ces variétés. Nous avons donc entrepris dans cet article l'analvse des relations
genétiques d'aprés les séquences de la zone intergénique trnL-nrnF. Dans cette ¢tude, nous avons
procede a lanalvse phylogénique de vingt et une variétés de mirier qui appartiennent d 12 especes
er 3 variétés et de 7 especes désignées hors groupe. dont six viennent de GenBank. Nous avons
séquencé I ADN du chloroplaste (ADNep) de la zone du segment intergénique trnl-trnF (438 paires
de bases [bp]). La relation phvlogénétique déduite d'aprés la méthode de Probabilite Maximum
(DNAML) indique que le genre Morus a une relation monophylétique et phylogénétique parmi les
21 miriers, que {'on a déterminée plus en détail. Les vésultais de Uanalvse de groupe montrent quils
sont fondamentalement compatibles avec la classification morphologique.

INTRODUCTION

Le mirier (Morus L.) est 'une des plantes de rapport commercial les plus importantes en
sericiculture puisqu'elle permet d”élever les vers a soie (Bombyx mori L.). Les miriers sont un groupe
d’arbustes ou de buissons appartenant a la famille des Moraceae. distribués dans les zones tempérées
et sub-tropicales de I"hémisphérc nord. En Chine, il y a environ 3000 ressources de germoplasmes de
muariers. qui comprennent 15 espéces et 4 variétés (Pan, 2000).

Le mirier est la base de la production séricicole. L’amélioration du potentiel génétique du murier
pour augmenter le rendement foliaire ct amcliorer la qualite de la feville a ét¢ une contribution
principale au succes du développement de ta sériciculture en Chine. Les objectifs du lignage du mirier
sont didentifier et de créer une variabilité génétique a assembler dans le génotype productif et
d adaptater le génotype a I’environnement approprié. Il est donc important d’évaluer la relation
génétique pour ["ameélioration du rendement, de la qualite et de la résistance du murier a long terme.

Le mirier est largement distribu¢ géographiquement, sadapte facilement a des conditions
agro-climatiques variées, est facile a regénérer. adapté a des méthodes d’entretien et de taille variées,
peut ére multiplic sexuellement ct de maniére asexuce, est facile a produire naturellement et
artificiellement comme hybride, ce qui rend le contexte génétique du mirier assez complexe (Dandin,
1998). De nombreuses approches systématiques du mirier ont été rapportées. L analyse
morphologique est une des méthodes couramment utilisées chez le murier. On aaussi utilisé’analyse
des caryotypes et la cytogénétique, I’analyse des isozymes ctc.. pour caractériser les germoplasmes
et pour étudier les relations taxonomiques. Cependant. on dispose de trés peu d’informations sur la
caractérisation du marier par le séquengage de I'ADN (Zhao et coll.. 1999 : 2002). A I"hcure actuelle,
on débat beaucoup de la classification du genre Morus qui est tres arbitraire.

Les récentes avancées de la biologie moléculaire permettent unc évaluation rapide et pratique
des différences de composition génétique d’individus liés en utilisant les données du séquengage de
’ADN et elles ont été employées chez un grand nombre de plantes pour déterminer les relations
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génctiques. A présent, un certain nombre de génes apparlenant au noyau et au chloroplaste sont
largement utilisés dans la systémique du murier (Wang et coll.. 1997). L'ADN du chloroplaste
(ADNep) a un taux d’¢évolution lent et est utilis¢ pour les études phylogénétiques & des niveaux
taxonomiques plus €levés (Zurawski et coll,, 1984). Plus récemment. on a étendu I'utilisation de
plusieurs amorces universelles congues pour "amplification de séquences d’ADNep non codantes
(Taberlet et coll., 19¢1). On a largement utilisé les séquenees de I’ ADNep non codantes pour déduire
les relations phylogénétiques a des niveaux taxinomiques inférieurs (Olmstead et coll., 1994), parmi
plusicurs cspeees et aussi a l'intéricur des espéces (Johnston et Soltis, 1994 : Gielly et Taberlet, 1994 :
Fujii etcoll., 1997). Le but de cette étude est d examiner les relations phylogénétiques du genre Morus
d’apres I"analyse des séquences du segment intergéuique (IGS) de I’ADNep trnL (UAA)-trnF.

MATERIELS ET METHODES

Matériels :

Nous avors utilisé vingt trois individus représentant 12 espéces et 3 variétés du genre Morus et
un individu de Broussonetia papyrifera désigné comme cspéce hors groupe. Tous les spécimens de
miirier sont déposés a la la National Mulberry GenBank du Sericultural Research Institute. de la
Chinese Academy of Agricultural Sciences (CAAS). a Zhenjiang, province de Jiangsu, en Chine. Les
sequences dc six autres especes utilisées comme hors groupe sont eitées d*apres GenBank (Tableau 1),

Méthodes :

Extraction de I'ADN :

On extrait FADN génomique total a partir de 2 ¢ de feuilles de mirier fraiches en utilisant le
protocole modifié de Doyle et Doyle (Doyle, 1987).

Amplification PCR :

On réalise I'amplification PCR dans un volume de 50 il contenant 2,5 mM de MgCla, 200 pM
de chaque ANTP. 5 pM de chaque amorce et 1.5 U de I'ADN polymérase Taq (Takara Bio Inc.). On
atilise un tampon 10 x PCR (100 mM de Tris-HCl au pH de 8.3. 500 mM de KCl. gélatine 4 0,01 %),
approximativement 25 ng de matrice d”’ADN. L espace du segment intercalaire trnL-trnF est amplifie
avee les amorces ¢ 7 (5T-AAAATCGTAGGGTTCAAGIC-3" et * f
(5-GATTTGAACTGGTGACACGAG-3") (Taberlet et coll., 1991). On procede & la réaction
d'amplification avec les profils de cycles thermiques suivants : | cycle pendant 10 minutes a 95° C,
puis 38 eyeles de 305 95° C. de 30s 2 55° C. de 90s & 72° C, suivis par une finale de 7 min. a 72° C.

Purification et séquengage du produit PCR :

Le produit PCR est purifi¢ grace au protocole suivant :

On fail passer Ic produit PCR par un gel d’agarose @ | % dans un tampon |1 x TBE a 70-100 V.
On retranche la bande d’amplification du gel d*agurose avec une lame de rasoir stérile. On incube la
bande retranchée avee 500-600 pl de solution d'iodure de sodium (Nal) (6 M) dans un bain marie a
55 ° C pour fondre le gel. On ajoute approximativement 10 pl de suspension GLASSMILK 2( on
incube a température ambiante pendant 5 minutes. On mélange la solution avec du GLASSMILK
par inversion toutes les | @ 2 minutes pour s'assurer du maintien en suspension. Aprés 5 minutes, on
centrifuge le GLASSMILK dans une micro-centrifugeuse pendant quelques secondes. La solution
surnageante de Nal est retiree et on lave le culot GLASSMILK trois fois avee 500 a 600 ul de solution
NEW WASH (10 mM de Tris-HCL. 0,5 mM ¢’EDTA, 50 mM de NaCl. de 1’éthanot a 50 %%). Apres
["avoir lave, on seche le culot pendant 5 minutes. On resuspend le culot avee 20 ul de ddH20 sérile
et on I'incube dans un bain-maric 4 55° C pendant 3 minutes. Puis on centrifuge le culot dans une
microcentrifugeuse pendant quelques secondes et on transfere le surnageant contenant le fragment
d’ADN élué dans un nouveau tube. Le produit PCR purifié est séquencé avee un séquenceur ADN
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ABI 373 automatisé en utilisant un Kit de Réaction de Séquengage de Cycle Terminateur a colorant
(PE Applied Bio-systems).

Analyse des données :

On réalise les alignements de séquence en utilisant Clustal X, version 1.81 (Thompson et coll..
1997) puis on les ajuste manuellement, la ou nécessaire. On enregistre les mutations d'insertion / de
délétion (indels) d’alignement ambigué comme des caractéres séparés joints dans la matrice. Les
données des matrices sont disponibles sur demande auprés des auteurs. On construit ['arborescence
phvlogénétique d’apres la Méthode de Probabilité Maximum (DNAML), logiciel PHYLIP version
3,573c. On évalue I'arborescence phylogénétique avec un test d’amorgage de 1000 échantillons
(Felsenstein, 1983).

RESULTATS ET DICUSSION

La [argeur des séquences de la zone du segment intergénique déterminées dans cette étude varie
de 318 4412 bp. La composition moyenne en nucléotides est de 0.2932 (A) 0,3404 (T) 0, 1807 (C)
0,1857 (G). La tencur moyenne G + C est de 0,3664 % ce qui indique que les séquences de la zone
du segment intercalaire sont riches en AT. Le ratio transition : transversion de la zone du segment
intercalaire est de 1,633, Apres 'alignement, il y a 438 positions de bases dans la matrice des données
trnL-trnf. dont 236 sites nucléotiques sont variables et 108 sont peu informatifs.

On procéde a analyse phylogénétique moléculaire en utilisant les données de séquences de
chaque région avec B. papwrifiera comme cspece hors groupe. On obtient une arborescence
consensuelle stricte avec la méthode de [a Probabilité Maximum (DNAML) (Fig. 1). Le regroupement
montre que Physocarpus capitatus et Prunnus virginiana sont du groupe parent de la famille Rosebush
et Carduus nutants et Crepis tectorum sont du groupe parent de la famille du clade Compositae. Le
genre Morus est étroitement 1ié & Artocarpus heterophytlus et B. papyrifera a Ficus pretoriae lesquels
forment tous un groupe parent de la famille des Moraceae. Les résultats indiquent qu’ils ont une
affinité plus étroite avec le genre Morus. Nous avons analysé plus en détail le regroupement dc tous
les matériels qui appartiennent au genre Morus. L’analyse de regroupement montre que toutes les
especes de mirier se regroupent entre elles. ce qui indique que le genre Morus est monophylétique.
Les résultats ci-dessus obtenus a partir des données de séquence intragéniques trnL-trn-F du mirier
sont en accord dans I’ensemble avec I’analyse d'Hirano d’aprés son étude sur les isozymes et les
profils de bandes de protéines parmi les différentes especes de la famille des Moraccac. Par
comparaison aux autres espéces de la famille des Moraceae, les especes qui appartiennent au genre
Morus ont une homologie plus grande (Hirano, 1982). Dans le clade du genre Morus. Gui No. 14 qui
appartient & M. wittorum est parentavec Yaan No. 4 qui appartient & M. cathavana etils appartiennent
tous a Macromorus dans la classification du genre Morus (Koitdzumi, 1917). Niuersang,
Longchuangiuyu, Naxisang, Wenggiesang et Baoging No. 5 forment un clade. Deijiang No. 10 forme
un clade avec Yunnanshuisnag et ils appartiennent tous a M. Jaevigata. Lijiangshansang et Jianchi,
qui appartiennent a M. bombycis forment un clade avec Chasang et ils apparticnnent tous aux
Dolichostylae dans la classification du genre Morus. Les résultats de ’analyse de groupe sont dans
"cnsemble en accord avec la classification morphologique existante. Cette étude indique aussi que
I’analyse phylogénétique en utilisant les données de séquence de la zone du segment intercalaire
intergénique trnL-tmF offre une méthode efficace et fiable pour cvaluer la relation phylogénetique.

Mais pour résoudre de maniére plus définitive les problémes existant dans la classification du
marier, il faudrait utiliser dans le futur les résultats d'autres études utilisant des données informatives
nucléaires et extra-nucléaires.
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STUDIES ON BIVOLTINE COCOON COOKING (PART I):
EFFECT OF COCOON COOKING (SWELLING) TREATMENT
AND ADJUSTMENT TREATMENT ON COCOON COOKING
DEGREE AND WATER CONTENT IN COCOON SHELL OF

INDIAN BIVOLTINE HYBRID COCOONS

SUBHAS V. NAIK* & T.H. SOMASHEKAR

Central Sitk Technological Research Insutute, Central Silk Board, B.T.M Layout, Madiwala,
Bangalore — 560068, India.

The influence of temperature and duration of cocoon cooking (swelling) treaiment and
temperature profile of adjustment treatment on cocoon cooking degree and water content in cocoon
shell has been studied using CSR race bivoliine hybrid cocoons. It is observed that steam cooking
temperature and its duration of treatment has a significant influence on both cocoon cooking degree
and water content in cocoon shelt. Cocoon cooking degree and water content in cocoon shell were
found 1o increase significantly as the stean cooking temperature and duration increased. From the
results it is also observed that as the initial temperature of adjustment treatment increases water
absorption in the cocoon shell increases.

Keywords: Steam cooking temperature, Adjustment temperature, Cocoon cooking
degree, Water content in cocoon shell

INTRODUCTION

Cocoon cooking is an extremely important process in reeling. Efficient cocoon cooking is carricd
out using 6 treatments. The amount of watcr absorption by cocoon and cocoon shell is influenced by
these 6 treatments. Steam cooking and adjustment treatments are two important ‘reatments of these
6 treatments of cocoon cooking.

The studies on influence of pre- treatment of cocoon cooking on the moisture content of cocoons
have been carried out in Japan (Shimazaki, 1961, 1962). Further, Kinoshita (1982) has studied the
influence of effectiveness of pre treatment of steam cooking with respect to moisture content. From
the experimental results, Takabayashi (1985) has reported the standards for bivoltine hybrid cocoons
of Japanese origin for cocoon cooking degree and water content in cocoon shell. The cocoon
characteristics, particularly sericin characteristics and water characteristics influence the water
absorption by cocoon. Therefore. the study of influence of cocoon cooking parameters on water
absorption by cocoon and cocoon shell is also essential for Indian cocoons. Hence the study has been
carried out 1o investigate the influence of temperature and duration of stcam cooking treatment and
temperature profile of adjustiment treatment of cocoon cooking on cocoon cooking degree and water
content in cocoon shell using recently developed CSR race Indian bivoltine hybrid cocoons.

* Author to whom correspondence may be addressed.
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MATERIALS AND METHODS

1. Raw material:
Bivoltine hybrid cocoons of CSR2 x CSR4 race were used for the study.

2. Drying conditions:
The cocoons were dried in a batch type hot air drier following a temperature profile of 115°C to
50° C for a period of five hours, achieving around 42 % degree of drying.

3. Cocoon cooking:
Cocoon cooking was carried out using CSTRI batch type Pressurised circular cocoon cooking
machinc. The temperature and duration used as per the design of experiment is as follows;
a) Retting conditions (A):
Temperature 70° C
Duration 1.5 min

b) High temperature trcatment (steam):
Temperature : 90 °C
Duration : 1.5min

¢) Low temperature water (permcation) treatment:
Temperature: 75°C
Duration : .75 min

(Note: After low temperature water (permeation) treatment, cocoons were kept above the water
level in cooking machine at 75° C steam temperature and water temperature is raised to required initial
temperature (94°C / 96°C ) of adjustment treatment within a constant period of 4 minutes before
starting the steam cooking treatment).

d) Steam cooking :

Temperature : Al A2 A3
&7°C 92°C 97°C
Duration: B1 B2 B3
1.0 min. 1.75min. 2.5 min.

¢) Adjustment treatment:

Initial temperature : Ci C2
94°C - 93°C - 70°C 96°C -93°C - 70°C
Duration: 6 minutes 6 minutes

( Initially cocoons were treated for | min at 94° C water in case of Ct and at 96° C water in case
of C2, and then water temperature was reduced gradually to 93° C and then to 70° C in both cases in
S minutes by sprinkling the water.)

4. Water Quality:
Water having standard characteristics for reeling i. e. 7.1 pH, 70-ppm hardness and 80 ppm
Alkalinity was used for the study.

5. Cocoon cooking degree:
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The water content in the cooked cocoon and cocoon shell were measured in cach cooking
condition using the following formulac.
Absorption of water in the cocoon (cocoon cooking degree) =

Cooked cocoon weight

Dry cocoon weight

Cooked shell weight — Dry shell weight

Watcr content in cocoon shell (%) = = 100

Dry shell weight

6. Data analysis:
The data collected were statistically analysed.

RESULTS AND DISCUSSIONS

From the figures | and 2 and Table 1 it is obscrved that steam cooking temperature, steam cooking
duration and temperature profilc of adiustment treatment have significant influence on both cocoon
cooking dcgree and water content in cocoon shell. From the results of analysis of variance (Table 11)
it can be observed that influence of steam cooking temperature on cocoon cooking degree and water
content in cocoon shell is significant at 1% level, whereas influence of steam cooking duration on
cocoon cooking degree and watcr content in cocoon shell is significant at 5% and 1% lcvel
respectively. Further interaction effect of steam cooking temperature and duration and steam cooking
duration and temperature profile of adjustment treatment on cocoon cooking degree is significant at
5% and 1% level respectively.

From the figures | and 2 it is observed that cooking degree and water content in cocoon shell
were found to increase as the steam cooking temperature and its duration of treatment incrcased from
87¢Ct097¢ Cand | minutc to 2.5 minute respectively. From the figures [ and 2 itcan also be obscrved
that 97¢C steam cooking temperature. 2.5 minute duration of steam cooking treatment and 962 C
70°C temperature profile of adjustment treatment have given higher cooking degrce and water content
in cocoon shell as compared to other conditions. 962 C — 70° C temperature profile of adjustment
treatment has given better cooking degree and water content in cocoon shell as compared to 942 C —
70° C temperature profile of adjustment treatment,

From the figures 1 & 2 it is observed that, 87 C steam cooking temperature, ] minutc steam
cooking duration and 94° C-70° C temperature profile of adjustment treatment combination has
resulted in under cocoon cooking degree and less water absorption in cocoon shcll as compared to
other conditions. This is due to the fact that aftcr permeation of required quantity of water in cooking
pretreatment zone of cocoon cooking, required heat energy is essential in cooking zone to soften the
sericin of cocoon filament layers and to remove the air and water out from the cocoons, so that required
quantity of water is absorbed in cocoon and cocoon shell in adjustment process of cocoons cooking,
But 87¢ C steam-cooking temperaturc (with 94¢ C-707 C temperature profile of adjustment trcatment)
has not provided required heat energy leading to removal of less quantity of air from the cocoons.
Due to this cocoons have absorbed less quantity of water in adjustment zone and hence resulting in
lower cocoon cooking degree and less water absorption by cocoon shell,

From the figures 1 & 2 it can also be observed that with same 87 C steam cooking temperature
(in case of all the three steam cooking durations) cocoon cooking degree and water content in cocoons
shell have increased significantly at 96* C-70° C temperature profite of adjustment treatment as
compared to those at 94° C-70° C temperature profile of adjustment treatment. This can be attributec
to higher initial temperature of 96° C at initial zone of adjustment treatment.
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Table 1. Effect of cooking parameters on cocoon cooking degree and water content in cocoon
shell.

Tableau . Effet des paramétres de cuisson sur le degré de cuisson et la teneur en eau de la coque
soyeuse.

