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Reproducerea si comportamentul feromonal la Ostrinia nubilalis HBN.
(Lepidoptera: Crambidae) in conditii de laborator.
3. Testarea olfactometricd a rispunsului masculilor
la feromonul sexual natural §i sintetic

Alexandru CRISAN, Gheorghe STAN, Viorica CHI§

Summary

The reproduction and pheromonal behaviour in Ostrinia nubilais HBEN.
(Lepidoptera: Crambidae), in laboratory conditions. 3. The olphactometric
bioassay of the males response to natural and synthetic sex pheromone

The response behaviour in Ostrinia nubilalis at natural and synthetic sex
. pheromone was evidenced throught laboratry bioassays, with an original tubular
olfactometer. A number of 7 behavioural steps, similar with the others Lepidoptera
species, characterized the male response to sex pheromone. For an accurate analyse
of the pheromonal behaviour a number of 5 steps (I-lI, I, VI, VII) were
necessary. Mreover, the time of response in the two testing halfs (each of them of
3 minutes), was estimated. For male moths of 2-5 days, the cyrcadian period of
response was situated in the first part of the scotphase, with a maximum at 3-4
hours after the its beginning. This period was more advanced than females calling
period, a behaviour with adaptative vaue being presuppsed. The respnse bahaviour,
characterysed on the basis of male passed at the orifice of the obturator disk, was
not an efficacious method, whenever is necessary to- mark significantly the
differences among pheromonal variants. The same appearance was recorded in
olphactometric bioassays for Mamestra brassicae (STAN 1996).

In tests with natural sex pheromone, from virgin.females, the response
behaviour was clearly and greater cmparative with response t crude pheromne
extracts, In the extracts, the response was probably influenced by inhibitory or
masking compounds, unsuitables dodes or the extract proceeded from females
whitut calling posture, For tests with synthetic sex pheromone data confirmed that
Ostrinia nubilalis from Transylvania (Romania) belong to the Z phermonal race
with a good attractivity of the phermnal variant with Z/E11-14:Ac - 97:3. In
labratory bioassays, the response behaviour to Z11-14:Ac (variant B) was lower
comparatively to the virgin females, fr al behavioural steps. This compound is
responsable to induce the response behaviour at distance but it is insufficient fr a
complete response. Z and E11-14:Ac (variant N1) determined a similar respnse, -
with a low behaviour in the step VII (source contacting). The results demonstrate
that another pheromonal compound have influence in the coordination the
behaviour near the source (courtship behaviour). On the basis on our bioassays, the
14:Ac (see variants A and N2) is this compound, most likely (in the field tests, the
N2 variant catched the greatest number of males - CRISAN et al. 1988). However,

 after virgin females (with response in VI step - Ry; = 46.2%) and the variant N2
(Ry; = 41.8%), the greatest response in this behavioural siep was registered in the
bioassay with the variant N2E2 (Ry, = 47.2%). In this case, the male behaviour
was analogous to that which obtained in the presence-of the female (STAN &
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CRISAN 1995) and, an intense excitation and copulatory attempts were observed.
It is not excluded the possibility that 11-14:Ac-epoxide (in the variant N2E2), to
‘influence or to amplify of the 14:Ac influetice, but single tested (variant EQ), none
response was obtained. Although, compounds with the OH group had an inhibitory
effect for Ostrinia nubilalis male moths, the fact was indistinctly for our tested
variants (C and E).

Studiile experimentale in conditii de laborator au o deosebitii importani §i pentru stabilirea
modelelor comportamentale specifice, rezultatele avind semnificafie atat din punct de vedere
stiinfific cat si practic. La speciile de insecte si in special la lepidoptere 0 gami largi de cercetiri
au vizat comportamentul de rispuns la feromonii sexuali, implicind numai observatii directe sau
utilizarea unor instalaii speciale in cadrul metodei olfactometrice (SHOREY 1970).

Pentru o buni cunoastere §i apreciere a unui anume tip de comportament, un numir mare
de cercetiiri au luat in studiu o serie de factori, interni i externi, care infuenjeazi comportamentul
de rispuns. In ceea ce priveste factorii dependenti direct de atractant, atenfia cea mai mare a fost
orientatd spre rolul compusilor feromonali (numir, dozi, raport). Excluziind speciile a ciiror
feromon sexual este alcituir dintr-un singur compus, cele mai mute testiri s-au ficut la speciile
cu 2-10 compusi (unul, chiar doi, dintre acestia sunt compusi principali sau majori iar restul sunt
compusi secundari sau minori. La unele specii au fost identificai un numir impresionant de
componenti care intrd in alcituirea feromonului sexual (ex. 25 la Agrotis segetum). Cu exceptia
componentului principal, nu tofi acesti compusi s-au dovedit a fi esenfiali in atractivitate si
inducerea unui comportament optim de rispuns. Astfel, la unele specii, din cei doi compusi
feromonali améndoi au. fost strict esentiali (BAKER et al. 1976; STECK et al. 1976; STRUBE &
SWAILES 1977, WAKAMURA 1978; KEHAT et al. 1980) sau numai unul dintre ei (VOERMAN &
ROTHSCHILD 1978; STECK et al. 1980; WEBSTER & CARDE 1984; ONo 1985). Mai interesant
apare rispunsul a speciile cu mai mulfi compusi feromonali. La unele, pentru un riispuns pozitiv
bun to}i compusii au fost necesari, numdrul lor fiind diferit: 7 (SPARKS et al. 1979; KLUN et al.
1980; RaMASWAMY et al. 1985), 6 compusi (LINN et al. 1984; LINN & ROELOFs 1985), 4
compusi (NIELSEN et al. 1975) sau 3 compusi (BAKER & CARDE 1979; ANDO et al. 1980). La alte
specii, numai o parte dintre compusi au fost necesari si suficienfi pentru un riispuns optim. lati
citeva exemple: un compus din 4 la Spodoptera litura, S. littoralis (NAXAMURA 1976, 1979;
NEUMARK et al. 1974; CAMPION et al. 1980), 4 din 7 a Heliothis virescens (RAMASWAMY et al.
1985), 4 compusi din 10 la Elasmopalpus lignocellus (LYNCH et al. 1984), 3 din 6 la Diatraea
grandiosella (HEDIN et al. 1986), unul din 6 la Mamestra brassicae (STAN 1991, STAN & CHIs
1996"). :