Cooking Cooking Water content
parameters degree in cocoon shell
(%)
Parameétres Degré Teneur en eau
de cuisson de cuisson de la coque soyeuse
(%)
AlIBICI 8.90 401.73
A1B2C1 9.08 451.67
Al1B3ClI 9.25 465.20
A2BIC] 9.02 433.13
A2B2CI 9.94 466.29
A2B3CI 10.21 477.63
A3BICI 9.83 469.06
A3B2CI 9.96 485.30
A3B3CI1 10.66 511.12
AlBIC2 10.05 462.42
Al1B2C2 10.22 488.25
AIB3C2 10.30 509.91
A2BIC2 10.27 464.15
A2B2C2 10.48 510.49
A2B3C2 10.64 513.08
A3BIC2 10.62 541.31
A3B2C2 10.65 543.55
A3B3C2 10.82 554.27
CD(P<=10.05) for
A 0.340 35.095
B 0.340 35.695
G 0.278 25,145
AxB 0.589 61.826
AxC 0.481 50.481
BxC 0.481 50.481

A— Steam cooking temperature | A - Température de cuisson a la vapeur, (A1=87°C, A2 = 92°C, A3 = 97°C)
B — Steam cooking duration / B — Durée de cuisson ¢ la vapeur. (B1= 1.0 Min, B2=1.75 Min, B3=2.5 Min.)

C — Temperature profile of adjustment treatment, / C— Profil de température du traitement d ‘ajustement. ( C1
= 94°C - 93°C - 70°C, €2 =96°C - 93°C - 70°C)
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Table I1. Analysis of variance of results of cocoon cooking degree and water content in cocoon
shell.

Tableau II. Analyse de variance pour les résultats du degre de cuisson du cocon et de la teneur en
eau dans la coque soyeuse.

Mean sum of squares

Factors Degree of Cooking Water content
freedom degree in cocoon shell
(%)
Facteurs Moyenne de la somme des carrés
Degre Degré Teneur en eau
de liberté de cuisson de la coque soyeuse
(%)
A 2 7.502%** 270824.070**
B 2 2.849* 59554.711**
c [ 0.145™ 10881.880"S
AxB 4 3.955%* 10449.086™S
Ax C 2 2.389™ 3213.104™S
BxC 2 17.980%* 15405.559™%
AxBxC 4 0.877"° 3121.943%
Replication / Répétition 9 2,109 24618.259
Error ¢ Variation 153 0.890 9793.860

*% Significant at 1% level / Significatif au seuil de 1 %,
* Significant at 5% level / Significatif au seuil de 5 %. NS: Non significant / Non significatif.

A - Steam cooking temperature / Temperature de cuisson a la vapeur.
B - Steam cooking duration / Durée de cuisson a la vapeur.
C - Temperature profile of adjustment treatment / Profil de température du traitement d ajustement.

It is to be noted that in order to achieve good cooking, water is made to penetrate from outside
to inside the cocoons and inside to outside and then finally from outside to inside the cocoons in
sequence. If any cycle is missing water absorption and uniformity in water absorption by cocoon
shell will get affected which inturn affect the reeling performance and raw silk quality characteristics.

Higher cooking degree and water content in cocoon shell at 97 C steam cooking temperature
(with all the three durations of steam cooking) and 96°C -70°C temperature profile of adjustment
treatment can be attributed to availability of more heat energy at cooking zone and initial adjustment
zone due to higher temperatures used. These higher temperatures have expelled more air out of the
cocoons in steam cooking and initial temperature zone of adjustment treatment leading to more water
absorption by cocoon and cocoon shell in adjustment zone of cocoon cooking,
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Fig. 1. Influence of
steam cooking
temperature, steam
cooking duration and
temperature profile of
adjustment treatment
on cocoon cooking
degree.

Fig. I. Influence de la
température de cuisson
a la vapeur, de la durée
de cuisson alavapeur et
du profil de
température du
traitement d’ajustement
sur le degré de cuisson
du eocon.

B1 - | min steam cooking
duration ' durée de cuisson
a la vapeur d'l min.

B2 .75 min steam
cooking duration ! durée de
cuisson @ lea vapeur de 1,73
min.

B3 2.5 min. steam
coaking duration | durée de
cuisson ¢ la vapeur de 2,5
min.

Fig. 2. Influence of
steam cooking
temperature, steam
cooking duration and
temperature profile of
adjustment treatment
on water content in
cocoon shell.

Fig. 2. Influence de la
température de cuisson
a la vapeur, de la durée
de cuisson a la vapeur
et du profil de
température du
rraitement
d'ajustement sur la
teneur en ean de la
coque soyeuse.

B1— 1 min steam cooking
duranion ! durée de cuisson
d la vapenr de T min.

B2 — .75 min steam
cooking duration / dwrée
de cuisson d la vapewr de
1.75 min.

B3 2.5 min. steam
cooking duration | durée
de cuissen a la vapeur de
2.5 min,
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It is to be noted that temperature difference between steum cooking temperature and initial
temperature of adjustment treatment is very important and it is depending on cocoon quality and
compactness of cocoons. If this temperature difference is higher, there is a higher oceurrence of
crushing of cocoons particularly in case of cocoons having less compactness. Crushed cocoons aftect
both reeling and quality characteristics. Resuits of cooking degree and water content in cocoon shell
indicate that CSR race bivoltine hybrid cocoons are capable of withstanding 4 °C difference between
steam cooking temperature and initial temperature of adjustment treatment.

CONCLUSION

Temperature and duration of steam cooking treatment and temperature profile of adjustment
treatment play a significant role on the cocoon cooking condition. In order to achieve required cocoon
cooking degree and water content in cocoon shell, in case of CSR race bivoltine hybrid cocoons it is
essential to use higher steam cooking temperature of 97 C and 96° C-70° C temperature profile of
adjustment treatment. Duration of these trcatments has to be selected depending upon the cocoon
quality. targeted raw silk yield and raw silk quality.
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Rapport technique

ETUDES SUR LA CUISSON DE COCONS BIVOLTINS
PREMIERE PARTIE : EFFET DU TRAITEMENT DE CUISSON
DU COCON (GONFLEMENT) ET DU TRAITEMENT
D’AJUSTEMENT SUR LE DEGRE DE CUISSON DU COCON
ET LA TENEUR EN EAU DANS LA COQUE SOYEUSE DE
COCONS HYBRIDES BIVOLTINS INDIENS

SUBHAS V. NAIK* & T. H. SOMASHEKAR

Central Silk Technological Rescarch Institute. Central Silk Board, B. T. M. Layout, Madiwala,
Bangalore — 560 068, Inde.

Nous avons étudié I'influence de la température et de la durée du traitement de cuisson du cocon
(gonflement) et du profil de température du traitement d ‘ajustemnent sur le degré de cuisson du cocon
et la teneur en eau dans la coque soveuse en utilisant les cacaons hvbrides bivoltins de la race CSR.
On ohserve que la tempérare de cuisson d la vapeur et la durée du traitement ont une inflience
significative a la fois sur le degre de cuisson du cocon et sur la teneur en eau de la coque soyeuse.
Le degre de cuisson du cocon et la teneur en eau de la cogue soveuse augmentent heaucoup alors
que la température et la durée de cuisson @ la vapewr augmentent. D apres les résultats. on observe
aussi qu'alors que lo température initiale du traitement d ‘ajustement augmente labsorption de l'eau
dans la coyue soyeuse anugmente.

INTRODUCTION

La cuisson du cocon est un processus extrémement important du dévidage. On procede a une
cuisson efficace du cocon en utilisant 6 traitcments. La quantité d’eau absorbée par le cocon et la
coque soyeuse est influencée par ces 6 traitements. La cuisson a la vapeur et les traitements
d'ajustement sont deux étapes importantes de ces six traitements de cuisson du cocon.

Des études ont ¢té entreprises au Japon sur influence du pre-traitement de cuisson du cocon sur
la teneur en humidité des cocons (Shimazaki, 1961, 1962). De plus. Kinoshita (1982) a étudié
I"influence de 'efficacité du pre-traitement de cuisson a la vapeur par rapport a la tencur en eau.
D apres les résultats expérimentaux. Takabayashi (1985) a défini les normes concernant le degre de
cuisson du cocon ct la teneur en eau de 1a coque soveuse chez les cocons hybrides bivoltins dorigine
japonaise. Les caractéristiques du cocon, en particulier les caractéristiques de la scricine et les
caractéristiques de I'cau intluencent "absorption de 1'cau par le cocon. L'¢tude de I'influence des
parameétres de cuisson du cocon sur ["absorption de 1'eau par le cocon et la coque soycuse est aussi
essentielle pour les cocons indiens. Nous avons donc entrepris une étude pour observer Pinfluence
de la température et de la durée du traitement de cuisson a la vapeur et du profil de température du
traitement d’ajustement de la cuisson du cocon sur l¢ degre de cuisson du cocon et la teneur en eau
de la coque soyeuse cn utilisant des cocons hybrides bivoltins indiens de la race CSR.

= Auteur auquel adresser la correspondance.
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MATERIELS ET METHODES

1. Matiére premiére :
Nous utilisons des cocons hybrides bivoltins de la race CSR2 x CSR4 pour 1'étude.

2. Conditions de séchage :

Les cocons sont séchés dans un séchoir & air chaud en série en suivant un profil de température
de 115° C a 50° C pendant une période de cing heurcs. pour atteindre un degré de séchage d’environ
42 %.

3. Cuisson du cocon :

On procede a la cuisson du cocon en utilisant une machine pressurisée circulaire de cuisson des
cocons en série du CSTRI. La température et la durée utilisées d’aprés la conception de 'expérience
sont les suivantes :

a) Conditions de rouissage (A) :
Temperature : 70° C
Durée : 1,5 min.

b) Traitement a haute température (vapeur) ;
Température 90° C
Durée : 1.5 min.

¢)Traitement a I'cau & basse température (imprégnation) :
Température 75°C
Durce 1.75 min.

(Note : Aprés le traitement de |'cau a basse température (imprégnation), on conserve les cocons
au-dessus du niveau de I'cau dans une machine de cuisson a la vapeur a une température de 75° C et
on augmente la température de I'eau a la température nécessaire initiale (94° C / 96° C) du traitement
d’ajustement pendant une période constante de 4 minutes avant de commencer la cuisson a la vapeur).

d) Cuisson a la vapeur :

Al A2 Al

Température : 37°C OE (3 97°°€
Durce : B1 B2 B3

1 min. 1,75 min. 2,5 min.

e) Traitement d ajustement :
C1 C2

Température initiale:  94° C—93° C—-70°C 96°C—=93°C=70°C
Durée : 6 minutes 6 minutes

(Au debut, les cocons sont traités pendant I min. dans de I'cau 4 94° C dans le cas de C1 et dans
del’eau 4 96° C dans le cas de C2, puis on diminue la température de 1’eau progressivement a 93° C
et puis a 70° C dans les deux cas pendant 5 minutes en vaporisant de I’eau).

4. Qualité de I’eau :

On utilise une eau ayant les caractéristiques habituelles pour le dévidage, ¢’est a dire un pH de
7,1, une dureté de 70 ppm et une alcalinité de 80 ppm.
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5. Degreé de cuisson du cocon :
Nous mesurons la teneur en eau dans lc cocon cuit ¢t la coque soyeuse dans chaque condition de
cuisson en utilisant la formule suivante :

Absorption de 1'eau dans le cocon (degre de cuisson du cocon) =

Poids du cocon cuit

Poids du cocon sec

Teneur en cau dans la coque soveuse (%) =

Poids de la cogue cuite Poids de la coque séche <100

Poids de la coque scche

6. Analyse des données :
Les données recueillies sont analysées de maniére statistique.

RESULTATS ET DISCUSSION

D aprés les figures | et 2 et le Tableau [. on obscrve que la température de cuisson a la vapeur,
la durée de cuisson a la vapcur et le profil de température du traitement d"ajustement ont une influence
significative a la fois sur le degré de cuisson du cocon et sut la tencur en eau de la coque soyeusc.
D-aprés les résultats de 'analyse de variance (Tableau II). on peut observer que I"influcnce de la
température de cuisson a la vapew sur le degré de cuisson du cocon ct sur la teneur en eau de la coque
soycuse est significative au seuil de 1 % tandis que I'influence de la durée de cuisson a la vapeur sur
le degré de cuisson du cocon et sur la teneur en eau dans la coque soyeuse est significative
respectivement aux seuils de 5 % et de | %. De plus, Ieffet de I'interaction entre la température et la
durée de cuisson a la vapeur et entre la durée de cuisson a la vapeur et le profil de température du
traitement d’ajustement sur le degré de cuisson du cocon est significatif respectivement aux seuils de
5% etde 1 %.

D apres les figures | et 2, on observe quc le degré de cuisson du cocon et la teneur en eau dans
la coque soyeuse augmentent alors que la température de cuisson a la vapeur et la durée du traitement
augmentent de $7° C 4 97° C et respectivement de 1 minute a 2,5 minutes. D’aprés les figures [ et 2,
on peut aussi observer que la température de cuisson a la vapeur de 97 © C, une durée du traitement
de cuisson a la vapeur de 2,5 minutes et un profil de température du traitement d’ajustement de 96° C
— 70° C donnent un degré de cuisson et une teneur en eau plus élevés dans la coque soyeuse par
comparaison aux autres conditions. Un profil de temperature de 96° C — 70° C du traitement
d’ajustement donne un degré de cuisson et une teneur cn eau dans la coque soyeuse meilleurs par
comparaison a un profil dc température du traitement d'ajustement de 94° C—70° C.

D’apres les figures | & 2, on observe qu’une combinaison de température de cuisson a87° C, de
durée de cuisson a la vapeur d'1 minute et d'un profil de température du traitement d’ajustement de
94° C — 70° C entraine un manquie de cuisson du cocon et une absorption de ’eau inférieure dans Ia
coque soyeuse par comparaison aux autres conditions. Cela est di au fait quapres la pénétration de
la quantité d’eau nécessaire dans la zone de pre-traitement de cuisson du cocon, I’énergie calorifique
requise est essenticlle dans la zonc de cuisson pour ramollir la séricine dans les couches du cocon et
retirer I'air et 1'eau dans les cocons, afin que la quantité d’cau nécessaire soit absorbée dans le cocon
et la coque soyeuse pendant le processus d’ajustement de cuisson des cocons. Mais la température de
cuisson 4 la vapeur de 87° C (avec un profil de température du traitement d’ajustement de 94° C -
70° C) ne fournit pas la quantité d’¢énergie requise. ce qui entraine un retrait d'unc quantité moins
importante d air dans les cocons. En raison de cela, les cocons absorbent une quantité d’eau moins
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70° C) ne fournit pas la quantité¢ d’énergie requise. ce qui entraine un retrait d’une quantité moins
importante d’air dans les cocons. En raison de cela, les cocons absorbent une quantité d’eau moins
importante dans la zone d’ajustement. ce qui donne un degré de cuisson du cocon inféricur et une
absorption inférieure par la coque soycuse.

D’aprés les figures 1 et 2, on peut aussi observer qu avee la méme température de cuisson a la
vapeur de 87° C (dans le cas des trois durées de cuisson a la vapeur). le degré de cuisson du cocon et
la teneur en eau dans la coque soyeuse augmentent considérablement avec un profil de température
du traitement d’ajustement de 96° C - 70° C par comparaison & ceux obtenus avec un profil de
température du traitement d’ajustement de 94° C— 70° C. Cela peut étre attribué a une température
initiale plus élevée de 96° C pendant la période initiale du traitement d ajustement de la zone initiale.

On doit noter que pour obtenir une bonne cuisson, on fait pénétrer successivement de 'eau de
"extérieur a I'intérieur des cocons et de I'intérieur  Uextérieur et finalement de 1'extérieur a ' intérieur
des cocons. S'il manque un cycle. I"absorption de I'cau et |'uniformité de I"absorption par la coque
soycuse sont affectées, ce qui a un effet sur la performance de dévidage et sur les caractéristiques
qualitatives de la soie grege.

Le degré de cuisson et la teneur en eau plus élevés dans la coque soyeuse avec une température
de cuisson a la vapeur de 97° C (avec les trois durées de cuisson a la vapeur) et un profil de température
du traitement d ajustement de 96° C — 70° C peuvent étre attribucs 4 la disponibilité d’une plus grande
énergic calorifique dans la zone de cuisson et dans la zone d’ajustement initiale en raison des
températures plus élevées utilisées. Ces températures plus ¢levées ont permis d’expulser plus d*air
des cocons pendant la cuisson a la vapeur et dans la zone de température initiale du traitement
d’ajustement ce qui entraine une absorption d’eau plus importante par le cocon et la coque soyeuse
dans la zone d’ajustement de cuisson du cocon.

On doit noter que la différence de température entre o température de cuisson a la vapeur et la
tempeérature initiale du traitement d’ajustement est trés importante et elle dépend de la qualité du
cocon et de la densite des cocons. Si cette différence de température est plus élevée, les cocons sont
plus ecrasés et plus particulierement les cocons moins denses. L écrasement des cocons a un cffet a
la fois sur les caractéristiques de dévidage et de qualité. Les résultats sur le degré de cuisson et la
teneur en cau de la coque soyeuse indiquent que les cocons hybrides bivoltins de la race CSR sont
capablcs de supporter une différence de 4° C entre la température de cuisson a la vapeur et la
température initiale du traitement d’ajustement.

CONCLUSION

La température et la durée du traitement de cuisson & la vapeur et le profil de température du
traitement d'ajustement jouent un rdle significatif sur les conditions de cuisson du cocon. Pour
atteindre le degré de cuisson des cocons et la teneur en eau requis dans la coque soyeuse avec des
cocons hybrides bivoltins de la race CSR, il est essentiel d’utiliser une température de cuisson 3 la
vapeur plus €levée de 97 ° C et un profil de température du traitement d'ajustement de 96° C— 70° C.
Il faut sélectionner la durée de ces raitements en fonction de la qualité du cocon et du rendement et
de la qualité de soic grege souhaités.
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Technical report

STUDIES ON BIVOLTINE COCOON COOKING (PART II):
EFFECT OF COCOON COOKING (SWELLING) TREATMENT
AND ADJUSTMENT TREATMENT ON REELING
PERFORMANCE OF INDIAN BIVOLTINE HYBRID COCOONS

SUBHAS V. NAIK* & T.H. SOMASHEKAR

Central Silk Technological Rescarch Institute, Central Silk Board, B.T.M Layout, Madiwala,
Bangalore — 560068, India.

The influence of temperature and duration of steam cooking treatment and temperature profile
of adjustment treatmeni of cocoon cooking on reeling characieristics has been studied using CSR
race bivoltine hvbrid cocoons. It is observed that all the three factors i.. e.. steam cooking temperature
and duration. and temperature profile of adjustment treatment have a significant influence on
reelability, non-broken filament length. raw silk recovery, waste % and raw silk %. From the resulis
it is observed that steam cooking temperature and temperature profile of adjustment treatment play
a dominant role on reelability, whereas interaction e¢ffect of steam cooking temperature and
temperature profile of adjustment treatment, steam cooking temperature and steam cooking duration
have more influence on raw silk recovery, raw silk % and waste %.

From the results it is observed that low cooking temperatures of 87°C andd 92°C and 94°C -70°C
temperature profile of adjustment treatment have resulted in under cooking of cocoons and thereby
affected reeling characteristics. Whereas higher steam cooking temperature of 97°C with shorter
cooking duration of I min have resulted in better reeling performance and this may be attributed o
cooking of cocoons 1o the required level.

Keywords: Steam cooking temperature, Steam cooking duration, Adjustment
temperature, Reelability, Raw silk %.

INTRODUCTION

Cocoon cooking is an important process in sitk reeling, which has a decisive role on reeling
performance. Efficient cooking involves six treatments. Steam cooking treatment and adjustment
treatment are Lwo important treatments of these 6 treatments of cocoon cooking. A serics of studies
have been conducted in Japan (Kinoshita 1979, 1981: Shimazaki 1961, 1962; Takabayashi, 1985)
with respect to influence of cocoon cooking parameters on reeling characteristics. These studies have
been conducted with cocoons of their origin. Since the cocoon cooking parameters depend basicatly
on factors such as cocoon characteristics and water quality, studies of this type arc also essential for
Indian CSR race bivoltine hybrid cocoons. Published literature in this regard is scanty. Therefore the
present study has been conducted using pressurized circular cocoon cooking machine (developed by
Central Silk Technological Research Institute, CSB, Bangalore, India) to investigate the influence of

* Author to whom correspondence may be addressed.
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temperature and duration of steam cooking treatment and temperature profile of adjustment treatment
of cocoon cooking on reeling performance of CSR race (Indian) bivoltine hybrid cocoons.

MATERIALS AND METHODS

1. Raw material:
Bivoltine hybrid cocoons of CSR2 x CSR4 race were used for the study.

2. Drying conditions:
The cocoons were dried in a batch type hot air drier following a temperature profile of 115°C to
30°C for a period of five hours, achieving around 42% degree of drying.

3. Cocoon cooking:
Cocoon cooking was carried out using CSTRI batch type Pressurised circular cocoon cooking

machine. The temperature and duration used as per the design of experiment is as follows;
a) Retting conditions:
Temperature: 70° C
Duration: 1.5 min

b) High temperature (steam) treatment:
Temperature: 90 °C
Duration: 1.5min

¢) Low temperature water (permeation) treatment:
Temperature: 75=C
Duration: 1.75 min
(Note: After low temperature water (permeation) treatment. cocoons were kept above the water
level in cooking machine at 75°C steam temperature and water temperature is raised to required initial
temperature ( 94°C / 96°C ) of adjustment treatment within a constant period of 4 minutes before

starting the steam cooking treatment).

d) Steam cooking:

Temperature: Al A2 A3
87°C 92°C 97°C
Duration:
B1 B2 B3
1.0 min. 1.75min, 2.5 min.

¢) Adjustiment treatment:

Cl C2
Initial temperature: 94°C - 93°C - 70°C 96°C - 93°C - 70°C
Duration: 6 minutes 6 minutes

(Initially cocoons were treated for 1min at 94°C water in case of C1 and at 96°C water in case
of C2, and then water temperature was reduced gradually to 93°C and then to 70°C in both cases in
5 minutes by sprinkling the water).

4. Brushing:
Cooked cocoons were brushed at 80°C hot water.
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5. Reeling conditions:
The cocoons were reeled on CSTRI Multiend reeling machine with following parameters:

Recling speed : 100 mtrs/ min
Croissure length : 8 ems
Basin water temperature: 40°C

6. Water Quality :

Water having standard characteristics for reelingi. e.. 7.1 pH. 70-ppm hardness and 80 ppm
Alkalinity was used for the study.

Reeling characteristics i.¢. reclability, non broken filament length. raw silk recovery, waste® on
sitk weight and raw silk % were caleulated from the recling results obtained during reeling of different
combinations as per the design of experiment.

7. Data analysis:
The data colleeted were statistically analysed.

RESULTS AND DISCUSSIONS

1. Reelability and non-broken filament length:

Average results of influence of temperature and duration of steam cooking treatment and
temperature profile of adjustment treatment on reeling performance are given in Tablc I. The results
of the analysis of variance and contribution ratio arc given in Tables IT and I1I.

From Table | and figures | and 2 it is observed that as the steam cooking temperature increases
from 87°C to 97°C reelability and non broken filament length increases significantly. Reelability and
non-broken filament length were also found to increase as the steam cooking duration increases from
| min to 2.5min.

Further it can be seen that (from figure 1)96°C -70°C temperature profile of adjustment treatment
has given significantly better reelability as comparedto 94°C -70°C temperature profile of adjustment
treatinent. Better reelability and non-broken filament length at 97°C steam cooking temperature and
1.75 min and 2.5 min steam cooking duration and 96°C -70°C tempcrature profile of adjustment
treatment ean be attributed to higher cocoon cooking degree and henee higher degree of swelling and
softening of sericin of the cocoon filament layers of the cocoon shell. From the analysis of variance
results (Table II) it can be observed that influence of stcam eooking temperature, steam cooking
duration and temperature profile of adjustment treatment on reelability and non-broken fitament
length is statistically significant at 1% level. From Table I (CD values) it can also be observed that
differences in reelability and non-broken filament length between 87°C and 92°C: 87°C and 97°C;
92°C and 97°C steam cooking temperatures and between | minute and 1.75 minute, 1 minute and 2.5
minutes; 1.75 minute and 2.5 minutes steam cooking durations are significant at 1% level.

Significant reduction in reclability and hence in non-broken filament length at 87°C and 92°C
steam cooking temperatures, 1 to 1.75 minute steam eooking durations and 94°C -70°C temperature
profile of adjustment treatment (fig.1 & 2) is attributed to under cooking of cocoons. It is to be noted
that swelling and softening of the sericin is caused by interaction of heat, the amount of water absorbed
by the cocoon layer and the properties of water. After the impregnation of suitable quantity of water
in the cocoon and cocoon shell in pretreatment zone of cocoon cooking, required heat energy is very
essential at cooking zone to cook the cocoons shell layers uniformly, otherwise cooking will result
in under/uneven cooking. 87°C and 92°C steam cooking temperatures. 94°C -70°C temperature
profile of adjustment treatment hav ¢ not given the required heat energy to cook the cocoons and henee
resulted in under cooking of cocoons.
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Table L. Effect of temperature and duration of steam cooking treatment and temperature profile
of adjustement treatment of cocoon cooking on reeling characteristics (mean values).

Tableau 1. Effet de la température et de la durée du traitement de cuisson a la vapeur et du profil
de température du traitement d'ajustement de cuisson du cocon sur les caractéristiques de dévidage
(valeurs moyennes).

Cooking Reelability  Non broken Raw silk Raw silk Waste % Single
parameters (%) filament length (%) recovery on siltk Pelade
(m) (%) weight weight (g)
Parameétres Dévidabilité  Longuenr de  Soie grége  Récupération % de déchets Poids
de cuisson (%) la bave (%) de soie par rapport d'une
sans rupture grege au poids de pélette
(m) (%) la soie (g)
AIBICI 66.85 695 17.30 73.75 11.21 0.0260
A1B2CI 67.90 720 17.47 7447 10.16 0.0245
A1B3CI 70.75 755 17.56 74.83 970 0.0240
A2BICI 68.20 731 17.66 75.26 10.85 0.0230
A2B2CI 70.10 754 17.76 75.69 9.84 0.0210
A2B3CI 72.10 779 17.79 75.84 9.41 0.0203
A3BICI 70.75 802 18.98 80.90 8.69 0.0200
A3B2CI 73.15 796 18.08 77.07 9.44 0.0200
A3B3CI 75.95 798 17.12 72.95 12.31 0.0190
AlBIC2 72.95 744 17.97 76.60 9.57 0.0210
AlB2C2 76.05 793 17.99 76.69 8.34 0.0200
AlIB3C2 78.95 843 18.08 77.07 8.10 0.0200
A2B1C2 ) 814 17.42 74.26 10.44 0.0195
A2B2C2 82.35 850 17.48 74.49 9.32 0.0195
A2B3C2 84.00 876 17.753 75.66 8.96 0.0195
A3BIC2 85.30 882 17.36 73.98 9.64 0.0180
A3B2C2 86.80 887 17.08 72.78 10.99 0.0170
A3B3(C2 88.15 884 16.46 70.17 13.70 0.0160
CD (P <=0.05) for
A 0.51 7 0.11 0.45 0.23 0.0003
B 0.51 i 0.11 0.45 0.23 0.0003
C 0.42 6 0.09 0.36 0.18 0.0003
AxB 0.88 12 0.18 0.77 0.39 0.0006
AxC 0.72 10 0.15 0.63 0.32 0.0005
BxC 0.72 10 0.15 0.63 0.32 0.0005
AxBxC |.25 17 0.26 1.09 0.55 0.0008

A - Steam cooking temperature / A — Température de cuisson a la vapeur (Al1=87° C, A2=92°C, A3=97° Q)
B - Steam cooking duration / B— Durée de cuisson & la vapeur (B1= 1 min, B2 = 1.75 Min, B3 = 2.5 Min.)

C - Temperature profile of adjustment trcatment/ C- Profil de température du traitement d ‘ajustement. ( C1 =
94° C-93°C-70°C.C2=96°C-93°C - 70°C).
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Table 1. Analysis of Variance of Reeling performance results of Pressurised cooking of Bivoltine hybrid cocoons.

Tableau I1. Analyse de variance pour les résulfats de la performance de déviduge de coconys hybrides bivoltins cuits sous pression.

Mecan sum of squares

Factors Degrec of Reelability Nonbroken Raw silk Raw silk Waste % on Pelade
freedom filament length percentage recovery silk weight weight (20 no.)
Sonme moyenne des carrés
Facteurs
Degré de Dévidabilité Longueur de la Pourcentage Récupeération % de déchers Poids de
liberté bave vans rupture  de soie grége de soie par rapport au poids la péletre
grege de la soie 20 no.)
A 2 181.360%* 20836.694** 0.143** 2.597%* 5.402%% 0.00005419%*
B U 56.795** 5963194+ 091 2%* 5.679%* 1.405%* 0.00000619**
C ! 1079.123** 61669 .444** 0.502%* 9.110%* 0.737** 0.00008403**
AxB 4 0.396™ 1720.319%* 0.847%* 15.395%* 9.494** 0000000245
Ax C 2 28.88 % 383.361* 2.089** 37.930%%* 6.774%* 0.00000503%*
BxC 2 0.361M% 342.028% 0.088* 1.585* 0.017% 0.00000053%*
AxBxC 4 1.302% 76.319™ 0.089** 1610%* 0.047" 0.0000009%*
Replication / Répétition | 2.007 441.000 0.038 0.692 1.023 0.00000003
Error / Ecurt |7 0.348 63.882 0.015 0.268 0.068 0.00000015

#x Sianificant at 1% level / Significatif au sewil de 1 %6. * Significant at 5% level / Significatif au senil de 5 % . NS - Non significant / Non

significaiif.

A — Steam cooking temperaturc / Terpérature de cuisson a la vapeur, B - Steam cooking duration / Durée de cnisson a lu vapeur . €' - Temperature

profilc of adjustment treatment / Profil de température du traitement d ajustement.
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EFFECT OF COCOON COOKING ON REELING PERFORMANCE OF HYBRID COCOONS

Table IIl. Contribution ratio (%) analysis of cocoon cooking parameters on reeling
characteristics.

Tableau 11l. Analyse du taux de contribution (%) des parameétres de cuisson du cocon sur les
caractéristiques de dévidage.

Cooking Contribution ratio (%) of cooking parameters
parameters
Reelability  Non-broken Raw silk Raw silk Waste % Pelade
filament length  recovery Yo on silk weight weight
Parametres Taux de contribution (%) des parametres de cuisson (%)
de cuissan
Dévidabilité  Longueur de  Récupération % de soie % de déchets Poids
la bave sans de soie grége par rapport au de la
rupture grege poids de la soie  pélette
A DENS 33.12 2.62 2.6l 115468 48.48
B 6.93 9.4 6.08 6.08 S 543
C 66.24 49.11 4.97 497 37.62
AxB 5.38 34.00 34.00 55023
Ax C 350 0.51 4233 42.34 19.63 4.38
BxC 0.44 1.48 1.49
AxBxC 3.m 3.02 1.36

A - Steam cooking temperature | Tempéramire de cuisson a la vapenr.
B - Steam cooking duration s Ducée de cuisson a la vapeur.
C - Temperature profile of adjustment treatment/ Profil de tenipérature du traitement d ajustement.

(Note: Only significant valucs of contributing factors are given in table + Seules les valeurs significatives des
factenrs de contribution sont doimmées dans le Tubleau).

Further from the contribution ratio analysis results (Table III) it is observed that steam cooking
temperaturc and temperature profile of adjustment treatment play a dominant role on reelability.
Results clearly indicate that higher steam cooking temperature and required steam cooking duration
and higher initial temperature of adjustment treatment are essential for achieving required swelling
and softening of sericin and hence better reclability and non broken filament length of cocoons.

2. Raw silk recovery, raw silk percentage, waste percentage and pelade waste:

From the analysis of variance in Table Il it can be observed that influence of steam cooking
temperature, steam cooking duration and temperature profile of adjustment treatment on raw silk
recovery, waste %, pelade waste and raw silk % is statistically significant at 1% level.
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1.75 min. steam cooking duration

Fig. 1. Influence of
steam cooking
temperature, steam
cooking duration and
temperature profile of
adjustment treatment
on reelability of
cocoons.

Fig. I. Influence de la
tempeérarure de cuisson
a la vapeur, de la durée
de cuissan d la vapeur et
du profil detempérature
du traitement
d'ajustement sur la
dévidabilité des cocons.
B1-1.0 min. stcam cooking
duration ! durée de cuisson
a la vapewr d' min. B2 -
1.753 min. steam cooking
duration / durée de cuisson
a la vapenr d’1.75 min. B3

2.5 min. steam cooking
duration ' durée de cuisson
@ la vapewr de 2.5 mia.

Fig. 2. Influence of
steam cooking
temperature, steam
cooking duration and
temperature profile of
adjustment treatment
on non-broken filament
length,

Fig. 2. Influence de la
température de cuisson
a la vapeur, de la durée
de cuisson a la vapeur et
du prafil de température
du traircment
d’ajustement sur la
longueur du filament
sans rupture.
B1-1.0 min. steam cooking
duration/ durée de cuisson a
la vapeur d'l min. B2- 175
min. steam cooking duration
durée de caisson a la
vapernr d’1.75 min. B3 = 2.5
min. steam cooking duration
! durée de cuisson a la
vapeur de 2.5 min.
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Fig. 3. Influence of
steam cooking
temperature, steam
cooking duration and
temperature profile of
adjustment treatment
on raw silk recovery.

Fig. 3. Influence de la
température de
cuisson a la vapeur, de
la durée de cuisson et
du profil de
température du
traitement
d’afjustement sur la
récupération de soie
grége.

Bl -1.6 min. stcam
cooking duration / durée
de cuisson a la vapeurd'l
min. B2 - 1.75 min. steam
cooking duration / durée
de cuisson a la vapeur
d'1.75 min. B3 - 2.5 min.
steam cooking duration /
duréde de cuisson a la
vapeur de 2.5 min.

Fig. 4. Influence of
steam cooking
temperature, steam
cooking duration and
temperature profile of
adjustment treatment
on raw silk %,

Fig. 4. Influence de la
température de
cuisson a la vapeur, de
la durée de cuisson ala
vapeur et du profil de
température du
traitement
d’ajustement sur le %
de soic grége.

Bl -1.0 min. stcam
cooking duration © durée
de cuisson @ lu vapenr d°1
min. B2 = 1.75 min. steam
cooking duration | durée
de cuisson d la vopeur
d').75 min. B3 - 2.5 min.
stcam cooking duration /
durée de cuisson o lu
vapeur de 2.5 nin.
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96°C-93°C-70°C TEMPERATURE PROFILE
OF ADJUSTMENT TREATMENT
1.75 min. steam cooldng duration

Fig. §. Influence of
steam cooking
temperature, steam
cooking duration and
temperature profile
of adjustment
treatment on waste
% on silk weight.

Fig. 5. Influence de la
température de
cuisson a la vapeur, de
la durée de cuisson a
la vapeur et du profil
de température du
trraitement
d’ajustement sur le %
de déchets par rapport
au poids de la soie.

Bl -1.0 min. steam
cooking duration / durée
de cuisson a lavapeurd'!
min. B2-1.75 min, steam
cooking duration / durée
de cufsson q la vapewr
' L75 min, B3 - 2.5 min,
steam cooking duration
durée de cuisson a la
vapewr de 2.5 min.

Fig. 6. Influence of
steam cooking
temperature, steam
cooking duration and
temperature profile
of adjustment
treatment on pelade
waste.

Fig. 6. Influence de la
température de
cuisson a la vapeur, de
laduréede cuissonala
vapeur et du profil de
température du
traitement
d’ajustement sur les
déchets de pélernte,

Bl -1.0 min. steam
cooking duration ! urée
de cuisson a la vapenr d'l
min. B2- 1,75 min. steam
cooking duration / durée
de cuisson a la vapeur
d'1,75 min. B3 - 2.5 min.
stcam cooking duration /
durée de cuisson a la
vapeur de 2,3 min.
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EFFECT OF COCOON COOKING ON REELING PERFORMANCE OF HYBRID COCOONS

From the figures (3. 4, 5 & 6) and Table [ it is observed that 97°C steam cooking temperature,
1.0 min steam cooking duration and 94°C -70°C temperature profile of adjustment treatment have
given good raw silk recovery. less waste percentage and good raw silk% as compared to other
conditions. Whereas 87°C and 92°C steam cooking temperatures (particularly with 1.0min duration)
and 94°C -70°C temperature profile of adjustment trcatment have affected significantly the raw silk
recovery and hence raw silk % duc to under cooking of cocoons. Under cooking candition at these
temperatures has reduced the reelability (fig. | ) leading to more number of cocoon droppings during
reeling. More number of cocoon droppings has resulted in increased waste % (fig.5) and hence
reduced raw silk recovery and raw silk %.

Further from figure 6 it can be observed that at these conditions of 87°C and 92°C steam cooking
temperatures particularly with 1.0 min & 1.75 min steam cooking durations, pelade waste is
significantly at higher side as compared to other conditions. This is due to under cooking of cocoons.
Because of insufficient heat energy at 87°C and 92°C steam cooking temperatures with 94°C -70°C
temperature profile of adjustnient treatment, inside luyers of cocoon shell have not cooked properly
and hence resulted in increased pelade waste, Higher pelade waste has also contributed to the
reduction in raw silk % at these steam cooking temperatures.

From the contribution ratio analysis results (Table 111) it ean be observed that interaction effect
of steam cooking temperature and temperature profile of adjustment treatment, steam cooking
temperature and steam cooking duration have more influence on raw silk recovery, raw silk % and
waste %; whereas steam cooking temperature and temperature profile of adjustment treatment have
more influence on pelade waste as compared to other factors.

Further from figure 4 it is observed that 97°C steam cooking temperature and 2.5 min. duration
of steam cooking treatment with both 94°C -70°C and 96°C -70°C temperature profiles of adjustment
treatiment have also reduced the raw silk % significantly as compared to other conditions. This is due
to over softening of outside layers of coeoon shell leading to generation of more brushing waste
(fig. 5).

From Table II it can be observed that. interaction effect of steam cooking temperature and steam
cooking duration has significant influence (at 1% level) on raw silk recovery, raw silk % and waste
% and intcraction effect of steam cooking temperature and temperature profile of adjustment
treatment has significant (at 1% level) influence on raw sitk recovery, raw silk %, waste % and pelade
waste. Further interaction effect of steam cooking duration and temperature profile of adjustment
treatment has significant influence (at 5%) level on raw silk recovery. raw sitk % and pelade waste.

CONCLUSION

Temperature and duration of steam cooking treatment and temperature profile of adjustment
treatment have significant influence on reelability. raw silk recovery, raw silk %, waste % and pelade
waste. Steam cooking temperature and temperature profile of adjustment treatment play a dominant
role on reelability, whereas interaction effect of steam cooking temperature and temperature profile
of adjustment treatment and steam cooking temperature and its duration of treatment have more
influence on waste % and raw silk %.