Specia Ostrinia nubilalis, ddungtor important a porumbului, a fost si obiectul unor studii
referitoare la comportamentul feromonal, in condtii de laborator (KLUN et al. 1973; KLUN &
MAINT et al. 1979; WEBSTER & CARDE 1984; KLUN et al. 1991; KLUN et a. 1992: ROYER &
MCNEIL 1993; FoSTER & FREROT 1994), cercetiri care au implicat, in special, in diferite
combinajii, cei doi compusi ai feromonuui sexual, Z si E11-14:Ac. In conditii de cAmp s-a atudiat
atractivitatea si i specificitatea precum si influenfa diferifilot compusi sau analogi asupra acesteia
- (KLUN & BRINDLEY 1970; KLUN & ROBINSON 1971; ANGLADE 1974; SHOWERS et al. 1974;
CARDE et al. 1975; KOCHANSKY et al. 1975; MAINI et al. 1978; MAINI 1979; KENNEDY &
ANDERSON 1980; ANGLADE et al. 1984; PENA et al. 1988).

In aceastd lucrare sunt incluse rezutatele obtinute in studiul comportamentului feromonal
al masculilor pentru o susd din Transilvania a populatiei de Ostrinia nubilalis (aparfinind rasei
feromonale Z)(CRISAN et al. 1988). Rispunsul comportamental in laborator a fost evaluat prin

' Stan Gh., Curg V., 1996. Rispunsul comportamental al mascuilor
unor specii de lepidoptere d&iunitoare la actiunea mediatorilor
chimici, in conditii de laborator. 3. Testarea olfactometrici a
feromonului sexual sintetic la Mamestra brassicae L. (Lepidoptera:
Noctuidae) . Ann. Univ. Oradea (sub tipar).
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testare olfactometricd, cu feromon sexual natural (femele virgine si extract crud) si feromon
sexual sintetic, in diferite combinatii (Tabelul 1). In unele cercetiri s-a evidengiat ¢ Z11-14:Ac
este feromonul sexual al speciei, determinand o stimulare in atragerea masculilor (ANGLADE
1974). Atractia masculilor a crescut in conditiile in care cantitifi mici de E11-14:Ac au fosta:
adadugate izomerului Z (KLUN & ROBINSON 1972). In extractul crud de feromon sexual au fost
insd identificati 4 compusi: Z11-14:Ac, E11-14:Ac, E9-14:Ac si 14:Ac (KLUN & JUNK 1977).
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Fig. 1. Schifa olfactometrului tubular cu disc obturator (original)(A), pentru
testarea comportamentului feromonal al masculilor de Ostrinia nubilalis, in condiii de
labrator. Este prezentat §i modelul de olfactometru cu tuburi largi i tub de legatur3 (dupa
ToMESCU et al. 1980; STAN 1991)(B), experimentat in cercetiri preliminare. Linia
punctatii marcheazi locul de atasare ol olfactmetrului la instalaia de testare. Df - dispzitiv
pentru sursa de feromon; CS - contactarea sursei; DO - disc obturator: DI - dispozitiv de
inchidere-deschidere al camerei masculilor (CM); Va- ventilator reglabil pentru evacuarea
aerului; TI - tub de legdturd; CF - camera femlelor; Rr - robinet de reglare; CO -
compresor; V2 - vas cu femele virgine; F - filtru purificator; U - umidificator: Fa - filtru
atenuator; ¢ - coloand pentru misurarea si menfinerea constant3 a vitezei aerului: B --bec
incandescent; Em - ecran mat.