From the results it can be inferred that in order to achieve better reeling characteristics from CSR
bivoltine hybrid cocoons, it is cssential to use higher steam cooking temperature of 97°C. Further,
duration of steam cooking treatment has to be selected depending upon the cocoon quality, targeted
raw silk yield and quality.
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Rapport technique

ETUDES SUR LA CUISSON DE COCONS BIVOLTINS
DEUXIEME PARTIE : EFFET DU TRAITEMENT DE CUISSON
DU COCON (GONFLEMENT) ET DU TRAITEMENT
D’AJUSTEMENT SUR LA PERFORMANCE DE DEVIDAGE
DES COCONS HYBRIDES BIVOLTINS INDIENS

SUBHAS V. NAIK* & T. H. SOMASHEKAR

Central Silk Technological Rescarch Institute, Central Sitk Board, B. T. M. Layout, Madiwala,
Bangalore — 560 068, Inde.

Nous avons émdié 'influence de la température et de lu durée du traitement de cuisson a la
vapeur et du profil de température du traitement d'ajustement de cuisson des cocons sur les
caructéristiques de devidage en utilisant des cocons hybrides bivoltins de la race CSR. On observe
que les trois facteurs, ¢'est a dire la température, la durée de cuisson a la vapeur et le profil de
température du traitement d ajustement ant une influence sigmficative sur la dévidabilite. la longueur
du filament sans rupture, la récupération de soie grége. le % de déchets et le % de sole grege. La
température de cuisson a la vapewr et le profil de température du traitement d'ajustement jouent un
role dominant sur la dévidabilito tandis gue I'effet d interaction entre la température de cuisson a la
vapeur et le profil de température du traitement d'ajustement entre la température de cuisson a la
vapeur et la durée de cuisson a la vapewr ont plus d influence sur la récupération de soie grége, le
% de soie grége et le i de déchets.

On observe que les temperatures de cuisson faibles de 87° C et de 92° C et un profil de
tempérawre du traitement d ‘ajustement de 94° C—70° C entrainent un mangue de cuisson des cocons,
ce qui a un effet sur les caractéristiques de dévidage. Tandis qu ‘une temperature de cuisson d la
vapeur plus élevée de 97° C avec une durée de cuissan plis courte d'1 mn donne une meillewre
performance de devidage, qui peut étre attribuée a la cuisson des cocons au nivean requis.

INTRODUCTION

La cuisson du cocon est un processus important du dévidage de la soie, qui a un role décisif sur
la performance de dévidage. Une cuisson efficace comprend six traitements. Le traitement de cuisson
a la vapeur et lc traitement dajustement sont deux traitements importants parmi les 6 traitements de
cuisson du cocon. Une seric d’études a été réalisée au Japon (Kinoshita, 1979, 1981 ; Shimazaki,
1961, 1962 : Takabayashi, 1985) par rapport a l'influence des paramétres de cuisson sur les
caractéristiques de dévidage. Ces études ont été réalisées avee des cocons du Japon. Puisque les
parametres de cuisson du cocon dépendent dans I'cnsemble de facteurs tels que les caractéristiques
du cocon et la qualité de I’eau, Ics études de ce type sont aussi cssentielles pour les cocons hybrides
bivoltins indiens de la race CSR. 11 existe peu de littérature publiée dans cc domaine. Cette étude a
done été réalisée en utilisant une machine circulaire pressurisée de cuisson des cocons (mise au point
par le Central Silk Technological Research Institute. CSB, a Bangalore en Inde) pour étudier

* Auteur auguel adresser la correspondance.
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EFFET DE LA CUISSON SUR LA PERFORMANCE DE DEVIDAGE DE COCONS INDIENS

"influence de la température ct de la durée du traitement de cuisson a la vapeur et du profil de
températurc du traitement d’ajustement de cuisson du cocon sur la performance de dévidage des
cocons bivoltins indiens de la race CSR.

MATERIELS ET METHODES

1. Matiére premiére :
Des cocons hybrides bivoltins de la race CSR2 x CSR4 sont utilisés pour I’étude.

2. Conditions de séchage :
Les cocons sont séchés dans un séchoir a air chaud en série en suivant un profil de température

de 115° C a 50° C pendant une période de cing heures. pour atteindre un degré de séchage d’environ
42 %.

3. Cuisson du cocon :

On procede a la cuisson du cocon en utilisant une machine circulaire pressurisée de cuisson des
cocons en série du CSRTI. La température et la durée utilisécs d’aprés la conception de I"expérience
sont les suivantes :

a) Conditions de rouissage :

Température
Durée :

70° C
LS min.

b) Traitement a température clevée (vapeur) :

Température :

90°C

Dureée : 1,5 min.

c) Traitement & ’eau a faible température (imprégnation) :
Température : 75¢C
Durée : 1,75 min.

(Note : Apres le traitement de I'eau a basse températurc (imprégnation), on conserve les cocons
au-dessus du niveau de I’cau dans une machine de cuisson a ta vapeur a une température de 75° C et
onaugmente la température de I’eau & la température initiale requise (94° C/96° C) pour le traitement
d’ajustement pendant unc période constante de 4 minutes avant de commnencer le traitement de cuisson
a la vapeur).

d) Cuisson a la vapeur :

Al A2 A3

Température 87° C 92°C 97° C
Durée : B1 B2 B3

| min. 1.75 min. 2,5 min.

c)Traitement d’ajustement :
Cl1 C2

Température inttiale :  94°C—93°C—-70°C 96° C—93°C—-70°C
Duréc : 6 minutes 6 minutes
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{Au début, les cocons sont traités pendant une minute dans de 1'eau a 94° C dans le cas de C1 et
dans de ['eau a 96° C dans le cas de C2, puis on diminue la température de |'eau progressivement a
93° C et a 70° C dans les deux cas en 5 minutes ¢n aspergeant de ’eau).

4. Purgeage :
Les cocons cuits sont purgés dans de 1'cau chaude a 80° C.

5. Conditions de dévidage :
Les cocons sont dévidés sur une machine de dévidage multibouts du CSRTI avec les paramétres
suivants :

Vitesse de dévidage : 100 m / min.
Longueur de croisure ; 8 cms
Température de I’eau de la bassine : 40° C

6. Qualite de I’eau :

Une eau avec les caractéristiques habituelles pour le dévidage, c’est a dire un pH de 7.1, une
dureté de 70 ppm et une alcalinité de 80 ppm est utilisée pour |'étude.

Les caractéristiques de dévidage, c’est a dire la déevidabilité, [a longueur du filament sans rupture,
la récupération de soie greége, le % de déchets par rapport au poids de la soic et le % de soic grege
sont calculés pour les différentes combinaisons congues dans 1'expérience.

7. Analyse des données :
Les données recueillies sont analysées de maniére statistique.

RESULTATS ET DISCUSSION

1. Dévidabilité et longueur du filament sans rupture :

Les résultats moyens sur I'influence de la température et de la durée du traitement de cuisson a
la vapeur et du profil de température du traitement d’ajustement sur la performance de dévidage sont
présentés dans le Tableau I. Les résultats de analyse de variance et du taux de contribution sont
présentés dans les Tableaux IT et I11.

D’aprés le Tableau I et les figures 1 et 2. on observe qu'alors que Ja température de cuisson a Ja
vapeur augmente de 87° C 2 97° C, la dévidabilité et la fongueur du filament sans rupture augmentent
de maniere significative. La dévidabilité ct la longueur du filament sans rupture s’aveérent aussi
augmenter alors quc la durée de cuisson & la vapeur augmente de 1 min. a 2,5 min.

De plus, on peut voir que d’apres la figure | le profil de température du traitement d’ajustement
de 96° C— 70° C donne une dévidabilité significativement ineilleure par comparaison a un profil de
température du traitement d’ajustement de 94° C — 70° C. Les meilleures dévidabilité et longueur du
filament sans rupture avec unc température de cuisson a la vapeur de 97° C, une durée de cuisson a
la vapeur de 1,75 min. et de 2,5 min. et un profil de température du traitement d’ajustement de 96° C

70 ° C peuvent étre attribuées a un degré de cuisson plus élevé et donc a un degré plus élevé de
gonflement ¢t de ramollissement de la séricine dans les couches de la coque soyeuse. D’apres les
résultats de [’analyse de variance (Tableau 1), on peut observer que l'influence de la température de
cuisson a la vapeur, de la durée de cuisson & la vapeur et du profil de température du traitement
d’ajustement sur la devidabilité et la longueur du filament sans rupture est significative sur le plar
statistique au seuil de | %. D’aprés le Tableau 1 (valeurs DC), on peut aussi obscrver que les
différences de dévidabilité et de longueur du filament suns rupture entre des températures de cuisson
alavapeurde 87° Cet de 92°C ;de 87°Cetde 97° C:de 92° C et de 97° C et entre 1 minute et 1,75
minutes : entre | minute et 2,5 minutes ; entre 1.75 minutes et 2.5 minutes pour les durées de cuisson
a la vapeur sont significatives au seuil de 1 %.
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La baisse significative de la dévidabilité et donc de la longueur du filament sans rupture a des
températures de cuisson & la vapeur de 87° C et dc 92° C. des durées de cuisson a la vapeur de 1 &
1.75 minutes et avec un profil de température du traitement d’ajustement de 94° C — 70° C (fig. | &
2) est attribuée au manque de cuisson des cocons. On doit noter que le gonflement et I'amollissement
de la séricine sont causés par I'interaction entre la chaleur. la quantité d’eau absorbée par la couche
du cocon et les propriétés de I’eau. Apres la pénétration de la quantité d’cau nécessaire dans le cocon
et la coque soycuse pendant le pre-traitement de cuisson du cocon. I'énergie calorifique requise cst
indispensable dans la zone de cuisson pour cuire les couches de la coque soyeuse de maniére uniforme,
autrement cela entraine un manque de cuisson ou une cuisson irréguliere. Des températures de cuisson
ala vapeur de 87° C et de 92° C. un profil de température du traitement d’ajustement de 94° C—70° C
ne donnent pas I"éncrgie calorifique nécessaire pour cuire les cocons et donc entrainent un manque
de cuisson des cocons.

De plus, d"apres les resultats de "analvse du ratio de contribution (Tableau I11), on observe que
la tempcrature de euisson & la vapeur et le profil de température du traitement d’ajustement jouent un
role dominant sur le dévidage. Les résultats indiquent clairement que la température de cuisson a la
vapeur et la durée de cuisson a la vapcur plus élevées et une température initiale plus élevée du
traitement d’ajustement sont essentielles pour obtenir le gonflement et ['amollissement requis de la
séricine et donc une dévidabilité et une longueur du filament sans rupture meilleures.

2. Récupération de soie grége, pourcentage de soie grége, pourcentage de déchets et déchets
de pélette :

D'aprés I'analyse de variance dans le Tableau [1, on peut observer que 1'influence de la
température de cuisson a la vapeur, de la durée de cuisson a la vapeur et du profil de température du
traitement d’ajustement sur la récupération de soie grege, le % de déchets, les déchets de pélette et Ie
% de soie grége est significative sur le plan statistique au seuil de [ %,

D’apres les figures (3. 4. 5 & 6) et le Tableau I, on observe qu’une température de cuisson a la
vapeur de 97° C, une durée de cuisson a la vapeur de | min. et un profil de température du traitcment
d’ajustement de 94° C —70° C donnent une bonne récupération de soie grége. moins de déchets et un
bon pourcentage de soie grége par comparaison aux autres conditions. Des températures de cuisson
a la vapeur de 87° C et 92° C (particulierement avec une durée d’| min.) et un profil dc température
du traitement d’ajustement de 94° C — 70° C affectent significativement la récupération de soie grége
et donc le % de soie grége cn raison du manque de cuisson des cocons. Le manque de cuisson a ces
températures diminue la dévidabilité (fig. 1), ce qui entraine plus de cassures dans les cocons pendant
le dévidage. Le plus grand nombre de cassures dans les cocons entraine une augmentation du % dc
déchets (fig. 5) et donc une diminution de la récupération de soie grege et du % de soic grege.

De plus d’aprés la figure 6, on peut observer qu’a ces conditions dc températures de cuisson de
87° C et de 92° C particulierement avec des durées de cuisson & la vapeur de 1 min. et de 1,75 min,
les déchets de pélette sont significativement plus élevés que dans les autres conditions. Cela est dil
au manquc de cuisson des cocons. En raison d'unc insuffisance dénergie calorifique avec des
températures de cuisson a la vapeur de 87° C et de 92° C et avec un profil de température du traitement
d’ajustement de 94° C — 70° C. les couches internes de la coque soyeuse ne cuisent pas corrcctement
ce qui entraine une augmentation des déchets de pélette. Les déchets de pélctte plus élevés contribuent
aussi 4 la diminution du % de soie grége & ces températures de cuisson a la vapeur.

D’apres les résultats de 'analyse du taux de contribution (Tableau I1I), on peut observer que
I’effet d’intcraction entre la température de cuisson a la vapeur et le profil de température du traitement
d’ajustement, cntre [a température de cuisson a la vapeur et la durée de cuisson a la vapeur ont plus
d’influenee sur la réeupération dc soie grége, le % de soic grége et le % de déchets | tandis que la
température de cuisson a la vapcur ct le profil de température du traitement d’ajustement ont plus
d’influence sur les déchets de pélette.
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De plus, d’apres la figure 4, on observe que la température de cuisson a la vapeur de 97° Cet la
durée du traitement de cuisson a la vapeur de 2.5 min. avec les deux profils de température du
traiterent d’ajustement de 94° C—70° C et de 96° C—70° C diminuent le % de sote grége de maniere
significative par comparaison aux autres conditions. Cela est di a un trop grand ramollissement des
couches externes de la coque soyeuse, ce qui entraine une génération plus importante de déchets de
purgeage (fig. 5).

D’apres Ie Tableau I, on peut observer que I'effet d’interaction entre la température de cuisson
a la vapeur et la durée de cuisson a la vapeur est significatif (au seuil de 1 %) sur la récupération de
soie grége, le % de soie grege et le % de deéchets et ’effet d'interaction entre la température de cuisson
a la vapeur et le profil de température du traitement d’ajustement est significatif (au seuil de 1 %) sur
la récupération de soic grege, le % de soie grege, le % de déchets et les déchets de pélette. De plus,
I’effet d’intcraction entre la durée de cuisson & la vapeur et le profil de température du traitement
d’ajustement est significatif (au seuil de 5 %) sur la récupération de soie grége, le % de soie grége et
les déchets de pélette.

CONCLUSION

La température et la durée du traitement de cuisson & la vapeur et le profil de température du
traitement d’ajustement ont unc influence significative sur la dévidabilité, la récupération de soe
grége, le % de soie grége, lec % de déchets et les déchets de pélette La température de cuisson i [a
vapeur et le profil de température du traitement d’ajustement jouent un role dominant sur la
dévidabilité tandis que I'effet d’interaction entre la température de cuisson a la vapeur et le profil de
température du traitement d’ajustement et entre la température de cuisson a la vapeur et la durce de
traitement ont plus d'influence sur le % de déchets et le % de soie grége.

On peut déduire des résultats que pour obtenir de meilleures caiactéristiques de dévidage a partir
de cocons hybrides CSR. il est essentiel d"utiliser une température de cuisson de 97° C. De plus, la
durée du traitement de cuisson & la vapeur doit étre sélectionnée en fonction de la qualité du cocon,
et du rendement et de la qualité de la soie grege ciblés.
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Technical report

STUDIES ON BIVOLTINE COCOON COOKING (PART III):
EFFECT OF COCOON COOKING (SWELLING) TREATMENT
AND ADJUSTMENT TREATMENT ON QUALITY
CHARACTERISTICS OF RAW SILK OF INDIAN BIVOLTINE
HYBRID COCOONS

SUBHAS V. NAIK* & T.H. SOMASHEKAR

Central Silk Technological Research Institute. Central Silk Board, B.T.M Layout, Madiwala.
Bangalore - 560068, India.

The influence of temperature and duration of steam cooking treatment and temperature profile
of adjustment treatment of cocoon covking on raw quality characteristics has been studied using CSR
race bivoltine lvbrid cocoons. From the results it is observed that all three factors i. e., temperature
and duration of steam cooking treatment, and temperature profile of adjustment treatment have a
significant influence on neatness, low neatness, cleanness, tenacity, elongation and cohesion
characteristics of raw silk. It is observed that steam cooking temperature ie. 87° C & 92° C and
94° C -70°C temperature profile of adjustment treatment have resulted in under cooking of cocoons
and thereby affected quality of raw silk. Whereas 97°C steam cooking temperature and 96° C-70° C
temperawre profile of adjustment treatment have resulted in uniform cooking leading to better quality
of ravw silk as compared to other conditions. Results indicated that steam cooking temperature plays
a dominant role on neatness, cleanness, elongation and cohesion of raw silk. whereas temperature
profile of adjustment treatment have more influence on cohesion of raw silk.

Keywords: Steam cooking temperature, Adjustment temperature, Ncatness, Cleanness,
Tenacity. Elongation, Cohesion

INTRODUCTION

Cocoon cooking process should ensure uniform swelling and softening of sericin of all the cocoon
filament layers of the shell to the required level in order to produce raw silk with better quality
characteristics. Efficient cocoon cooking involves six treatments. Steam cooking trcatment and
adjustment treatment are two important treatments of these 6 treatments of cocoon cooking. A series
of studics have been conducted in Japan (Yashiro M. 1968, Kinoshita er. a/., 1991) with respect to
influence of cocoon cooking parameters on quality characteristics of raw silk. These studies have
been conducted with cocoons of their origin. Studies have also been conducted on influence of
cooking condition on quality of raw silk (Song K.E.. 1985, Subhas er. al 1995 & 1996). In
continuation, the present study has been conducted with CSR race (Indian) bivoltine hybrid cocoons
using pressurized circular cooking machine (developed by CSTRI, CSB, Bangalore, India) to
investigate the influence of temperature and duration of stcam cooking treatment and temperature
profile of adjustment treatment of cocoon cooking on quality characteristics of raw silk.

* Author to whom correspondence may be addressed.
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MATERIALS AND METHODS

1. Raw material:
Bivoltine hybrid cocoons of CSR2 x CSR4 race were used for the study.

2. Drving conditions:
The cocoons were dried in a batch type hot air drier following a temperature profile of 115° C to
50° C for a period of five hours, achieving around 42.67 % degree of drying.

3. Cocoon cooking:
Cocoon cooking was carried out using CSTRI batch type Pressurised eircular cocoon cooking

machine. The temperaturc and duration used as per the design of experiment were as follows:

a) Retting conditions:
Temperature: 70° C
Duration: .5 min

b) High temperature (steam) treatment:
Temperature: 90° C
Duration: I.5min

¢) Low temperature water {permeation) treatment:
Temperature: 759G
Duration: 1.75 min
(Note: After low temperature water (permeation) treatment, cocoons were kept above the water
level in cooking machine at 75°C steam temperature and water temperature were raised to required
initial temperature ( 94°C / 96°C ) of adjustment treatment within a constant period of 4 minutes

before starting the stcam cooking treatment).

d) Steam cooking:

Al A2 A3
Temperature: 87°C 92°C 97° C
Duration: B1 B2 B3

1.0 min. 1.75min. 2.5 min.
€) Adjustment treatment:
Cl C2

Initial temperature: 94°C-93°C-70°C 96°C-93°C-70°C
Duration: 6 minutes 6 minutes

(Initially cocoons were treated for Imin at 94° C water in case of Cl and at 96° C water in case
of C2, and then water temperature was reduced gradually t0 93° C and then to 70° C in both eases in

5 minutes by sprinkling the water.)

4. Brushing:
Cooked cocoons were brushed at 80°C hot water.

5. Reeling conditions:
The cocoons were reeled on CSTRI Multiend reeling machine with following parameters:
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Reeling speed 100 mtrs / min
Croissure length : 8cms
Basin water tcmperature: 40°C

6. Water Quality :
Water having standard characteristics for reeling i. ¢. 7.1 pH, 70 ppm hardness and 100 ppm
Alkalinity was used for the study.

7. Raw silk testing:

The raw silk samples were tested for Cleanncss. Neatness and Low neatness characteristics using
Scriplane tester and Cohesion character using Duplan Cohesion tester following international
standard procedure. Further, tenacity and clongation of raw silk were tested using Instron following
standard procedure.

8. Data analysis:
The data collected were statistically analyscd.

RESULTS AND DISCUSSIONS

Neatness and low neatness:

From the Table I and figure 1 it can be seen that as the stcam cooking temperature increases from
87° C to 97° C, neatness & low neatness of raw silk also increases significantly both in case 0f94° C
-70° C and 96° C -70° C temperature profilc of adjustment treatment. 96° C temperature profile of
adjustment treatment has given better neatness and low neatness of raw silk as compared to 94° C
-70° C temperature profile of adjustment treatment. 97° C steam cooking temperature (with all the
three steam cooking durations) both in case of 94° C -70° C & 96° C -70° C temperature profiles of
adjustment treatment has given better ncatness of raw silk.

From the analvsis of variance results (Tablc 11) it can be observed that influencc of tempcrature
and duration of steam cooking treatment and temperature profile of adjustment treatment on neatness
and low neatness of raw sitk is significant at t % level. From the interaction effect { Table 1 & figure 1)
it can be observed that 87° C steam cooking temperature and 94°C -70°C temperaturc profile of
adjustment treatment combinations have affected neatncss and low neatness of raw silk very severely.
97% of neatness at 97°C steam cooking temperature, 1.0 minute steam cooking duration and 96° C
-70° C temperature profile of adjustment treatment has come down to 88% at 87° C steam cooking
temperaturc, 1.0 minute steam cooking duration & 94° C -70° C temperature profile of adjustment
treatment combination and which is quite significant.

From Table I (CD values) it is observed that differences in neatness and low neatness of raw silk
between 87° C, 92° C & 97° C steam cooking temperatures are significant at 1% level. Difference in
neatness of raw silk between steam cooking duration of | minute & 1.75 minute is insignificant,
whereas differences in neatness of raw silk between 1 minute & 2.5 minute and 1.75 minute & 2.5
minute are significant at 1% level. Differenccs in low neatness of 1aw silk between Imin & 1.75 min
and | min & 2.5min steam cooking durations are significant at [ % level, whereas that between 1.75
min & 2.5 min is insignificant.

Significant reduction in ncatncss and low neatness of raw silk at 87° C steam cooking tempcrature
& 94° C -70° C temperature profile of adjustment treatment combination is attributed to under/uneven
cooking of cocoons. It is to be noted that in case of under cooking. sericin of the cocoon filament
layers {cross over points) will not be softened properly and uniformly leading to occurrence of small
loops in the raw silk. In addition, because of under cooking. during 1eeling the chances of occurrence
of nibs/hairiness in the raw sitk is more, as the fitament crossover points are not softened to the required
level. Thesc forms the neatness defcets in the thread.

2003 - Sericologia 43(3) 399-410 401



EFFECT OF COCOON COOKING ON QUALITY OF RAW SILK

Cleanness of raw silk:

From the analysis of variance results (Table I1). it can be observed that, influence of steam cooking
temperature, stcam cooking duration and temperature profile of adjustment treatment on clcanness
of raw silk is significant at 1 % level.

Table I. Effect of temperature & duration of steam cooking treatment and temperature profile
of adjustement treatment of cocoon cooking on quality characteristics of raw silk (mean values).

Tableau I. Effet de la température et de la durée du traitement de cuisson a la vapeur et du profil
de température du traitement d’ajustement de cuisson des cacons sur les caractéristiques
qualitatives de la soie grége (valeurs moyennes).

Cooking Neatness  Low Necatness  Cleanness Tenacity Elongation Cohesion
paranteters (%) (%) (%) (g/d) (%) (No.of Strokes)
Cohésion
Paramétres Netteté  Netteté minimum  Propreté Ténacié Allongement  (Nbre de
de cuisson (%) (%) (%) (g/d) (%) Coups)
AlBICI 88.0 85.0 85.5 3.90 18.34 61
AIB2CI §9.0 85.0 87.0 3.98 18.54 67
AlIB3CI 90.0 85.0 88.0 4.18 19.33 83
A2BICI 91.0 86.5 §8.0 3.80 20.85 89
A2B2CI 92.0 88.0 88.3 3.92 28123 117
A2B3CI 95.0 88.0 91.5 3.92 22.21 127
A3BICI 95.0 90.0 93.5 3.93 2857 | 130
A3B2C! 93:5 95.0 95.0 3.93 2390 138
A3B3CI 97.0 95.0 935 3,94 2395 166
AlIBIC2 90.0 86.5 85.( 3.93 18.89 78
AlB2C2 90.0 86.5 88.0 3.83 19.07 81
AIB3C2 93.0 88.0 88.0 3.78 20.23 93
A2B1C2 95.0 90.0 90.0 3.78 21.48 119
A2B2C2 95.0 90.0 92.5 3.83 22.12 140
A2B3C2 95.0 90.0 93.3 384 22.61 143
A3BIC2 97.0 95.0 97.5 385 23.74 163
A3B2C2 97.0 95.0 95.0 387 23.81 141
A3B3C2 97.0 93.0 92.5 3.91 2315 129
CD (P <=0.05) for
A 0.7 0.7 0.6 0.04 0.28 3
B 0.7 0.7 0.6 0.04 0.28 3
] 0.6 0.6 0.3 0.03 0.23 3
AxB 1.3 l=2 1.0 0.06 0.48 5
AxC 1.0 1.0 0.9 0.05 0.39 4
Bx C 1.0 1.0 0.9 0.05 0.39 4
AxBxC 1.8 1.7 1.5 0.09 0.68 8

A — Steam cooking temperatire / Température de cuisson & la vapeur (A1= 87°C. A2=92°C. A3 = 97°C).
B - Steam cooking duration / Durée de cuisson a la vapeur (B1= 1.0 Min, B2=1.75 Min, B3= 2.2 Min.)
C — Temperaturc profile of adjustment treatment / Profil de température du traitement d ajusiement.
(C1=94°C-93°C - 70°C, C2=96°C-93°C - 70°C)
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Table I1. Analysis of variance of quality characteristics of raw silk of Bivoltine hybrid cocoons.

Tableau I1. Analyse de variance pour les caractéristiques qualitatives de la soie grége chez des cocons hybrides bivoltins.

Mean sum of squares

Factors Degree of Neatness Low Ncatness Cleanness Tenacity Elongation Cohesion
freedom

Somure moyenne des carrés

Facteurs Degré de liberté Netteté Netteté minimum Proprete Ténacité Allongement

A 2 125.083%* 207.194%* 172.528% 0.02154%* 61.521%* 15757%*
B 2 11.083** 6.028%* 5.528%* 0.012%* 2.599%* 943.083%*
C I 30.25%* 38.028%* 14.694%* 0.089%* 1.02%* 793.361%*
AxB 4 0.667™ 1.903N% 11.194%x 0.002961 0.57%* 281.333%*
Ax C 2 1.083NS 0.528"% 4.861%* 0.01288** (R S 707.444%*
BxC 2 2.08308 3.861%* 2.028%* 0.01542%* 0.359™° 640.194%*
AxBxC 4 2167 2.986%* 3.444%x 0.01604%* 0.34* 348.278%*
Replication / Répétition | 0.02778 225 2.25 0.001003 0.234 110.25
Lrror / Ecart 17 0.734 0.662 0.485 0.001685 0.104 13.015

% Siamificant at 1% level / Significatif an seutl de | %. * Signilicant at 5% level / Significatif au seuil de 5 %. NS: Non significant / Non significatif.

A — Steam cooking temperature / Température de cuisson a la vapeur. B - Steam cooking duration / Durée de cuisson a la vapenr. C - Temperature
profile of adjustment treatment / Profil de tempcrature du traitement d'ajustement.
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Table III. Contribution ratio (%) analysis of cocoon cooking paramecters on quality
characteristics of raw silk.

Tableau I1l. Analyse du ratio de contribution (%) des parameétres de cuisson du cocon sur les
caractéristiques qualitatives de la soie grége.

Contribution ratio (%) of cooking parameters

Cooking Low
parameters Neatness Neatness Clcanness Tenacity Elongation Cohesion

Taux de contribution (%) des parameétres de cuisson

Paramétres de Netteté Netreté Propreté Ténacité  Allongement  Coliésion
de cuisson minintum

A 74.74 81.58 75.85 12.43 90.20 79.24
B 6.22 DAL 2.22 6.53 3.66 4.68

C 8.87 7.38 313 LRI 1.96
AxB 9.44 1.37 2.70
Ax C 1.93 7.02 3.30
BxC 1.26 0.68 8.61 3.16
AxBx(C 1.84 2,61 1%.00 3.38

A — Steam cooking temperature /| Température de cuisson a la vapeur. B - Steam cooking duration / Durée de
cuisson a lu vapeur. C - Temperature profile of adjustment treatment / Profil de température du troitement
d ajustement.

(Notc : Only significant values of contributing factors arc given in table). | Pour les fucteurs de contribution
seules les valeurs significatives sont présentées dans le Tableau.

From figurc 2 and Table I it is observed that at 97°C steam cooking temperature, 1 minute steam
cooking duration, and 96°C -70°C temperature profile of adjustment treatment combination has given
better cleanness of raw silk as compared to any other conditions and it is attributed to better and
uniform swelling and softening of sericin of all the filament cross over points and lavers of cocoon
shell. Whereas 87° C steam cooking temperature with all the three steam cooking durations and both
in case 0f 94° C -70° C & 96°C - 70° C temperature profile of adjustment treatment has affected the
cleanness of raw silk severely. 97.5% cleanness (fig. 2) of raw silk at 97° C steam cooking temperature,
| minutc steam cooking duration and 96° C -70° C temperature profile of adjustment treatment
combination has come down to 835.5 % at 87°C stcam cooking temperature, 1 minute duration and
94°C -70°C temperature profile of adjustment treatment and which is quite significant. This is
attributed to under cooking of cocoons and hence improper swelling and softening of sericin of cocoon
filament crossover points in the cocoons.
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96°C-93°C-70°C TEMPERATURE PROFILE
OF ADJUSTMENT TREATMENT

Fig. 1. Influence
of steam cooking
temperature,
steam cooking

duration and
temperature
profile of

adjustment
trcatment on
neatness of raw
silk.

Fig. 1. Influence
de la température
de cuisson a la
vapeur, de la
durée de cuisson a
la vapeur et du
profil de
température du
traitement
d’ajustement sur
lanetteté de lasoie

grege.

Fig. 2. Influence of
steam cooking
temperature,
steam cooking
duration and
temperature
profile of
adjustment
treatment on
cleanness of raw
silk.

Fig. 2. Influence de
la température de
cuisson a la
vapeur, de la durée
de cuisson a la
vapeur et du profil
de température du
traitement
d’ajustement sur la
propreté de la soie

grége.
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It is to be noted that incase of under cooking, sericin of the cocoon filament cross over points and
layers in the cocoons will not be softened properly and uniformly leading to occurrence of loops in
the cocoon filaments. In addition, because of under cooking, during reeling the chances of escaping
more number of crossover points (between the cocoon layers) at a time (without unwinding) along
with cocoon filament during reeling 1s more leading to the formation of nibs/slugs in the thread. These
defects reduce the cleanness of raw silk.

Interaction effect (Table II) of steam cooking temperature and steam cooking duration and steam
cooking temperature & temperature profile of adjustment treatment on cleanness of raw silk is
significant at 1% level. Whereas that of steam cooking duration and temperature profile of adjustment
treatment on cleanness of raw silk is significant at 5% level. Combined interaction effect of steam
cooking temperature, duration and temperature profile of adjustment treatment on cleanness of raw
silk is also significant at 1% level.

Further from the Table I (CD values) it is observed that differences in cleanness of raw silk
between 8§7° C, 92° C & 97° C steam cooking temperatures and between steam cooking durations of
| minute & 1.75 minute, | minute & 2.5 minute are significant at 1% level.

From the contribution ratio analysis (Table III) it can be observed that steam cooking temperature
is more predominant on cleanness of raw silk as compared to other cooking parameters.

From figure 2 it can be observed that in case of 97°C steam cooking temperature, 2.5 minute
steam cooking duration and 96°C -70°C temperature profile of adjustment treatment combination
has also reduced the cleanness of raw silk. This can be attributed to over cooking of cocoons at these
conditions with 2.5 minute steam cooking duration.

In case of over cooking, because of higher cooking temperature and duration, the cocoon layers
will be over cooked and due to this cross over points in the cocoon filament layers will be over softened
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and hence chances of many cross over points coming along with the filament in the lump form and
hence slug formation in the thread is more. In addition, because of over cooking. inner layers of the
cocoons will also be over softened. Dueto this chances of inner thin shell layers breaking and escaping
along with the thread in the form of slug is more. So these are the reasons for occurrence of more
cleanness defects in case of over cooked cocoons.

Tenacity and elongation:

From the analysis of variance results (Table I1) it can be observed that influence of steam cooking
temperature, steam cooking duration and temperature profile of adjustment treatment on tenacity and
elongation of raw silk is significant at [ % levet.

From the figures 3 & 4 and Table | it is observed that steam cooking temperature of 8§7° C has
given better tenacity but poor clongation as compared to other stcam cooking temperatures. From
figure 4 it can be observed that 87°C steam cooking temperature (with the duration of | minute and
1.75 minute) and 94°C -70°C temperature profile of adjustment treatment have affected elongation
of raw silk This is attributed to under cooking of cocoons. It is to be noted that when the cocoons are
under cooked, because of improper/under softening of sericin of filament cross over points of cocoon
layers, filament unwinding tension will be at higher side. Higher filament unwinding tension in turn
increases the over all tension. Because of increase in reeling tension orientation of fibrils in the fibroin
of a cocoon filament take place. Better orientation of fibrils in the fibroin results in increased the
tenacity and decreased elongation of raw silk. Further, the stress developed during reeling in the raw
silk of under cooked cocoons can be expected to be higher than the stress in the raw silk of better
cooked cocoons due to the higher reeling tension in the case ot under cooked cocoons. Thus the
elongation of raw silk of under cooked cocoons is less as compared to elongation of raw silk of better
cooked cocoons.

From the figures 3 & 4 and Table [ it can also be seen that 97°C steam cooking temperature; and
96°C -70°C temperature profile of adjustment treatment have given better tenacity and elongation of
raw silk. This is attributed to good cooking of cocoons leading to swelling and softening sericin
filament cross over points and cocoon filament layers to the required level.

From the Table (CD values), it can be observed that the differences in tenacity of raw silk
between 87° C and 92° C and 92° C and 97° C steam cooking temperatures are significant at 1% level,
whereas that between 87°C and 97°C steam cooking temperature is insignificant. Further differences
in tenacity of raw silk between Imin & 1.75 min steam cooking duration is insignificant; whereas
those between 1min and 2.3min; between 1.73min and 2.5min are significant at 1% and 5% level
respectively.

Further from Table [ (CD values) it can be observed that the differences in elongation of raw silk
between 87° C.92° C and 97° C steam cooking temperatures and that between 1 minute, 1.75 minute
and 2.5 minute stcam cooking durations are significant at | % level.

Further, from the contribution ratio analysis results (Table 111) it is observed that contribution of
temperature profile of adjustment treatment is more on tenacity of raw silk, whereas contribution of
steam cooking temperature is more on elongation of raw silk as compared to other factors.

Cohesion of raw silk:

From the analysis of variance results (Table I1), it is observed that influence of steam cooking
temperature, steam cooking duration and temperature profile of adjustment treatment have significant
influence (at 1 % level)} on cohesion of raw silk. Further interaction effects of steam cooking
temperature and duration; steam cooking temperature and temperature profile of adjustment treatment
and steam cocoon cooking duration and temperature profile of adjustment treatment have significant
(at 1 % level) influence on cohesion of raw silk.

From figure 5 and Table [ it is observed that 97°C stcam cooking temperature, | minute steam
cooking duration and 96° C - 70° C temperature profile of adjustment treatment combination has
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given better cohesion of raw silk as compared to other conditions. This can be attributed to better
swelling and softening degree of sericin of cocoon filament laycrs of cocoon shell uniformly in thesc
conditions.

From the tigure it can also be seen that 87° C steam cooking temperature, | minute and 1.7 minute
steam cooking duration and 94° C -70° C temperature profile of adjustment trcatment has affected
cohesion of raw silk and given very poor cohesion. This can be attributed to under cooking of cocoons.

It is to be noted that when the cocoons are cooked properly the sericin of the filament will be
swollen and softened to the requircd level. When these filaments from the cocoons pass through the
croissurc of good length during reeling the required agglutination of the filament in the raw silk thread
will take place and henec results in good cohesion of raw silk.

Whereas, when the cocoons are under cooked. sericin of the cocoon filaments will not be swollen
and softened to the required level, leading to poor agglutination of the fitaments in the raw silk thread.
This results in poor cohesion of raw silk, even though sufficient binding pressure exerted on the thread
by putting a good croissure Iength (of 8cms~10cms) during reeling.

From the CD values (Table I) it can be seen that differences in cohesion of raw silk between
87° C, 92° C & 97° C steam cooking tempceraturcs and between Imin, }.75min, and 2.5min steam
cooking durations are significant at 1% level.

From the contribution ratio analysis table it can be observed that, steam cooking temperature
plays a dominant role on cohesion of raw silk as compared to other parameters. Results corroborate
the findings of previous work ( Subhas 1995).

Further from figure 5 it can be observed that, 97°C steam cooking temperature and 96° C -70° C
temperature profile of adjustment trcatment combination has given comparatively less cohesion of
raw silk with 2.5min stcam cooking duration as compared to 1min steam cooking duration. This may
be attributed to over softening of sericin (with 2.5 min steam cooking duration) and hence
comparatively more dissolution (than standard norm) of sericin during cooking.

CONCLUSION

Temperature and duration of steam cooking treatment and tempcrature profile of adjustment
treatment have significant influence on raw silk quality chaiacteristics. From the above results and
discussions it becomes clear that, after impregnation of required quantity of water in the cocoon and
cocoon shell in pre-treatment of cocoon cooking. cooking of the cocoons using higher steam cooking
temperature of 97° C~98° C (to provide required heat energy) in cooking treatment is very essential
for achicving better quality characteristics of raw silk. Results also indicate that using higher initial
temperature of adjustment treatment is advantageous from quality of raw silk point of view. But it is
to be noted that when higher temperaturcs are selected chances of over softening of outside layer is
more and this has to be controlled by selecting suitable stcam cooking and adjustment process
durations depending upon the cocoon quality.

From the results it can be inferred that higher steam cooking tcmperature of 97° C~98° C and
96° C - 70° C temperature profile of adjustment trecatment with suitable durations (depending upon
the cocoon quality) are essentiat for the production of superior grade raw silk from CSR race bivoltine
hybrid cocoons.
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ETUDES SUR LA CUISSON DE COCONS BIVOLTINS
(TROISIEME PARTIE): EFFET DU TRAITEMENT DE
CUISSON (GONFLEMENT) ET DU TRAITEMENT
D’AJUSTEMENT SUR LES CARACTERISTIQUES
QUALITATIVES DE LA SOIE GREGE DE COCONS
HYBRIDES BIVOLTINS INDIENS

SUBHAS V. NAIK* & T. H. SOMASHEKAR

Central Silk Technological Research Institute. Central Silk Board, B. T. M. Layout, Madiwala,
Bangalore — 560 068, Inde.