The draft of the tubular olfactometer with obturator disk for study of the
pheromonal behaviour of Ostrinia nubilalis male moths (A). The model with large tubes
and coupling tube (B)(after TOMESCU et al. 1980; STAN 1991) was used in preliminary
bioassays for Ostrinia nubilalis. The dotted line show the place of the olfactometer
attachment in the system of bioassay. DO - obturator disk with orifice: Df - device for
crude extracte and synthetic sex pgeromone source; DI - device for closing-opening of the
males chamber (CM); CF - females chamber: CS - source contacting (the place for
observation of the response behaviour near the source): Va - adjustable fan for air
evacuatin; Tl-- coupling non exit-tube; Rr - tap for air distribution; CO - cmpressor; V9 -

cage with virgin females; F - filter; U - humidity chamber; Fa - filter for "attenuation”:
¢ - column which provide air speed constancy; B - adjustable incandescent light source;
Em - frosted glass screen,

293



Atit in cercetiri de laborator cat si in cimp s-a evidengiat ci E11-14:Ac, in diferite
proportii in functie de populagia geografics, a indus o crestere evidentd a atractivitiii. ES-14:Ac
s-a dovedit a fi un inhibitor iar pentru 14:Ac nu a fost stabilit nici un efect (KLUN et al. 1979).
In cercetirile noastre ficute in camp aceste aspecte au fost confirmate. Aldturi de 14:Ac si E9-
14:Ac ca inhibitor a fost citat si 11-14:Ac (KLUN & RoBINsoN 1971; KLUN et al. 1979). In
cercetarile noastre olfactometrice a ciiror rezultate sunt incluse in aceastd lucrare, atractivitatea
si comportamentul feromonal au fost analizate ca reactie la mai mulfi compusi (Z11-14:Ac, E11-
14:Ac, 14:Ac, 14;:0H, 12:0H, Z11-14:0H, E9-14:Ac, 11-14: Ac-epoxidat), in diferite combinatii.

Material si metoda

Conditii de experimentare. Testirile s-au ficut la nivelul scotofazei, la 3 ore de la
inifierea acesteia, in conditiile unui regim fotoperiodic de 17:7 ore, lumind:intuneric. Toti
masculii testati au fost de 2-3 zile, consideraji maturi din punct de vedere sexual. Alte detalii sunt
prezentate in text. Imediat dupi emergentd adultii s-au condifionat in laboratorul de testare, fiind
izolaji de femele. In olfactometru au fost introdusi cu 15 minute inaintea testdrii, pentru
acomodare. O serie s-a folosit la o singurd testare.

Olfactometrul folosit a fost de tip tubular, de conceptie originald (Fig. 1). Este ilustrat §i
olfactometrul cu tuburi mari experimentat de noi in testiri preliminare la O. nubilalis i folosit
eficient in testirile pentru M. brassicae (STAN 1991).

Tabelul 1.
Variantele experimentate in testarea olfactometrici a comportamentului feromonal la
masculii de Ostrinia nubilalis, in conditii de laborator.
Pheromonal variants used in olphactometric laboratory bioassay in Ostrinia nubilalis male

adults.
. Doza
Notare Compusii (Dose) Raportul Sic2
var.! Compunds (ug) Ratio -
N1 i Z+El1l1-14:Ac 15 93 DC
N2 Z+El1-14:Ac+14:Ac 60 97:3:10 "
N2El Z+E11-14:Ac+14:Ac-+-11-14: Ac-ep. 27,5 97:3:10:5:2,5 3
N2E2 " 35 97:3:10:5:5 *
Eo 11-14: Ac-epoxidat 50 . !
- A Z+El1-14:Ac+14: Ac 20 97:3:10 HF
B Z11-14:Ac 20 - g
C Z+El11-14:Ac+14:Ac+14:0H - 21 97:3:10:1 %
D | Z+Ell-14:Ac+14:Ac+14:0H+12:0H 22 97:3:10:1:1 Y
E D + Z11-14:0H 23 97:3:10:1:1:1 .
F Z+El1-14:Ac+E9-14:Ac 20 97:3:10 "
FV Femele virgine’ 599 - HF
ECFS Extract crud de feromon sexual® 5 EF . :

' Notare conventionali a variantelor feromonale; the notation of the pheromonal variants;

2 Substratul de condigionare al feromonului - DP = dop de cauciuc, HF = hartie de filtru:
the substratum of the pheromone conditioning - DP = rubber stopper; HF = filter paper;

> FV - femele virgine (virgin females);

* ECFS - extract crud de feromon sexual (crude extract of sexual pheromone)
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Comportamentul adultilor a constat din urmdrirea activitifii de rdspuns in doua reprize de
cte 3 minute (R,1 si R,2), separate de o reprizi a 5 minute in care olfactometrul s-a aerisit, S-a
folosit metoda de observare directd, prin intermediul unei surse de lumini rosie care nu a
modificat comportamentul iar fazele si elementele comportamentale- au fost codificate si
stenografiate, descrierea fiind ficutid apoi pe larg in fotofaza de dupi fiecare testare. Raspunsul
a fost apreciat pe baza comportamentului secvential, in funcfie de comportament si de numarul
masculior trecui prin orificiul discului obturator. Patru elemente comportamentale cheie au fost
luate in considerare:

I-Il. Activarea si luarea zborului;

III. Activitate locomotoare si zbor impotriva curentului de aer, pani in vecinitatea discului
obturator;

VL. Trecerea prin orificiul discului (direct din zbor. sau mers. ori dupi aterizare sau oprire, -
in stare evidenti de excitafie); i ]