Nous avons étudi¢ linfluence de la température et de la durée du traitement de cuisson a la
vapeur el du profil de température du traitement d’ajustement de cuisson des cocons sur les
caractéristigues qualitatives de la soie grége en utilisant des cocons livbrides bivoliins de la race
CSR. D’apres les résultats on observe que les trois facteurs ¢ 'est a dire la températmre, la durée du
traitement de cuisson a la vapeur et le profil de température du traitement d'ajustement ont une
influence significative sur les caractéristiques de nelteté, de nettere minimum, de propreté, de ténacite,
d'allongement et de cohésion de la soie grége. On observe que la température de cuisson a la vapeur,
¢'est a dire 87° C et 92° C et le profil de température de 94° C— 70° C du traitement d 'ajustement
entrainent un mangue de cuisson des cocons et affectent par la méme la qualité de la soie grége.
Tandis qu’'une température de cuisson a la vapeur de 97° C et un profil de température du traitement
d ajustement de 96° C —70° C débauchent sur une cuisson uniforme gui donne une soie grége de
meilleure qualité par comparaison aux autres conditions. Les résultats indiquent que la température
de cuisson & la vapeur joue un réle dominant sur la netteté, la piopreté, 'allongentent et la cohésion
de la soie grége tandis quee le profil de température du traitement d'ajustement a plus d'influence sur
la cohésion de la soic grége.

INTRODUCTION

Le processus de cuisson du cocon doit assurer un gonflement et un amollissement uniformes de
la séricine dans toutes les couches de la coque du cocon au niveau requis pour produire de la soie
grége aux meitleures caractéristiques de qualité. Une cuisson efficace du cocon comprend six
traitements. Le traitement de cuisson & la vapeur et le traitement d’ajustement sont deux traitements
importants parmi les 6 traitements de cuisson du cocon. Une série d’études a été réalisée au Japon
(Yashiro M. 1968, Kinoshita et coll., 1991) concernant I'influcnce des parametres de cuisson sur les
caractéristiques qualitatives de la soie grége. Ces études ont été réalisées avee des cocons japonais.
Des études ont aussi éte realisées sur 'influence des conditions de cuisson sur la qualité de la soie
grege (Song K. E., 1985, Bubhas et coll., 1995 & 1996). Nous avons réalisé cette étude avec des
cocons hybrides bivoltins (indiens) de la race CSR en utilisant une machine de cuisson circulaire
pressurisée (mise au point par le CSRTI, CSB, a Bangalore. en Inde) pour étudier I'influence de le

* Autuenr auquel adresser la correspondance.
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température et de la durée du traitement de cuisson a la vapeur et du profil de température du traitement
d’ajustement dc la cuisson du cocon sur les caractéristiques de la soie grege.

MATERIELS ET METHODES

1. Matiere premiére :
Des cocons hybrides bivoltins de la race CSR2 x CSR4 ont été utilisés pour I"étude.

2. Conditions de séchage :

Les cocons sont séches dans un séchoir a air chaud en série en suivant un profil de température
de 115° C 4 50° C pendant une période de cing heures. pour obtenir un degré de séchage d’environ
42,67 %.

3. Cuisson des cocons :

On procede a la cuisson des cocons en utilisant une machine circulaire pressurisée de cuisson des
cocons en serie. D’aprés la conception de ’expérience, la température et la durée utilisées sont les
suivantes |

a) Conditions de rouissage :
Température : 70° C
Durée : 1,5 min

b) Traitement a température ¢levée (vapeur)
Température : 90° C
Durée : 1.5 min.

¢) Traitement avec de I’eau & basse température (imprégnation)
Température : 75°C
Durée : 1,75 min

(Note : Apres le traitement avec de ’eau a basse température (imprégnation), les cocons sont
conservés au-dessus du niveau de I’cau dans une machine de cuisson a vapeur 4 75° C et on augmente
la température de I’eau a la température initiale requise (94° C/96° C) du traitement d’ajustement
pendant une période constante de 4 minutes avant de commencer le traitement de cuisson a la vapeur).

d) Cuisson a la vapeur !

Al A2 A3
Température : 87° C 92°C 97°C

B1 B2 B3
Durée : 1,0 min. 1,75 min. 2.5 min.

e) Traitement d’ajustement :
Ci C2

Température initiale:  94°C—-93°C—-70°C 96° C-93°C-70° C
Durée : 6 minutes 6 minutes

{Au début les cocons sont traités dans les deux cas pendant | min. dans de I’eau 2 94° C dans le
cas de C1 et dans de I’eau 2 96° C dans le cas de C2 puis on diminue progressivement la température
de I'eau a 93° C et a 70° C en 5 minutes en vaporisant de 1'cau).
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4. Purgeage :
Les cocons cuits sont purgés dans de 1"eau chaude & 80° C.

5. Conditions de dévidage :
Les cocons sont dévidés sur unc machine de dévidage multibouts du CSRTI avec les parametres
suivants :

Vitesse de dévidage : 100 m / min
Longueur de croisure : 8 cm
Température de 'eau : 40°C

6. Qualité de I'eaun :
Une eau ayant les caractéristiques habituelles pour le dévidage, c’est 4 dire un pH de 7.1, une
dureté de 70 ppm et une alcalinité de 100 ppm est utilisée pour I’étude.

7. Tests de la soie grége :

Les échantillons de soie grége sont testés par rapport a leurs caractéristiques de propreté, de netteté
et de netteté minimum en utilisant un testeur Seriplane et le caractere de cohésion en utilisant un
testeur de cohésion Duplan en suivant la procédure habituelle internationale. De plus, on teste la
ténacité et I'allongement de la soie grége en utitisant Instron en suivant la procédure habituelle.

8. Analyse des données :
Les données recueillies sont analysées de manicre statistique.

RESULTATS ET DISCUSSION

Netteté et netteté¢ minimum :

D aprés le Tableau ! et la figure 1, on peut voir qu’alors que la température de cuisson a la vapeur
augmente de 87° C 4 97° C, la netteté et la netteté mimimum de la soic grege augmentent aussi de
maniére significative a la fois dans le cas d’un profil de température du traitement d’ajustement de
94° C —70° C ¢t de 96° C-70° C. Un profil de température de 96° C pour le traitement dajustement
donne une netteté et une netteté minimum de la soie grege meilleures par comparaison & un profil de
température du traitement d’ajustement de 94° C—70° C. Une températurc de cuisson a la vapeur de
97° C (avec les trois durées de cunisson) avec des profils de température pour le traitement d’ajusternent
de 94° C—70° C et dc 96° C — 70° C donne une meilleure netteté de la soie grége.

D’aprés les résultats de I'analyse de variance (Tableau 1) on peut observer que influence de la
température et de la durée du traitement de cuisson a la vapeur et du profil de température du traitement
d’ajustement sur la netteté et la netteté minimum de la soie grége est significative au seuil de 1 %.
D’apreés 1'effet d’interaction (Tableau [ & figure 1), on peut observer que des combinaisons d’une
température de cuisson & la vapeur de 87° C ctd’un profil de température du traitement d’ajustement
de 94° C — 70° C ont un effet trés négatif sur la netteté ct la netteté minimum de la soie grege. La
nerteté obtenue avee une température de cuisson a la vapeur de 97° C. une durce de cuisson a ta vapeur
d’1 minute et un profil de température du traitement d’ajustement de 96° C — 70° C est de 97 % et
elle passe a 88 % avee une combinaison d"une température de cuisson a fa vapeur de 87° C. une durce
de cuisson & la vapeur d’1 minute et un profil de température du traitement d’ajustement de 94° C —
70° C. ce qui est assez significatif.

Drapreés le Tableau I (valeurs CD), on observe que les différences de netteté et de netteté minimum
de la soic grege entre des températures de cuisson a la vapeur de 87° C. de 92° C et de 97° C sont
significatives au seuil de | %. La différence de netteté de la soie grége entre une durée de cuisson &
la vapeur d’ 1 minute ctd’1,75 minutes est insignifiante tandis que les différences de netteté de la soie
grége entre | minute et 2,5 minutes et entre 1,75 minutes et 2,5 minutes sont significatives au scuil
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de 1 %. Les différences de netteté minimum de la soie grege entre des durées de cuisson a la vapeur
de | minute et de 1,75 minutes ct de I minute et 2,5 minutes sont significatives au seuil de 1 % tandis
qu’entre 1,75 min et 2,5 min.. elles sont insignifiantes.

On peut attribuer la diminution significative de la netteté et de la netteté minimum de la soie grége
avec une température de cuisson a la vapeur dc 87° C et un profil de température du traitement
d’ajustement de 94° C — 70° C, au manque de cuisson / & la cuisson irréguliére des cocons. On doit
noter que dans le cas du manque de cuisson. la séricine des couches du filament du cocon (points de
croisement) ne ramollira pas correctement et uniformément, ce qui entraine la présence de petites
boucles dans la soic grege. De plus. en raison du manque de cuisson, les risques de la présence de
petits bouchons / peluchage dans la soic grege pendant le dévidage sont plus importants, car les points
de croisement du filament ne sont pas ramollis au niveau requis. Ils forment des défauts de netteté
dans le fil.

Propreté de la soie grége :

D’apres les résultats de ["analyse de variance (Tableau II), on peut observer que, I'influence de
la température de cuisson, de la durée de cuisson a la vapeur et du profil de température du traitement
d’ajustement est significative par rapport & la propreté de la soie gréege & un scuil de 1 %.

Dapres la figure 2 ct le Tableau I, on observe quunc combinaison d'une température de cuisson
a la vapeur de 97° C, d’une durée de cuisson a la vapeur d'1 minute et d"un profil de température du
traitement d’ajustement de 96° C — 70° C donne une meilleure propreté de la soic grége par
comparaison aux autres conditions et on |"attribue a un gonflement et 4 un amollissement uniformes
et meilleurs de la séricine dans tous les points de croisement du filament et dans les couches de la
coque soyeuse. Tandis qu'une tempeérature de cuisson a Ia vapeur de 87° C avee les trois durées de
cuisson a la vapeur et avec les deux profils de température du traitement d ajustement de 94° C
70° Cetde 96° C—-70° C a un effct tres négatif sur la propreté de la soie grége. La propreté de 97,5 %
(fig. 2) de la soie grege avec unc combinaison d’une température de cuisson a la vapeur de 97° C,
d’une durée de cuisson alavapeur d’l minute et d’un profil de température du traitement d° ajustement
de 96° C-70° C passc & 88.5 % avec une température de cuisson a la vapeur de 87° C, une durée d1
minute et un profil de température du traitement d’ajustement de 94° C — 70° C, ce qui est tres
significatif. On attribuc cela au manque de cuisson des cocons ¢t donc au gonflement et au
ramollissement incorrects de la séricine dans les points de croisement du filament des cocons.

On doit noter que dans le cas du manque de cuisson, la séricine dans les points de croisement du
filament et dans les couches dans les cocons ne sera pas ramollie correctement et uniformément ce
qui entraine la présence dc boucles dans les filaments du cocon. De plus, en raison du manque de
cuisson, les risques de laisser échapper un plus grand nombre de points de croisement (entre les
couches du cocon) en une fois (sans déroulement) avec le filament pendant le dévidage sont plus
importants, ce qui entraine la formation de petits bouchons dans le fil. Ces défauts réduisent la propreté
de la soie grege.

L’effetd interaction (Tableau I1) entre la température de cuisson i la vapeur et la durée de cuisson
a la vapeur et cntre la température de cuisson a la vapeur et le profil de température du traitement
d’ajustement sur la propreté de la soic grége est significatif au seuil de 1 %. Tandis que celui entre la
durée de cuisson a la vapeur et le profil de température du traitement d "ajustement sur la propreté de
la soie grege est significatit au seuil de 5 %. L’cffet d"interaction combiné entre la température de
cuisson  la vapeur, la durée et Ie profil de température du traitement d’ajustement sur la propreté de
la soie grége est aussi significatif au seuil de 1 %.

De plus d’apres Ie Tableau I (valeurs DC). on observe que les différences de propreté de la soie
grege entre des températures de cuisson a la vapeur de 87° C, de 92° C et de 97° C et entre des durécs
de cuisson a la vapeur de I minute etde 1,75 minutes et de | minute etde 2,3 minutes sont significatives
au seuil de 1 %.
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D’apres 'analyse du ratio de contribution (Tableau I1I), on pcut observer que la température de
cuisson a la vapeur est plus importante par rapport a la propreté de la soie gréege par comparaison aux
autres parametres de cuisson.

D’apreés la figure 2, on peut observer qu’une combinaison de température de cuisson a la vapeur
de 97° C, d"unc durée de cuisson a la vapeur de 2,5 minutes et d"un profil de température du traitement
d’ajustement de 96° C —70° C a aussi diminué la propreté dc la soie grege. On peut attribuer cela a
unc trop grande cuisson dcs cocons dans ces conditions avec unc durée de cuisson a la vapeur de 2,5
minutes.

Dans le cas d"une sur-cuisson, en raison d’unc température et d’unc durée de cuisson trop élevées,
les couches du cocon sont trop cuites et a cause de cela lcs points de croisement du filament du cocon
sont trop ramollis et il y a done plus de risques que de nombreux points de croisement s’agglutinent
avec le filament et donc plus de formation de bouchons dans le fil. De plus. en raison de la sur-cuisson,
les couches internes des cocons sont aussi trop ramollies. Enraison de cela, les risques que les couches
minces intérieurcs de la coque se rompent et s échappent avec lc fil sous la forme de bouchons sont
plus élevés. Ce sont donce les raisons dc la présence de plus de défauts de propreté chez les cocons
trop cuits.

Ténacité et allongement :

D aprés lcs résultats de 'analyse de variance (Tableau IT), on peut observer que Pinfluence de la
températurc de cuisson a la vapeur, de la durée de cuisson a la vapeur et du profil de température du
traitement d’ajustcment sur la ténacité et allongement de la soie grége est significative au scuil de
I %.

Draprés les figures 3 et 4 ct Ic Tableau I, on observe que la températurc de cuisson a la vapeur
de 87° C donne une mcillcure ténacité mais un mauvais allongement par comparaison aux autres
températures de cuisson a la vapeur. D’aprcs la figure 4, on peut observer qu'une température dc
cuisson a la vapeur de 87° C (avec une dur¢e d’ | minute et de 1,75 minutes) et un profil de température
du traitement d’ajustement de 94° C-70° C ont un cffet sur I"allongement de la soie grege. On attribue
ccla au mangue de cuisson des cocons. On doit noter que quand les cocons ne sont pas assez cuits en
raison du ramollissement incorrect ou insuffisant de la séricine des points de croisement du filament
dans les couches du cocon, la tension de déroulement du filament scra plutét ¢levée. La tension plus
élevée de déroulement du filament augmente a son tour avee la tension générale. En raison de
I’augmentation de la tension de dévidage il se produit une orientation des fibrilles dans la fibroine du
filament du cocon. La meilleure orientation des fibriiles de la fibroine entraine une augmentation de
la ténacité et une baisse de I’allongement de la soie grége. De plus, on peut s’attendre a cc que le
stress qui se développe pendant le dévidage de la soie grege des cocons manquant de cuisson soit plus
élevé que le stress de la soic grege des cocons mieux cuits en raison de la tension dc dévidage plus
élevée des cocons manquant de cuisson. Donc I'allongement dc la soie grege des cocons manquant
de cuisson est moins important que {’allongement de la soie grége des cocons mieux cuits,

D’aprés les figures 3 et 4 et le Tableau I, on peut aussi voir que la température de cuisson a la
vapeur de 97° C et le profil de température du traitement d’ajustement dc 96° C 70° C donnent unc
ténacité et un allongement meilleurs de la soie grege. On attribue cela a la bonne cuisson des cocons,
ce qui entraine un gonflement et un amollissement des points de croisement du filament de séricine
et des couches du filament du cocon au niveau requis.

D’aprés le Tableau (valeurs DC), on peut observer que les différences de ténacité de la soie grege
entre des températures de cuisson a la vapeur de 87° C, de 92° C et de 97° C sont significatives au
seuil de | % ; tandis qu’cntre une température de cuisson a la vapeur de 87° C et de 97° C, celanest
pas significatif. Dc plus, les différences de ténacité de la soie grége cntre une durce de cuisson a la
vapeur de 1 min et de 1,75 mn ne sont pas significatives ; tandis que entre | min et 2,5 min et entrc
1,75 min et 2,5 min ellcs sont significatives au seuil de respectivement 1 % et de 5 %.
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En outre, d"apres le Tableau 1 (valeurs DC). on peut observer que les différences d*ullongement
de la soie grege entre des températures de cuisson a la vapeur de 87° C. de 92° C et de 97¢ C ct entre
des durées de cuisson a la vapeur d' minute, d”1.75 minutes et de 2.5 minutes sont significatives au
seuil de | %.

Par ailleurs, d"apres les résultats de ["analyse du ratio de contribution (Tableau I11), on observe
que la contribution du profil de température du traitement d’ajustement est plus importante pour la
tenacité de la soie grege tandis que la contribution de la température de cuisson & la vapeur est plus
importante pour I'allongement de la soie grége par comparaison aux autres facteurs.

Cohésion de la soie grége :

D’aprés les résultats de I'analyse de variance (Tableau 1), on observe que I’influence de
température de cuisson a la vapeur. de la durée de cuisson a la vapeur et du profil de température du
traitement d’ajustement ont une influence significative (au seuil de 1 %) sur la cohésion de 1a soie
grege. En outre. les effets de I'interaction entre la température et la durée de cuisson a la vapeur, entre
la température de cuisson & la vapeur et le profil de température du traitement d ajustement et entre
la durée de cuisson a la vapeur du cocon et le profil de température du traitement d’ajustement ont
une influence significative (au seuil de | %) sur la cohésion de la soie grége.

Draprés la figure 5 et le Tableau 1. on observe qu’une combinaison de température de cuisson a
la vapeur de 97° C. d’unc durée de cuisson & la vapeur d’1 minute et d’un profil de température du
traitement d’ajustement de 96° C —70° C donne lameilleure cohésion de la soie grége par comparaison
aux autres condittons. Cela peut étre attribué au meilleur degré de gonflement et d’amollissement
uniformes de la séricine dans le filament des couches de la coque soyeuse dans ces conditions.

D’apres la figure, on peut aussi voir qu'une température de cuisson a la vapeur de 87° C, une
durée de cuisson a la vapeur d’| minute et de 1.7 minutes et un profil de température du traitement
d"ajustement de 94° C-70° C affectent la cohésion de la soie grége et donnent une trés mauvaise
cohésion. Cela peut étre attribué au manque de cuisson des cocons.

On doit noter que quand les cocons sont cuits correctement, la séricine du filament gonfle et
s’amollit au niveau requis. Quand les filaments des cocons passent par une croisure d’une bonne
longueur pendant le dévidage, I"agglutination requise du filament se produit dans le fil de soie grege
et entraine done une bonne cohésion de la soie grége.

Tandis que quand les cocons ne sont pas assez cuits, la séricine des filaments du cocon ne gonfle
pas ct nc s’amollit pas au niveau requis, e qui entraine une mauvaise agglutination des filaments du
fil de soie grege. Celu entraine une mauvaise cohésion de la soie grege bien qu'il y ait une pression
d’agrégation suffisante exercée sur le fil en mettant une bonne longueur de croisure (de 8 — 10 ¢mn)
pendant le dévidage.