VII. Contactarea sursei (comportament activ la capiitul tubului de evacuare a aerului cu
feromon).

Semnificatia notiirii este dati in continuare la rezultate. -

Material biologic. Adulfii folositi in testare au provenit dintr-o populatie de Ostrinia
nubilalis, crescuti in conditii de laborator (24 + 1° C; 17:7 ore, lumini:intuneric, UR > 80%),
pe dietd artificiad, dupd metoda descrisi anterior (CRISAN et a. 1990).. Zinic, imediat dupi
emergen(d, adufii au fost separafi pe sexe. Masculii au fost pusi in vase de sticld, cu sursi de
hrani (sol. glucozi sau zaharozi - 10%) si umiditate ridicatf (UR cca. 90%). Femelele folosite
in testare, in numdr de 5, s-au pus in vase Erlenmeyer previizute cu dop de cauciuc cu dubli
iegire (pentru conectare la instalatia olfactometrului), cu hrand si héttie suport pentru adulti.
Toate testdrile s-au ficut in repetifii, cu numir variabil de masculi/serie (intre 6-28, cel mai
frecvent 10-14). Numdrul total al testirior a fost de 81, adufii prvenind din materialu bicogic al
aceleiagi linii de cregtere, din mai multe generafii consecutive, dupd o buni aclimatizare a
populatiei la conditiile de crestere in laborator.

Extractul crud de feromon sexual (ECFS) a fost obfinut de la femele virgine, mature
sexual (> 2 zile). Extragerea s-a fdcut prin tiierea abdomenului femelelor in chemare, In
perinada optimi a activitifii comportamentale (prima parte a scotofazei - CRISAN & STAN 1994),
Pregitirea extractului (macerare, filtrare, concentrare in Echivalent Femeld - EF) a fost ficutd
dupd procedeul utilizat la M. brassicae (STAN 1990). Conditionarea s-a ficut pe rondele de hartie
de fitru. S-a testat concentrajia de 5 EF.

Feromonul sexual sintetic. Variantele cu compusi feromonli §i analogi, testate in diferite
combinatii, sunt prezentate in Tabelul 1. Conditionarea a fost ficuti cu ajutorul microsiringilor,
pe hértie de filtru i dop de cauciuc - tip sticlufe de penicilin.

‘Rezultate

A. Comportamentul de riispuns al masculilor la feromonul sexual, in testarea
olfactometricii. La specia O. nubilalis a existat un rispuns la feromonul sexual, caracterizat de
succesiunea unor elemente comportamentale evidentiate si la alte specii de lepidptere. Evident,
existi o similitudine intre aceste elemente din testele olfactometrice si cele care definesc
comportamentul in secventa de curtare, atit la Ostrinia nubilalis (STAN & CRISAN 1995) cit si la
alte specii de Arctiidae si Noctuidae (STAN 1988, 1991), toate testate prin aceeasi metodi
olfactometrici. Aceste elemente (pasi) comportamentale la O. nubilalis, in testarea olfactometrici
clasicd, pot fi definite ca si la alte specii de lepidoptere (cu unele particularitifi specifice), astfel:

L. Activarea (implicd ridicarea §i rotirea antenelor, ridicarea abdomenului de pe substrat,
vibrarea aripilor, stare stationard de excitafie si agitaie); )

II. Initierea deplasarii sau ludrii zborului (vibrarea sustinuti a aripilor cu reprize de oprire,
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rotire pe loc. deplasdri scurte, fluturarea aripilor in reprize scurte);

IIL. Deplasare-zbor spre sursd, in contra curentului de aer (zbor planat, zig-zag, dar cel
mai frecvent in salturi; activitate locomotoare care alterneazi cu reprize de aterizare sau oprire
pe peretii olfactometrului);

IV. Activitate comportamentali in momentul opririi locomotiei (stare de excitafie, rotirea
si balansarea antenelor, vibrarea aripilor, rotiri ale corpului, deplasiri scurte, frecvent zborul sau
mersul se reiau):

V. Curbarea abdomenului §i extinderea clasperului (comportament insofitor al stirii
puternice de excitajie, cu expunerea formatiunilor producitoare de feromon de curtare, curbarea
abdomenului si incercdri de acuplare cu alti masculi, prin executarea de miscéri copulatorii
succesive); y

V1. Trecerea prin orificiul discului obturator (fie direct din zbor sau mers, fie dupi
reluarea activitdjii locomotoare in urma activitifii comportamentale din elementele IV-V);

VIL. Contactarea sursei (stare evident de excitafie i activitate locomotoare susfinuti langd
“sursd” - capdtul tubului de evacuare a feromonului sexual, caracterizatii de un comportament ce
este incadrat in elementele IV- V).

Tipul de comportament descris apare doar parfial diferit de cel semnalat la M. brassicae,
(STAN 1993) tocmai prin intensitatea diferitd de manifestare la nivel individual, ca urmare a taliei
si comportamentului specific de zbor, la O. nubilalis fiind frecvente deplasirile prin zbor in salturi .