D’apres les valeurs DC (Tableau I), on peut voir que les différences de cohésion de la soic grége
entre des températures de cuisson a la vapeur de 87° C, de 92° C et de 97° C et entre des durées de
cuisson a la vapeur de | min., 1,75 min. et 2.5 minutes sont significatives au seuil de 1 %.

D apres le tableau sur I’analyse du ratio de contribution, on peut observer que la température de
cuisson a la vapeur joue un rdle dominant sur la cohésion de a soie grége par comparaison aux autres
parametres. Les résultats corroborent les observations de travaux précédents (Subhas, 1993).

Drapres la figure 5. on peut observer qu'une combinaison de température de cuisson de 97° C et
d’un profil de temiperature du traitement d’ajustement de 96° C -70° C donne comparativement une
cohésion inférieure de ia soie grége avec unc durée de cuisson a la vapeur de 2,5 min. par comparaison
a une durée de cuisson a la vapeur de | min. Cela pourrait étre attribué a un trop grand ramollissement
de la séricine (avec une durée de cuisson a la vapeur de 2.5 min.) et donc 4 unc dissolution
comparativement plus importante (que la norme habituelle) de la séricine pendant la cuisson.
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CONCLUSION

La température et la durée du traitement de cuisson a la vapeur et le profil de température du
traitement d’ajustement ont une influence significative sur les caractéristiques qualitatives de la soie
grége. D aprés les résultats et les discussions ci-dessus, il devient clair qu’apres la pénétration de la
juantité d’eau requise dans le cocon et dans la coque soyeuse pendant le pre-traitement de cuisson
du cocon, il est essentiel de cuire les cocons en utilisant une température de cuisson a la vapeur plus
élevée de 97° C -98° C (pour fournir I’énergie calorifique requise) pendant le traitement de cuisson
pour obtenir les meilleures caractéristiques qualitatives de la soie grege. Les résultats indiquent aussi
qu’i] est avantageux dutiliser une température initiale plus élevée pour le traitement d’ajustement du
point de vue de la qualité de la soie grége. Mais on doit noter que quand on selectionne des
températures plus élevées, les risques d’un trop grand ramollissement de la couche externe sont plus
importants et cela doit étre controlé en s¢lectionnant une cuisson a la vapeur et des processus
d'ajustement adaptés (dépendant de la qualité du cocon)

D aprés les résultats, on peut déduire que la température de cuisson a la vapeur plus ¢levée de
97° C—98° C et un profil de températurc de 96° C — 70° C pour le traitement d’ajustement avec des
durées adaptées (dépendant de la qualité du cocon) sont essentiels pour produire une soie grege de
qualité supérieure a partir de cocons bivoltins hybrides de la race CSR.
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Technical report

DOUBLE PHASE PLANTING, AN EFFECTIVE TECHNIQUE,
FOR REGENERATING HARD TO ROOT TERMINALIA
ARJUNA (BEDD) AND TERMINALIA TOMENTOSA (W & A),
THE TWO PRIMARY FOOD PLANTS OF TROPICAL TASAR
SILKWORM 1. E. ANTHERAEA MYLITTAD.

P. 8. SINHA, M. C. JOSHIL, S. BECK, A. GANGOPADHYAY, A. K. SINHA &
B.R.R.P. SINHA.

Central Tasar Research and Training Institute, P. O. Piska Nagri, Ranchi, Tharkhand, India,
Pin- 835303,

Terminalia arjuna (Bedd) and Terminalia tomentosa (W& A), the nwo primary food plant of
tropical tusar sitkworm i.e. Antheraea mylitta D. , have poor natural regeneration, are slow growing
and fall amongst “verv difficult 1o root” plant species. Efforts were on to regenerate these two species
through cuttings, for last decades at Central Tasar Research and Training Insiitute, Nagri, Ranchi,
India, bui uppreciable success was achieved only recentlv when u protocol was suggested that is
needed 10 be followed with mother plant for getiing more than 80% regeneration, however simple
regeneration of these species through naturally available tree cuttings is still very difficult if not
impossible. The paper brings forth a technique named  Double phase planting” which is quite
effective in preparing new plants, through clonal propagation. using hard wree cutting of T. arjuna
and T. tomentosa. This technique is fuster multiplier as from one cutting 3 — 4 or even more planis
can be prepared. The added advantage of the technique is thal mother cultings (original planting
material) can well be transported without fear of desiccation as this is in the form of mature hard
wood cuttings and at the same time new plantlets can casily be prepared as soft sprouts. which are
easy to rool, are being put to root for prepuring new plantles.

Keywords: Double phase planting, Single phase planting, Rhizogenesis, Regeneration, Rooting
percent, Sprouts, Terminalia cjuna. Terminalia tomeniosa.

INTRODUCTION

Terminalia arjuna (Bedd) and Terminalia Tomentosa (W&A), the two tree species of genus
Terminalia, arc cxtensively distributed in the tropical forest of India, Pakistan, Indonesia, Myanmar
and of the United States. Both species are valuable due to their medicinal and soil conservation
properties. The two species add a large quantity of organic matter and are considered backbone of
tasar silk industry because rearing of tasar silkworm is donc mostly on them. Both species, however,
have poor natural regeneration, (because of poor sced germination) are slow growing and fall amongst
“Very difficult to root (through cutting)” plant species. Efforts were on, to regenerate these through
cuttings for last few decades at Central Tasar Research and Training Institute, Ranchi but appreciable
success in this direction was achieved only a few vears ago when Sinha er. /. (2001) suggested a
protocol which needs to be followed with mother plant for getting more than 80% regeneration.
However, simple regeneration of these species through naturally available tree cuttings is stll
difficult. Rooting of cuttings largely depends upon anatomical, physiological and biochemical
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conditions of mothers plants. Many internal factors (Bose er. al.. 1991) and physiological conditions
(Hartmann and Kester 1986) greatly influence rooting. Sinha er. «f., (2001) have indicated
chemo-mechanical inhibition of rooting in T tomentosa.

The present study was made with a view to develop technique to regenerate, Terminalia arjuna
and Terminalia tomentosa using naturally available tree cuttings. This is vital not only for faster casy
and true to type multiplication of these species but also for development of superior varicties for
related industries like tasar industry, to bring down the too long gestation period and to have uniform
plantation for uniform rearing. This will be of special significance for multiptication of desired
identified trees and for establishing a germplasm, by bringing the cuttings of various genotypes from
various parts of world /distant places through explorations etc. for future study.

MATERIALS AND METHODS

The planung material selected for the experimentation was (1) Juvenile cuttings (cuttings having
apical node and two unfurled leaves of natural sprouts) and (2) Hard wood cutting (standard pencil
thickness cutting taken from 3 months old branches) of 20 years old Terminalia arjuna and Terminalia
tonentosa trees.

The rooting media was plain sterile sand. These cuttings were planted in polybags of 30 ¢m x
10 cm. filled with rooting media i.e. sterile sand and kept in sub soil pits of 2 M x M x| M, duly
covered with transparent polysheet. In sub soil pits. RH of approx 80-85% was maintained by
sprinkling water, 2-3 times a day. Regular observations were recorded on rooting and sprouting. These
cuttings sprouted within 10-15 days. After sprouting a suitable number of cuttings were allowed to
continue as such. while from rest, sprouts of about 4 - 5 days of age were cut from base, using a sharp
blade and replanted as “Juvenile cuttings™ in polybags. filled with rooting mixture and put for rooting
in sub soil pits. It is mentioned that from each cutting many sprouts came out, so more than one
juvenile cutting were prepared per hard wood cutting. Equal number of sprouts from tree itself were
also planted in the same manner.

The set in which pencil thickness cuttings were allowed to continue for rooting was treated as
one treatment and designated as Hard wood single phase planting (HWSSP).The second set in which
sprouts from tree cuttings were planted was treated as another treatment and designated as Double
phase planting (DPP). The hard woodcuttings from where sprouts were incised were named as mother
cuttings.

The sct in which sprouts from old trees were planted as juvenile cuttings (comparable with the
sprouts of DPP) was treated as third treatment and designated as Juvenile single phase planting (JSPP).
Seven replicates of each treatment were maintained. Regular observations were recorded on root
intiation.

In a separate experiment efficacy of hard wood cuttings. stored for different durations, for their
rootablility through DPP was determined. Cuttings were stored for three different durationsi.e. 24 hrs,
48 lirs and 72 hrs. and then their rootablility was studied in @ manner described above.

[n yet another experiment, sprouts from motlher cuttings of 7. arjuna and T. tomentosa were
treated with five different concentrations of indole acetic acid (IAA) i.e. 25, 50, 75, 100, 300 and 500
ppm, using quick dip method and their rootability was studied in a manner deseribed above.

RESULTS AND DISCUSSIONS

The findings of the three experiments are presented in figs 1 and 2 and Tables 1, [1 and I11. Perusal
of fig. 1 clearly shows that DPP is effective in inducing rhizogenesis in sprouts (treated equivalent to
juvenile cuttings) from hard woodcuttings of old trees. giving an average value of 29.04% and 13.7%
and maximum value of 48.96% and 35.7% rooting in T. arjuna and T. tomentosa respectively, against
nil rooting in their SPP counterparts. This is evident from Table | that DPP is more effective even in
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comparison to Juvenile cuttings of tree origin (comparable with sprouts of DPP) as an average of
29.04% and 15.7% rooting was achieved by DPP against 1.02 and 0% rooting by JSPP in T. arjuna
and 7. romentosa respectively. Rooting time with DPP was also comparatively lower. This can also
be seen from Table that efficacy of DPP varied with different periods of months. April—June periods
which are mainly summer were not conducive for DPP in both species. Qct. — Dec. period, when
winter is setting in, was found quite conducive, giving 48.9% and 35.7% rhizogenesis in T. arjuna
and T. tomentosa respectively. Oct — Dec. period was followed by July — Sept. (which are mainly
rainy) when 38.7% and 27.1% rooting in 7. arjuna and 7. tomentosa respectively was achieved.
During Jan. — March period, rhizogenesis was observed in 7. arjuna only, however it is comparatively
lower (28.57% only).

Table 1. Efficacy of double phase planting (DPP) in bringing out rhizogenesis in cuttings of
T. arjuna and T. tomentosa during different periods.

Tableau 1. Efficacité de la plantation en deux étapes (DPP) pour provoquer la rhizogenése de
boutures de T. arjuna et de T. tomentosa g différentes périodes.

Svstem / Systéme

Average

Species HWSPP* JSPP#* DPP*** Moyenne
Period i

RP™ RT™ RP RT RP RT RP RT
Espece (%) (days) (%) (days) (%) (days) (%) (days)
!/ Période
T. arjuna
Jan-Mar 0.00 NA 0.00 NA 28.57 35.00 9.52 35.00
Apr-Jun 0.00 NA 0.00 NA 0.00 NA 0.00 NA
Jul-Sep 0.00 NA 0.00 NA 38.70 30.00 12.90 30.00
Oct-Dec 0.00 NA 4.08 41.0 48.9 32.00 17.66 36.50
Pooled /Ensembie 0.00 NA 1.02 41.0 29.04 3233
T. tomentosa
Jan-Mar 0.00 NA 0.00 NA 0.00 NA 0.00 NA
Apr-Jun 0.00 NA 0.00 NA 0.00 NA 0.00 NA
Jul-Sep 0.00 NA 0.00 NA 27.10 34.00 9.03 34.00
Oc1-Dec 0.00 NA 0.00 NA 35.70 353 11.90 35.30
Pooled/Ensemble 0.00 NA 0.00 NA 15.70 17,32
CD at 5%/ Senil a 5 % T. arjuna T. tomentosa
For planting system 2.85 2.04
Pour le svstéme de plantation
For period / Pour la période 3.31 2.31
For system * period 6.72

Pour le svsiéme x période

*HWSPP: Hard wood Singlc Phasc Planting / Plamation de bois dur en une étape.
**JSPP: Juvenile Single Phase Planting / Plantation juvénife en une étape.

#%% DPP: Double Phase Planting / Plantation en deux étapes.

=+x+ RP: Rooting Percentage / Pourcentuge de racinement.

=+*xxx RT; Rooting Time ! Délai de racinement.
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Table 11. Efficacy of auxin in bringing out rhizogenesis through DPP, in T.arjuna and
T. tomentosa.

Tableau Il. Efficacité de Uauxine pour provoquer la rhizogénese par DPP, che; T, arjuna et
T. tomentosa.

Auxin level

(ppm)
T. arjuna T. tomentosa

Niveau d’auxine

(ppm) RP RT RP RT
0 48.1 323 347 38.7
25 0.0 NA 0.0 NA
75 0.0 NA 0.0 NA
100 0.0 NA 0.0 NA
300 0.0 NA 0.0 NA
500 0.0 NA 0.0 NA

Table I11. Efficacy of double phase planting (DPP) asinfluenced by storage of planting material.

Tableau 111. Efficacité de la plantation en deux étapes (DPP) lors du stockage du matériel de
plantation.

Species
Storage time Rooting Rooting CD at 5%
percentage time
(hrs) (%) (days) Rooting Rooting
% Time
Espeéce Durée de % de Délai de Seuila 5 %
stockage racinement  racinement
(hrs) (%) (jours) % de Délai de
racinement  racinement
T. arjuna 0 28.5 344 9.57 0.67
24 228 352
48 28.5 37.4
72 257 354
T. tomentosa 0 22 Y 382 15.57 1.27
24 20.0 40.1
48 257 37.2
72 228 37.8
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Fig. 1. Efficacy of DPP in bringing out rhizogenesis.

Fig. 1. Efficacité de la DPP pour provoquer la rhizogeneése.

Rooting through ‘DPP’ appcars to be governed by two main factors. The first one is the absence
of mechamcal tissues. It has been found that in 7. arjuna the hard layer of sclerenchymatous and
collenchymatous tissues surrounding the vascular bundles serve as a mechanical barrier (Sinha er. al.
2000). These tissues are totally absent in DPP sprouts (fig. 2). however these are sparingly present in
juvenile cuttings used in Juvenile SPP and are heavily present in hard wood SPP.

Another reason for inducing rooting through ‘DPP’ may be physiochemical status e.g. absence
of root inhibitors or presence of root inducing substance. Molnor and La Croix (1972) reported
mcrease in enzyme activity in the phloem and ray cells of vascular bundles and then a shift of enzyme
activity from vascular tissues to periphery of bundles, two — three days after cutting is made; Haissig
(1973) opined that lack of root initiation in response to applied auxin or native auxin may be duc to
lack of enzyme to synthesise the root inducing auxin — phenol congugate and lack of enzyme
activator. Many internal factors like age of stcck plant, nutritional and hormonal conditions of plant,
maturity of tissues, light temperature water etc. are reported to influence rooting (Bose er. af., 1975).
Hartmann and Kester (1986) have also opined that type of cuttings. growth hormones, the time of
year when cuttings arc taken, agc of mother plant and several other factors play a significant role in
induction of roots from cuttings.

Absence of rooting in HWSPP appears to bc mainly due to mechanical inhibition and
physiochemical changes occurring consequently to the making of cutting which are masked by
mechanical tissues. In JSPP, cuttings decay or loosc their food material before they attain a suitable
physiochemical status, conducive for rooting. In DPP, hard wood cuttings soon after planting start
creating suitable physiochemical status, conducive for rooting and replanting the sprouts as juvenile
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cuttings immediately scnd out the roots as their physiochemical status is conducive and at the same
time mechanical inhibition is not there, as mechanical tissues are not developed.

Thickness (mm)

O__ e e e e

Natural tree sprouts DPP sprouts Hard wood cuttings

Type of cuttings

Fig. 2. Thickness of collenchymatous / sclerenchymatous layers in natural tree sprouts, DPP
sprouts and hardwood cuttings.

Fig. 2. Epaisseur des couches collenchymateuses / sclérenchymateuses dans les pousses naturelles
d’arbres, les pousses DPP ef les boutures de bois dur.

Perusal of Table Il suggests that TAA which is known to promote rooting in many plants (Kraus
et. al., 1936; Thimann and Koefli, 1935: Kumar er. al., 1982) has not favoured rhizogenesis in DPP,
it rather inhibited it. This is probably due to reaching the auxins to supra-optimal level as shoot tips
arc known to have higher level of endogenous auxins.

Table 11T depicts the effect of storage of mother cuttings for various durations on efficacy of DPP.
This can be seen from the Table that cfficacy of DPP (as mcasured by rooting %) was not significantly
influenced by storing mother cuttings for various durations, upto 72 hrs, both in 7. arjuna and
T. tomentosa. The findings suggest that mother cuttings can well be utilised even 3 days after making
cuttings for DPP. Three days (72 hrs.) is generally the average time for making, transporting and
utilizing the cuttings.

The foregoing discussion clearly suggests that DPP is quite effective for preparing new plantlets
through clonal propagation using hard wood cuttings from tree. both of T. wrjuna and T. tomentosa,
the two very difficult to root plant species. [t is a much faster multiptier as from one standard cuttings
3—4 plants can be prepared. The mother cuttings can safely be transported without fear of desiccation
as these arc hard wood cuttings, and at the same time plantlets are easy to prepare as soft tender
cuttings (sprouts) are put to root. There is ample scope for further improvement of this technique by
further experimentation and other hard to root plants can also be brought under experimentation for
this technique.
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PLANTATION EN DEUX PHASES, UNE TECHNIQUE
EFFICACE DE REGENERATION DE TERMINALIA ARJUNA
(BEDD) ET DE TERMINALIA TOMENTOSA (W & A) LES
DEUX PLANTES HOTES DU VER A SOIE TASAR
TROPICAL, ANTHERAEA MYLITTA D. A RACINEMENT
DIFFICILE

P. S. SINHA, M. C. JOSHI, S. BECK, A. GANGOPADHYAY, A. K. SINHA &

B
B.R. R. P. SINHA

Central Tasar Research and Training Institute, P. O. Piska Nagri, Ranchi, Jharkhand, Inde,
Pin— 835 303.

Terminalia arjuna (Bedd) et Terminalia tomentosa (W & A). les deux plantes hotes principales
du ver g soie tasar tropical, ¢'est a dire Antheraea mylitta D., onr une mauvaise régénération
naturelle, poussent lentement et entrent duns la catégorie des espéces de plantes * trés difficiles a
raciner . Des efforts ont été entrepris pendant les dernieres décennies pour régénérer ces deux
espéces par des boutures an Central Tasar Research and Training Institute, de Nagri, a Ranchi, en
Inde mais on n'a obtenu un succés appréciable que récemment quand on a suggéré un protocole qu il
est nécessaire de suivre avec la plante mére pour obtenir plus de 80 % de régénération, par contre
la simple régénération de ces espéces avec des boutures disponibles naturellement est trés difficile
sinon impossible. Cet article présenie une technique appelée " plantation en deux phases ™ qui est
1rés efficace pour préparer de nouveaux plants, par multiplication clonale, en utilisant des boutures
ligneuses de T. arjuna et de T. tomentosa. Celte technique permet une multiplication plus rapide
puisqu 'a partir d'1 bouture, on peut préparer 3 a 4 plants ou plus. L antre avaniage de certe technique
est que les boutures méres (materiel de plantation original) peuvent étre transportées sans probleme
sans crainte de dessiccation puisqu elles se présenteni sous la forme de boutures matures de bois dur
et gu’on peut au méme momeni facilement préparer de nouveaux plants en mettant a raciner des
pousses tendres & racinement facile, pour obtenir de nouveaux plants.