" fajd de zborul susfinut si pe distang3 lungi, semnalat la M. brassicae. In plus, a fost mai intensd
activitatea langd sursa (elementul VII) care pare a fi unul cu semnificatii aparte la multe specii.
Pe scari evolutivi se pare ci are loc o reducere a numirului de elemente in faza de curtare deci
o aparentd simplificare a comportamentului de rispuns, cu predominarea pasilor care implici
stimulii mecanici §i reducerea pani la disparitie a formatiunilor producitoare de feromon de
curtare la mascul, in timp ce la speciile inferioare o semnificajie mai mare o au tocmai aceste
formajiuni i intensitatea de implicare a diferigilor stimuli in comunicarea dintre mascul i femeld
(STAN 1988: STAN & CRISAN 1995).

In ceea ce priveste perioada comportamentului de rdspuns in condifii de laborator, la
nivelul unei scotofaze de 7 ore, aceasta a fost localizatd in prima parie a acesteia, cu un optim
pe intervalul orelor 3-5. In linii mari, aceasta coincide cu perioada circadiand a comportamentului
de chemare (CRISAN & STAN 1994). Trebuie precizat cd o activitate comportamentald de rdspuns,
caracterizata prin elementul I s-a manifestat pe toatd durata scotofazeidar semnificativ redusi la
extremitafile acesteia, ca si comportamentul de chemare. Totugi maximul in rdspuns al masculilor
a fost situat inaintea celui inregistrat pentru femele. Aceasta dovedeste ci rispunsul
comportamental este fixat genetic si are valoare adaptativd pentru specie. Celelalte elemente
comportamentale prin care a fost caracterizat rispunsul in testare (I, VI, VII) au avut o
intensitate foarte redusd la extremitdfile scotofazei sau cel mai frecvent comportamentul a fost
absent.

B. Variabilitatea comportamentului de réispuns al masculilor, in functie de feromonul
sexual. Datele obfinute sunt premnme sintetic in Tabelul 2.

onul ie. Comportamentul de
activare a fost intens iar activitatea locemotoare mai susfinuti ]a masculn tineri. Rispunsul,
apreciat prin trecerea prin orificiul discului, a fost destul de mare (46,2%) la masculii de 3 zile.

" De asemenea masculii tineri au initiat mai rapid comportamentul de raspuns, 83,3% trecind in
prima reprizi de testare.

b. Rispunsul masculilor la feromonul sexual din ECFS. Datele obtinute ilustreazi acelasi

~model de raspuns dar, la nivelul elementului VI, acesta a fost mai mic comparativ cu rispunsul
inregistrat anterior, la femele virgine. Pe de altd parte, numai 60% din masculii tineri au trecut
prin orificiul discului in prima reprizi de testare. In ceea ce priveste rdspunsul comportamental
langd sursd (elementul VII) intensitatea a fost mai redusd comparativ cu rispunsul fapi de femele
virgine.

c. Raspunsul la feromonul sexual sintetic

- - Varianta N1. Aceasta reprezintd compusii de bazi ai feromonului sexual al rasei
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feromonale Z (Z/E11-14:Ac - 97/3). Din motive obiective s-au testat doar adulti de o zi (testafi
in ora a treia a scotofazei) astfel ci procentul de activare a fost relativ redus (la fel fiind si pentru
“adultii de doui zile), deplasarea spre sursd s-a menjinut relativ ridicati, dar un numar mic de
masculi (25%) au trecut prin orificiul discului.

- Variantele N2, A. Aceste variante au indus un comportament mult mai fidel §i mai
apropiat de cel descris in secvenfa de curtare (STAN & CRISAN 1995). In cazul variantei N2, in
aceleasi-condifii de experimentare, procentul masculilor activaji a fost mai mare (91,8%). numdrul
celor care s-au deplasat a fost peste 80% iar pentru cei trecufi prin orificiul discului, procentajul
de raspuns a fost mare (41,8%), situat imediat in apropiere, dar sub rdspunsul indus de femele
virgine, la nivelul acestui element comportamental. Varianta N2 a avut astfel o atractivitate mai
mare decit celelalte, dar diferengele au fost nesemnificative. Pornind de aici a fost susjinuta ideca
de a testa aceastd varianti si in laborator. Datele obfinute, aratd ci initierea excitdrii s-a facut mai
rapid, reprizele de vibrare si fluturare ale aripilor au fost mai scurte, iar orientarea spre sursd a
fost mai rapidi si directd, cu un comportament foarte activ la contactarea sursei,

Pentru varianta A, s-au testat adulfi de 2-4 zile. Se remarcd intensificarea activitdfii la
nivelul elementului comportamental VII, precum si faptul ci marea majoritate a masculilor
(97,3%) care au trecut prin orificiul din disc, au rispuns la inceputul primei reprize de testare,
dar procentajul de masculi trecui este totusi mic, raportat la o asemenea intensitate de manifestare
a stiirii de excitare.

- Varianta B, Este caracterizati numai de prezenta componentului Z11-14:Ac. Pentru
masculi de 2-3 zile, testafi in perioada optima (3 ore de la inifierea scotofazei) datele obfinute au
evidentiat un comportament slab de rispuns, la nivelul elementelor 11X, VI si VII, mai mic decat
cel obfinut pentru situatiile descrise anterior. In plus, numai 79,2% din masculii testafi au
prezentat un comportament caracteristic pentru elementul VI, in prima reprizi de testare. Sub
aspect comportamental a-apirut o reactie de "deruti”, mai ales imediat dupd conectarea
olfactometrului totusi, vibrarea §i fluturarea aripilor, au fost similare cu cele descrise in secvenia
de curtare (bitdi cu amplitudine largd, in serii de 2-3 minute, insotite de ciutare prin mers, in
cercuri concentrice tot mai largi, cu rotire largd a antenelor si deplasdri intermitente, orientate
impotriva curentului de aer, spre discul obturator)(STAN & CRISAN 1995).

- Variantele C si E. Aceste doui variante confin compusi cu gruparea OH. Pentru varianta
C, in testiri cu masculi de 2-4 zile, la 3 ore de la initierea scotofazei, datele au evidentiat o
activare relativ bunz (80,9%) dar riispunsul pentru celelalte 3 elemente a fost foarte redus. Numai
61,1% din masculii trecuti prin orificiul discului au realizat acest lucru in prima reprizi de
testare. Sub aspect comportamenal a fost observati o reactie similard cu cea descrisa in cadrul
variantei A, dar elementele de rdspuns s-au succedat rapid (unii masculi au atins si starea de
excitare careacterizatd de vibrarea aripilor in plan vertical). Dupd 1-2 minute de la inceperea
testiirii, comportamentul s-a redus pani la incetare (fapt explicat si prin slaba orientare). iar
masculii au intrat intr-o stare de inhibitie. Se deduce efectul inhibitor al lui 14:0H.

Pentru varianta E au fost prezenti si 12:0H si Z11-14:0H. Este deosebit de interesant
faptul ¢ masculii cu comportament de orientare i deplasare au fost in medie in numdr dublu fati
de varianta C, in timp ce numdrul celor activai a fost doar cu 16% mai mare (96,2%). Pe baza
numarului de masculi trecuti prin orificiul discului, raspunsul a fost de 31,5 %, desi numai 77.5%
au trecut in prima reprizi de testare. Valoarea de mai sus, la nivelul elementului comportamental
VI este astfel situati pe locul al treilea dupd valorile obtinute pentru raspunsul la femele virgine
(46,2%) si la varianta N2 (41,8%).

- Varianta D. S-au testat putini masculi. Date needificatoare.

- Varianta F. Are prezent componentul E9-14:Ac, dovedit a avea in cdmp. pentru
populatiile locale ale speciei, un efect inhibitor (CRISAN et al. 1988). In testarea olfactometrica
(masculi de 2 zile, testati la 3 ore de la inifierea scotofazei). reactia masculului s-a caracterizat
printr- excitare de scurti durati, urmati de o inhibifie puternica. Procentajul de 15% masculi care
au rispuns la nivelul elementului VI, s-a realizat in primul minut al primei reprize de testare.

- Variantele N2E1, N2E2. Sunt variante care conjin 11-14: Ac-epoxidat, aldturi de Z+E11-
14:Ac+14:Ac. In varianta Eo unde a fost numai acest compus singur, nu a existat nici un
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Tabelul 2
Evaluarea comportamentului de rispuns al masculilor de Ostrinia nubilalis, la feromonul
-exual natural si sintetic, .in testarea olfactometricd in condifii de laborator. Temperatura:
4+ 1°C; adulgi de 2-3 zile; testare in ora 3-a dupi inifierea unei scotofaze de 7 ore;
ntensitatea luminii - 0,5 lucsi; UR > 85%; 6-28 (frecvent 10-14) masculi/serie (repetitie).
he evaluation of male response behaviour, for Ostrinia nubilalis, to natural and synthetic
iex pheromone, in laboratory bioassay. Temperature was 24 + 1°C; virgin male adults
of 2-3 days; bioassays were made at 3 hours after scotophase initiating (L:D = 17:7
hours); light intensity - 0.5 lux; the speed of the air stream - 0.7 m/s; Relative humidity -
> 85%: 6-28 (frequent 10-14) male adults per series (repetition).

29R

Nr.repetitii Elementul comportamental (E,) si rispunsul (%)"
si m;is’culi Behavioural step and the response (%)
‘ﬁ::::; ;":’;::" Activare | Zbor | ggnr: cs
Activation | Flight (\4))
© (I-ED) (m 5 R 1 R, 2 (VI
NI 3 (46) 76,9 64,2 250 | 40,0 | 60,0 | 10,0
N2 5 (67) 91,8 82,6 41,8 | 85,7 | 143 | 60,2
N2E1 4 (52) 94,2 82,4 245 | 750 | 25,0 | 58,1
N2E2 5(57) 9.9 90,0 | 472 | 724 | 276 | 62,4.
Eo 2 (32) 0 0 0 0 0 0
A 19 (235) 85,8 70,0 203 | 973 | 277 | 426
B 13 (204) 87,5 48,4 17,1 | 792 | 208 | 10,8
C 10 (146) 80,9 38,6 145 | 61,1 | 389 2
D NT (untested) T (IS S| [ = : =
E 14 (200) 90,6 70,2 31,5 | 77,5 | 225 | 1000
F 2(23) 86,9 30,0 150 | 66,7 | 333 | -
FV 4 (68) 96,9 80,0 | 462 | 83,3°| 167 | 60,4
ECFS 3 (46) - 974 68,2 192 | 60,0 | 40,0 | 205
* Notarea variantelor - ca in Tabelul 1; The variant notation - as in Table 1;