INTRODUCTION

Terminalia arjuna (Bedd) et Terminalia tomentosa (W & A), les deux especes d’arbres du genre
Terminalia sont largement distribuécs dans les foréts tropicales de 1'Inde, du Pakistan, de I'indonésie,
du Myanmar et des Etats Unis. Ces deux espéces sont précieuses en raison de leurs propriétés
médicinales et parce qu’elles permetient la conservation du sol. Les deux espéces apportent une
grande quantité de matiéres organiques ct on les considére comme la colonne vertébrale de I'industrie
de la soie tasar parce que |’élevage du tasar se pratique principalement sur elles. Cependant, ces deux
especes ont une mauvaise régénération naturelle (parce que leurs graines germent mal), poussent
fentement et rentrent dans la catégorie des especes de plantes * trés difficiles a raciner (par
bouturage) ”. Des efforts ont été entrepris pendant les dernieres décennies au Central Tasar Research
and Training Institute & Ranchi pour les régénérer a partir de boutures mais on n’a obtenu un succes
appréciable dans ce domaine que depuis quelques années quand Sinha et coll., (2001) ont suggere un
protocole qu’il faut suivre avec la plante mere pour obtenir pius de 80 % de régénération. La simple
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regéneration de ces especes par des boutures disponibles a 1'¢tat naturel cst encore difficile. Le
racinement des boutures dépend en grande partie des conditions anatomiques, physiologiques et
biochimiqucs des plantes mércs. Le racinement est considérablement influencé par de nombreux
facteurs internes (Bose et coll., 1991} et par les conditions physiologiques. Sinha et coll., (2001) ont
observeé une inhibition chimio-mécanique du racinement chez 7. romentosa.

Cette ¢tude a été réalisée dans le but de mettre au point une technique pour regénérer Terminalia
arjuna et Terminalia tomentosa en utilisant des boutures naturellement disponibles. Cela est vital non
seulement pour une multiplication plus rapide, facile et conforme de ces especes mais aussi pour la
mise au point de variétes supérieures pour les industrics associées comme 'industric tasar, pour
réduirc la trop longue période de gestation ¢t pour obtenir des plantations uniformes pour un ¢levage
uniforme. Cela revét une importance particuliere pour la multiplication d arbres identifiés et pour
établir une banque génétique, grace aux boutures de génotypes variés provenant de diverses parties
du monde / d’endroits éloignés pour des études futures.

MATERIELS ET METHODES

Les matériels de plantatton sélectionnés pour I"expérimentation sont (1) des boutures juvéniles
(des boutures ayant un nceud apical et présentant deux feuilles déployées 4 partir de bourgeons
naturels) et (2) des boutures de bois dur (boutures d'épaisscur normale de la taille d’un crayon prises
sur des branches de 3 mois) d’arbres de Terminalia arjuna et de Terminalia tomentosa agés de 20
ans.

Le milieu de racinement est du sable stérile ordinaire. Ccs boutures sont plantées dans des sacs
en plastique de 30 cm x 10 ¢m, remplis avec un milieu de racinement, ¢’est a dire du sable stérile et
placés dans des sillons de 2 m x 1 m x | m, recouverts avec une feuille de plastique transparent. On
maintient une H. R. d’approximativement 80 a 85 % dans les sillons recouverts en vaporisant de
I’eau, 2 &4 3 fois par jour. On enrcgistre les observations réguliéres sur le racinement ct lc
bourgeonnement. Ces boutures débourent en I'espacc de 10 4 135 jours. Aprés le débourrage, on laisse
un nombre approprié de boutures se développer telles quelles tandis qu’on coupe des pousses
d’environ 4 4 5 jours a partir de la base sur lc reste en utilisant une lame acérée, que ’on replante ¢n
tant que “ boutures juvéniles ™ dans des sacs en plastique, remplis avee un mélange de racinement et
quc I’on met a raciner dans des sillons recouverts. De chaque bouture sortent de nombrcuses pousses,
on prépare donc plus d’une bouture juvénile par bouture de bois dur. On plante aussi un nombre égal
de pousses dc ’arbre lui-méme de la méme maniére.

Le lot ou on laisse les boutures de 1'épaisseur d’un crayon continuer a raciner est désigné comme
“ plantation de bois dur en une phase " (HWSSP). Le deuxieme lot ot on plante les pousses de
boutures d’arbre est désigné comme plantation cn deux phases (DPP). Les boutures de bois dur a
partir desquelles les pousses sont incisées sont nommées * boutures meéres ™.

Le lot ol on plante des pousscs provenant de vieux arbres comme des boutures juvéniles
(comparables aux pousses DPP) est considéré comme un troisieme traitement et désigné * plantation
Juvénile en une phase ” (JSPP). On maintient sept répétitions pour chaque traitement. On enregistre
réguliérement les observations sur ['ébauche des racincs.

Dans une expérience séparée, on détermine I'cfficacité des boutures de bois dur, stockées pendant
des durées différentes, c'est a dire 24 heures, 48 heures et 72 heures puis on étudie leur racinement
de la manicre décritc ci-dessus.

Dans unc autre expérience, des pousses provenant de boutures méres de 7. arjuna et de
T. tomentosa sont trempées rapidement dans cing concentrations différentes dacide indole acétique
(tAA), c’est a dire 25, 50, 75, 100, 300 et 500 ppm et on ¢tudie leur racinement de la manicre décrite
ci-dessus.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Les observations de ces trois expériences sont présentées dans les figs. | et 2 et dans les Tableaux
I, et 1II. L’examen de la fig. | montre clairement que le DPP est efficace pour induire la rhizogenese
chez les pousses (traitées comme des boutures juvéniles) a partir de boutures de bois dur provenant
de vieux arbres, ce qui donne une valeur moyenne de 29,04 % et de 15,7 % et une valeur maximum
de 48.96 % ct de 33,7 % de racinement chez respectivement 7. arjuna ct 1. tomentosa contre un
racinement nul chez leurs homologues SPP. 11 est évident d’aprés le Tableau I que la DPP est plus
efficace méme par comparaison aux boutures juvéniles provenant d arbres (comparables aux pousses
de la DPP) puisqu’on obtient une moyenne de racinement de 29,04 % et de 15,7 % avec la DPP contre
1,02 et 0 % de racinement avec la JSPP respectivement chez 7. arjuna ¢t T. iomentosa. La durée de
racinement est aussi comparativement plus courte avec la DPP. On peut aussi voir d’apres le Tableau
que l'efficacité de la DPP varie en fonction des mois. Les périodes d’avril-juin qui correspondent
principalement a 1"été ne sont pas propices pour la DPP chez les deux espéces. On trouve que la
période d’octobre & décembre, quand I'hiver s’installe, est trés propice et donne respectivement
489 % et 35,7 % de rhizogénese chez T. arjuna et T. tomeniosa. La période d’octobre — décembre
est suivie par juillet — septembre (qui sont principalement pluvieux) pendant laquelle on obtient
respectivement un racinement de 38.7 et de 27,1 % chez T. arjuna et T. tomentosa. Pendant [a période
de janvier — mars, on observe sculement une rhizogenese chez T. arjuna, cependant elle est
comparativement plus faible (28,57 % sculement).

Le racinement par ** DPP ™ semble étre gouverné par deux facteurs principaux. Le premier est
I'absence de tissus mdécaniques. Il s’avére que chez T. arjuna la couche dure de tissus
sclérenchymateux et collenchymateux qui entoure les faisceaux vasculaires sert dc barricre
mécanique (Sinha et coll.. 2000). Ces tissus sont totalement absents dans les pousses DPP (fig. 2),
cependant, ils sont présents en faible quantité dans les boutures juvéniles utilisées dans la SPP juvénile
et sont trés présents dans le bois dur avec la SPP.

Une autre raison d’induction du racinement par DPP pourrait étre duc a I’état physiochimique,
¢’est adire a’absence d’inhibiteurs des racines ou a la présence d’une substance induisant les racines.
Molnor et La Croix (1972) ont rapporté¢ unc augmentation de |"activité enzymatique dans les cellules
du phloéme et du rayon des faisceaux vasculaires et un déplacement de I"activiie enzymatique des
tissus vasculaires a la périphérie des faisceaux, deux a trois jours apres avoir fait fa bouture : Haissig
(1973) a émis P'opinion que I'absence d’eébauche de racine suite a I'application d’auxine ou avec
[*auxine native pourrait &tre due au manque d'enzyme pour synthétiser I’auxine induisant la racine —
le conjugat de phénol — et au manque d activateur de I'enzyme. On a rapporté que de nombreux
facteurs internes comme |’age de ia plante souche, les conditions nutritionnelles et hormonales de la
plante, ta maturité des tissus, la lumiére, la température, I’cau influencent le racinement (Bose et coll.,
1975). Hartmann et Kester (1986) ont aussi émis I'idée que le type de boutures, les hormones de
croissance. la période de I"année pendant laquelle on prend les bouturcs, ’age de la plante meére et
plusicurs autres facteurs jouent un rdle significati{ dans I'induction de racines a partir de boutures.

L absence de racinement pour HWSPP semble étre principalement due a I’inhibition mécanique
et aux changements physiochimiques qui se produisent suite a la préparation des boutures qui sont
masquées par les tissus mécaniques. Pour JSPP, les boutures pourrissent ou perdent leur matiérc
nutritive avant qu’elles n'atteignent un état physiochimique correct. propice au racinement. Avee la
DPP, les boutures de bois dur peu aprés la plantation commencent a créer un €tat physiochimique
propice au racinement et la replantation des pousses comme boutures juvéniles fait immédiatement
sortir les racines puisque leur état physio-chimique est propice ¢t qu'en méme temps il n’y a pas
d’inhibition mécanique puisque les tissus mécaniques ne se développent pas.

L’ observation du Tableau 11 suggére que I'TAA qui induit le racinement chez de nombreuses
plantes (Kraus et coll., 1936 ; Thimann et Koefli : Kumar et coll., 1982) n'a pas favoriseé Ia rhizogencse
avec la DPP, elle I'a plutdt inhibée. Cela est probablement dii a ce que le niveau des auxines est
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sur-optimal puisqu’on sait que les extremités des racines ont un niveau plus éleve en auxines
endogenes.

Le Tableau III montre I'effet du stockage des boutures méres pendant des durées variées sur
Vefficacite de la DPP. On peut voir d’apres le Tableau que 'efficacité de la DPP (immesurée d’apres
le % de racinement) n’est pas influencéc de maniére importante par le stockage des boutures méres
pendant des durées variées, jusqu'a 72 heures, 4 la fois chez T. arjuna et T. tomentosa. Les
observations suggerent qu’on peut parfaitement utiliser les boutures méres méme 3 jours aprcs la
réalisation des boutures avec la DPP. En général, la période moyenne pour réaliser, transporter et
utiliser les boutures est de trois jours (72 heures).

Cette discussion suggere clairement que la DPP est tres efficace pour préparer de nouveaux plants
par multiplication clonale en utilisant des boutures de bois dur d’arbres a la fois de 7. arjuna et de
T. tomentosa, les deux espéces de plantes trés difficiles a raciner. Cela permet une multiplication plus
rapide puisqu’a partir d’une bouture ordinaire, on peut préparer 3 a 4 plants. On peut transporter les
boutures mercs sans crainte et sans risque de dessiccation puisque ce sont des boutures de bois dur et
on peut facilement préparer en méme temps des plants puisque I'on met des boutures tendres et souples
(pousses) a raciner. Il existe de grandes possibilités d’amélioration de cette technique par des
expérimentations supplémentaires et on pourrait aussi I'utiliser avec d’autres plantes difficiles 2
raciner.
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éviter et les caractéres en italique ne doivent pas étre utilisés pour la mise en rehief.

3) Larticle doit étre présenté de la fagon suivante:

- Le titre suivi du nom de "auteur et de son adresse compléte.

- Le résumé qui doit indiquer le contenu et les conclusions de article et doit faire référence & des
informations nouvelles. Le résumeé ne doit pas excéder 200 mots et peut étre divisé en paragraphes nuimérotcs.

- Les mots clés. Une petite liste de mots clés permettant une rapide analyse du contenu de article et
utilisable pour la compilation de I"index.

Les articles doivent étre divises cn : Introduction, Matériel et Méthodes, Résuliats et Discussion. Pour les
articles de synthese. les auteurs peuvent choisir {a présentation qui leur convient.

- Remerciements.

- Reférences. Les auteurs dotvent suivre le “Harvard system™. Les références doivent étre données dans
I'ordre suivant : nom de I"auteur et ses initialcs. date (entre parentheses), titre de 'article, nom du journal tel
qu’'il est abrégé dans la liste mondiale des périodiques scientifiques (4éme édit. 1963). le volumc et les premiére
et derniéres pages de "article.

Pour les livres, il est néeessaire d'indiquer le nom de 'auteur et ses initiales, la date de publication, le titre,
I"édition, le nombre de pages. le nom de I’¢diteur et Ic lieu d’édition.

Dans le texte, les références doivent étre indiquées sous la forme suivante : Dupont (1964) ou (Dupont,
1964). Lorsque la référence comprend plus de deux auteurs. par exemple Dupont, Durand ¢t Martin, 1'article
doit étre cité comme Dupont et coll. sauf'si cela peut préter a confusion. Sil'on cite des articles d*un méme auteur
publiés la méme annce, ils doivent étre distingues par les lenres a. b, cte.

La référence a un article sous presse doit signifier que I'article a ¢té accepté pour publication et clle doit
s*¢crire de la fagon suivante :

SETOYAMA K. (1982) Effect of water on molccular motion of silk fibroin. J. Seric. Sci. Jpn. Sous presse.

6) Nlustrations. Lc manuscrit sera accompagné de toutes les illustiations nécessaires mais celles-ci ne
doivent pas éire insérées dans le texte. Toutes les photographies, graphiques et diagrammes doivent éire
numérotés consécutivement en chiftres arabes, dans I'ordre de eitation du texte.

Les photographies sur papier brillant, au les épreuves positives (pas de négatifs ou de diapositives) doivent
étre envovces si possible sans montage ¢t en nombre Limité.

Les cartes, graphiques ou diagrammes doivent étre dessinés nettement a I'encre noire sur Ie papicr ou du
carton blanc de bonne qualité. Les inscriptions apparaissam sur les illustrations doivent étre complétes et de taille
suffisante pour permettre une réduction importante si nécessaire.

Les illustrations ne doivent pas dépasser le format 14 x 19 em. Au dos de chaque illustration doivent étre
indiqués le nom de "auteur. lc n® de la figure (en chiffres arabes) et I"orientation de 1'illustration si nécessaire.

Leslégendes des figures doivent étre dactvlographiées sur une feuille séparée et non pas au dos de ' original
ct elles doivent ¢tre suffisamment explicites pour éviter que 'on s¢ reportc au texte.

7) Tableaux. Is doivent étre numérotés en chiffres romains ct dactylographiés sur des feuilles séparées.
Les titres doivent étre suffisamment clairs sans qu’il soit nécessaire de s¢ reporter au texte. Tous les tableaux ct
tigures doivent étre cités dans le texte.

8) Scules les abréviations normalisées sont autorisées. Lorsque des abréviations particuliéres sont utilisées,
le nom devra d’abord étre donné en entier suivi de 'abréviation entre parentheses.

9) Le nom latin de toutes les espéees étudiées doit étre indiqué.

10) Les corrections des épreuves doivent se limiter aux fautes de frappe. Toutes modifications importantes
de I'atticle seront facturées a P'auteur.

I1) Un bon de commande de tirés a part est fourni en méme temps que les épreuves. Les auteurs peuvent
ainsi commander des tirés a part en renvoyant les épreuves. Il est a noter que 25 tirés a part sont envoyés
gratuitement par [’éditeur.

LR



INFORMATION FOR CONTRIBUTORS

1) Papers should be in French or in English and he original contributions or reviews in the ficld of sericulture
including silkworm, host plant, silk recling. whatever the nature of studies (basic or applicd) and topics
(hiochemistry, ecology, economy. virology, genetics, ctc.).

2) Papers should be submitted to: Dr G. CHAVANCY. Suhmission of a paper to the Editor implics that
it has not previously been puhlished. that it is not under consideration for publication clsewhere and that. if
accepted in SERICOLOGIA, it will not he published elsewhere in the same form without the written consent of
the Editor.

3) Manuscripts and illustrations should be submitted in duplicate and the author should retain one copy. In
the case of multiple ownership, the authors indicate who is to receive the proofs.

4) Manuscripts should be typewritten with double spacing and wide margin. Authors arc requested to keep
their communication as concise as possible. Footnotes should be avoided and italies should not be used for
empbhasis.

5) The tyvpescript should contain the following features:

- Title followed by the author’s name and full address.

- Abstract which should be a brief summary of the contents and conclusions of the paper and should refer
to any new information. It should not exceed 200 words and may be divided into numbered sections.

- Keywords. A short list of keywords provided for rapid scanning of the contents of the paper and used for
compiling the index.

- Introduction, Materiats and Methods, Results and Discussion should be given for papers presenting
original results. For review, authors may choose the convenient presentation.

- Acknowledgements.

- References. The "Harvard system’ is to be followed. References should be detailed in the following order:
author’s names and initials, date (in parentheses), the title of the article. the name of the journal as abbreviated
in the World List of Scientific Periodicals (4th edit., 1963), the volume and the first and last pages of the article,

For hooks, the author's names, date of publication. title, edition. number of pages, reference, publisher’s
namec and the place of publication should be given.

In the text, references should be given as Dupont (1964) or (Dupont. 1964). When a citation includes more
than two authors, e. g. Dupont, Durand and Martin, the paper should be cited in the text as Dupont er a/.. provided
this is not ambiguous. If papers by the same author(s) in the same year are cited they should be distinguished by
the letters a, b, ete.

References to a paper “In press™ means that it has been accepted for publication and given as follows:

SETOYAMA K. (1982) Effect of water on molecular motion of silk fihrein. 1. Seric. Sei. Ipn. In press.

6) ustrations. All necessary illustrations should accompany the manuseript but should not be inserted in
the text. All photographs, graphs and diagrams should be numbered consecutively in Arabic numerals in the
order in which they are referred to in the text.

Glossy photographs or positive prints (not X-ray, ncgatives or slides) should be sent. unmounted wherever
possihle, and should be restricted to the minimum necessary.

Charts, graphs or diagrams should be drawn beldly in black ink on good quality white paper or card.
Lettering to appear on the illustration should be given in full and should be of sufficient size to allow for
considerablc reduction where necessary.

THustrations should not be larger than 14 x 19 em. On the back af each illustration should be indicated the
author’s namc, the figure number (in arabic numerals) and the top of illustration, when it is not ¢lear.

Legends 1o figures should be typed on a separate shect and not on the back of the original, and should give
sufficient data 1o make the illustration comprehensible without reference to the text.

7) Tables. They should be numbered in roman numerals, typed on separate sheets and should have a title
which will make the mcaning clear without reference to the text. All tables and figures would be referred to in
the text.

8) Only standard abbreviations should be used. Where specialized abbreviations arc used, the name should
firstly be given in full with the abbreviation indicated in parentheses.

9) The Latin names should be given for all speeies used in investigation.

10) Corrections to proofs should be restricted to printer’s errors only. Other than these. substantia
alterations will be charged to the author.

11) A reprint order form will be supplied with the proofs. and authors may order such reprints as they
require when the praofs are returned. Please note that 23 free reprints are sent by the Editor.
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