** Inroméni, notarea elementelor comportamentale - in text. I - Activation, wing fanning,
waking and taking flight; II - initiation locomotor activity of upwind flight and
orientation to bturator disk; III - Passing throught to the orifice of the obturator
disk; VII - source cntacting (active bahaviour in the proximity of the end tube =
the response behaviour near the source = courtship behaviour). Trecerea masculilor
prin orificiul discului obturator (DO - Fig. 1)(elementul comportamental VI), ca
numir total (T), in prima reprizi de testare (R, 1) sau repriza a doua (R, 2); Adult
males passing through the aperture (orifice) of the obturator disk (DO - see Fig.
1), in total (T), in 1* (R, 1) or 2*® (R, 2) half-time (3 minutes) of bioassay per
repetition.

*** S-au testat numai adulti de o zi; only males of one day were tested.



raspuns. Pentru cele doud. variante in combinafie, testarea olfactometrici a evidenfiat un
comportament similar cu cel observat ca reactie fati de femelele virgine sau de reacjia masculului
fafi de femeld, in secvenja de curtare (STAN & CRISAN 1995). Elementele comportamentale s-au
desfisurat clar, distinct gi relativ rapid. Vibrarea ripilor, in plan semivertical si vertical, a fost
in serii mai lungi. Curbarea laterald a abdomenului s-a inregistrat cel mai frecvent atunci cénd
masculul excitat a atins cu antenele un alt mascul din imediata sa apropiere, in faza de ciutare
activd prin mers. Mai mult, curbdri ale abdomenului si miscéri copulatorii s-au observat (pentru
2 masculi in varianta N2E1) si in absenfa vreunui mascul in apropiere. Modelul comportamental
inregistrat denotii o puternici stare de excitare sexuald. De altfel, in testare, s-a ficut o trecere
extrem de rapidi, practic nesesizabili, de la inifierea excitirii la miscirile copulatorii.
Comportamentul acesta s-a menfinut §i la nivelul elementului VII, pentru masculii trecufi pri
orificiul discului dintre tuburile olfactometrului. Astfel, pentru adulfi de 2-3 zile, testaji la 3 ore
de la inigierea scotofazei, pentru ambele variante se observd un procentaj foarte mare de activare
si zbor, iar pentru varianta N2E2, mai complexi (doza pentru 11-14:Ac fiind dubl3), s-a obfinut
cel mai mare procent de rispuns (47,2%) din toate testirile, rispuns apreciat pe baza numarului
de masculi trecuti prin orificiul discului.

Discutii

. Testirile efectuate cu feromon sexual sintetic la specia O. nubilalis au evideniat existenja
unei perioade optime de rispuns, localizatd in prima parte a scotofazei, cu un maxim la nivelul
orelor 2-3 de la inigierea acesteia. In aceasti perioad# rispunsul a fost clar manifestat pentru toate
cele 4 elemente comportamentale luate in studiu. In partea a doua a scotofazei raspunsul a,scazut
progresiv fiind evidentiat doar prin activare §i o usoard orientare spre sursd. Datele objinute in
laborator confirmd faptul cii in naturd aceastd specie prezinti un comportament de rdspuns la
feromon care se intinde pe o perioadi destul de largd dar mult mai activ in prima parte a nopjii.
Din studiile efectuate la specii de lepidoptere s-a constatat exisienja unei concordanje intre
perioada rispunsului la feromon si perioada de chemare a femelelor. La O. nubilalis. in condijii
de- laborator au fost observate femele in chemare la sfarsitul scotofazei si chiar in primele clipe
dupi aprinderea luminii (CRISAN & STAN 1994). De fapt acest comportament a fost observat si
la populatiile din Canada ale speciei (ROYER & MCNEIL 1991 & aut. cit.).

Datele incluse in acest studiu au evidenfiat un raspuns eficient a masculilor de O. nubilalis
la feromonul sexual eliberat de femele virgine, rispuns mult mai bun decét cel objinut pentru
ECFS. Date similare au fost obtinute si pentru specii din alte familii (SHOREY & GASTON 1965b:

. FATZINGER & ASHER 1971). Acest comportament este dependent fie de existenja unor substanie
de mascare in extract, fie de o concentratie necorespunzitoare gi, nu in ultimul rans, de efectuarea
- extragerilor in afara limitelor optimului de chemare al femelelor. La Heliothis virescens s-a
evidentiat ci extractul este neatractiv atunci cind a provenit de la femele care nu au fost in
chemare iar cel bun s-a degradat la 30 minute dupi extragere (MITCHELL et al. 1974). Au fost
si cazuri exctreme, asociate probabil cu complexitatea feromonului sexual cind EBFS a fost de
550 de ori mai atractiv decit feromonul sexual sintetic.

Testdrile cu feromon sexual sintetic, in diferite variante, asociat cu metoda noastrd
originald de testare, au pus in evidenji un comportament evident de raspuns. In cadrul varianie:
N1, desi s-au testat doar masculi de o zi, rispunsul a evidenjiat ci sub aspect comportamental se
confirmi ci cei doi compusi sunt responsabili pentru inducerea unui comportament la distana,
ca si in cazul altor specii de lepidoptere si este posibil ca un alt factor si determine o intensificare
a comportamentului de rdspuns mai ales in ceea ce priveste comportamentul 1angd sursd. Absenta
unei stiri-de excitajie sustinutd la nivelul elementului VII sprijind acest punct de vedere....... L

Variantele N2 si A includ pe langi cei doi compusi caracteristici ai rasei feromonale Z si
compusul 14:Ac, evidentiat a nu avea nici un efect in cimp (KLUN et al. 1979). Acelasi fenomen
a fost inregistrat si pentru populatiile din Transilvania (CRISAN et al. 1988)

Modelul de raspuns obfinut pentru aceste variante indicd posibilitatea ca acest compus
(14:Ac) si fie implicat pargial in derularea comportamentului la distang3, dar mai ales in faza
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comportamentald de apropiere (lang# surs#), avind rol important in realizarea acuplirilor reusite.
Astfel, in prezenfa acestor variante, starea de excitajie (caracterizati de vibrarea puternici a
aripilor in pian semivertical) a fost puternici. Nu au fost diferente in functie de dozi sau tipul de
condifionare.

In situatia in care a fost testat numai componentul Z11-14:Ac (varianta B), numdrul redus
al masculilor trecugi prin orificiul de legéturd si al celor cu comportament caracteristic lang3 sursi
fiind mic. susfin punctul nostru de vedere dupi care ZI1l-14:Ac este responsabil cu
comportamentul de orientare la distani. Indiferent de generatie, varstd, ord de testare, mod de
condijionare, nu s-a inregistrat un alt comportament. Este posibil ca E11-14:Ac si fie si el
implicat in derularea comportamentului la distanfi, determinind o intensificare a stirii de
excitatie.

: Prin prezenja grupului OH, variantele C §i E s-au dovedit a induce un efect inhibitor,
fenomen constatat si in cercetirile din cdmp. Comportamentul de apropiere a fost influentat in
misurd mai mare. Acelasi efect inhibitor a fost semnalat §i pentru E9-14:Ac (varianta F).

Desi in conditii de cimp, compusul 11-14:Ac-epoxidat s-a dovedit a induce un puternic
efect inhibitor (KLUN & RoBINSON 1971), in conditii de laborator, pentru variantele N2E1 si
N2E2, s-a putut evidentia inducerea unui efect sinergic, probabil pentru aceasti dozi si in aceste
proportii, nefiind exclus ca acest efect stimulator si fie sustinut de prezenfa lui 14:Ac. Espe
posibil ca 11-14:Ac-epoxidat s fie responsabil de menginerea stiirii de excitatie pe o durati mai
lungi de timp, stimulind comportamentul langi sursd. Acest punct de vedere este susfinut §i de
faptul ¢ in cazul variantei. N2E2 s-a obfinut cel mai mare riispuns, fie ci a fost apreciat pe baza
numirului de masculi tecufi prin orificiul dintre cele doui tuburi ale olfactometrului (47,2%), fie
in ceea ce priveste comportamentul de apropiere, la nivelul elementului VII (94,8%).

+ Datcle obfinute in testirile noastre la Ostrinia nubilalis, pentru o populatie din
Transilvania, confirmd importanfa prezengei compusilor Z si E11-14:Ac (97:3) care si confirme
atractivitate §i specificitate feromonului sexual sintetic. Astfel, dintr-un numir de 5 compusi
identificati in extractul crud de feromon, prezenta acestora este necesard si suficienti pentru a
induce un comportament optim de rispuns. Acesti doi compusi pot fi considerati de altfel ca
responsabili cu inducerea unui comportament de riispuns la distantsi, iar 14:Ac si compusul
nespecific 11-14: Ac-epoxidat si aiba un posibil rol in modelarea comportamentului de aprpiere

(curtarea propriu-zisd)(CARDE 1979). Nu este exclus, ca §i in cazul altor specii, sd putem vorbi

de un efect redundant (LINN et al. 1984). Comportamentul bivalent indus de unii compusi
feromonali (ex. inhibitor in camp si atractant in laborator) poate avea multe explicatii, asociat cu
o serie de factori, fenomen consemnat si la alte specii de insecte §i in special lepidoptere.

Studiile experimentale asupra testirii efectuate in condifii de laborator permit obtinerea
unor modele de activitate comportamentald care usureazi metodologia de utilizare a feromonilor
in cercetirile din condifii naturale. Toate aceste rezultate au o deosebiti valoare stiinifici dar si
practici, permigand o utilizare eficientd a mediatorilor chimici in activitatea de monitoring i
combatere la speciile importanete din punct de vedere economic.
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