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Influenta varstei adultilor asupra comportamentului feromonal la
Mamestra brassicae L. (Lepidoptera: Noctuidae)
in conditii de laborator

Gheorghe STAN, Sergiu MIHUT, Viorica CHIS, Lidia Maria Pop
Summary

Influence of the male and female age of Mamesira brassicae L. (Lepidoptera:
Noctuidae), on pheromonal behaviour under laboratory conditions

Male response behaviour of the Mamestra brassicae L. to both, natural (virgin
fomales and crude extracts) and synthetic sex pheromone (Z11-16:Ac) was tested in
laboratory conditions by means of olfactometric bioassays. An olfactometer with two glass
tubes (diameter - D = 40 cm; length - L = 60 cm) and a coupling tube (D = 3 cm) with
reverse cone was used. In the beginning, a positive response in olfactometer (%R) relied
on the number of male moths which passed through coupling tube (%R,).

In the present studies the male response was characterized by four behavioural
steps (-1l = raising antenae and abdomen, wing fanning and vibrating, short burts of
movements or rotations; 111 = walking or/and flying towards source while wings fanning;
VI = passing through coupling tube towards attractant source; VII = a characteristic
courtship behaviour near the source: A - for the passed males; B - for the all tested
males/repetition). In this case %R, was substituted by %R, (the mean response from VI
and VIIB behavioural steps) and male response was characterised by a new parameter - R,
(the moment when the male response behaviour was recorded for the time at which the
pheromone was released in olfactometer; at least three periods, each of 60 seconds were
used). i

The greatest %R was obtained at synthetic sex pheromone but indifferent of
attractant quality the male age for an optimum response was of 2-5 days (maximum at age
of 2-4 days). With male age increase, the percent response gradually decreased. In the
other hand %R was influenced by female age. An original model - the quality response o
sex attractant (MOCAR) with a mathematic all data processing was used for 4 complex
characterization of male response to different semiochemicals in dependent on age and
behaviour,

Key words: natural sex pheromone, crude extract, synthetic sex pheromone, olfactometer,
bioassays, response behaviour, new behavioural steps, model of quality response,
Mamestra brassicae.

Studiul comportamentului feromonal (rdspunsul masculilor la feromonul sexual eliberat de
femele sau la feromonul sexual sintetic) reprezinti o modalitate eficientd de analizd a rolului
feromonului sexual n reproducere, dar si posibilitatea folosirii lui in practica de monitoring,
management §i combalere directi: O serie de aspecte privind atractivitatea i specificitatea
feromonului  sexual sunt analizate prin  testdri olfactometrice. Biotestirile  (testele
comportamentale) sunt studii derulate in condifii experimentale controlate §i cu o aparaturd
adecvati, pentru a evidenfia prezenja (aspect calitativ) sau misurarea (aspect cantilaliv) a
proprietifilor unor substante biologic active, cu rol i functii deosebite, detectorul fiind un
organism viu sau chiar pirfi ale acestuia (BAKER & CARDE, 1984).

Faclori externi (temperatura, lumina, umiditatea) sau interni (vérsta, hrana, statutul
reproductiv, ritmul circadian, hormonii) influenjeazd modelul comportamental de réspuns al
masculilor. Influena varstei aduljilor asupra réspunsului la feromonul sexual (natural si sintetic)
a fost studiati la diferite specii de lepidoptere (GRANT 1975, HINDENLANG et al. 1975, KANO &
SATO 1978, BAKER & CARDE, 1979, den OTTER & THoMAS 1980). Reactia de raspuns la
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feromonul sexual natural implicd prezenfa femelelor virgine si a extractului crud de feromon,

Studiul comportamentului feromonal la Mamestra brassicae L. a abordat o serie de aspecte
(STAN 1991, STAN 1996b, STAN et al. 1996), dar nu existd studii comporiamentale dependente
de influenfa vérstei adulfilor, cu excepyia reactiei de rispuns la extractul crud (STAN & ToMEscu
1986) si parfial la feromonul sexual natural eliberat de femele virgine (TOMESCU et al. 1981).

In lucrare sunt prezentate datele obfinute asupra studiului influenfei varstei masculilor si
femelelor asupra rispunsului masculilor de M. brassicae la feromonul sexual natural si sintetic,
analizat prin testiri olfactometrice. Rezultatele au la bazi cercetirile efectuate in perioada 1981-
1989,

Material §i metode

Material biologic. Pentru testiri s-au folosit adulfi proveniti din diferite linii de crestere
ale speciei M. brassicae pe diete artificiale (STAN 1993, STAN & CHis 1995). Emergenia a fost
inregistratd zilnic sau de mai multe ori pe zi (pentru o corects evaluare a vérstei indivizilor).
Conditionarea adultilor pentru testare. Adulfii, separati pe sexe, au fost pusi in vase de
sticld sau custi speciale i pastrafi in aceleasi condifii, pani la varsta de experimentare, fn funcgie
de experiment.
Femelele (pentru testele cu femele virgine) in numir de 3-5, s-au pus n vase de sticld
(V=500 cmc) previzute cu iesire-intrare. In interior s-au introdus benzi din hartie de filtru, ca
suport i o solufie nutritivi (glucozi 10%, fructozi 10%, zaharozi 10%; in fiecare s-a adiugat
0,01% acid ascorbic). Vasele astfel pregitite s-au pastrat in condiiile laboratorului de crestere
(24 £ 1°C; 16:8 ore, lumind:intuneric; UR > 65%; intensitatea luminii in scotofazi de 0,3-0,5
Ix). In fotofaza premergitoare testirii, la varsta maturitigii reproductive (1-3 zile) vasele au fost
duse in laboratorul de testare si atasate la instalaia de testare.
Masculii, imediat la emergen(d, au fost pusi in vase de sticli (V=300-1000 cmc) sau custi
cu perefi din plasd de sarmi si sticld (20 x 20 x 25 ¢m) si pastrafi separat de femele pentru a cvita
contaminarea. In ambele categorii de custi s-a introdus hartie de filtru ca suport si soiufie
nutritivd. Pentru testare, masculii s-au dus in laboarator, in fotofaza premergitoare (estdrii. In
multe cazuri in aceastd perioadi masculii au fost introdusi direct in cusca masculilor a
olfactometrului cu tuburi folosit in testare. In celelalte situafii, trecerea Tn aceasti cugci s-a ficut
cu 30 min inaintea testirii.
Biotestarea olfactometricii. Pentru obfinerea unui raspuns maxim biotestdrile au fost
ficute la sfirsitul scotofazei, perioadi care coincide cu un optim al comportamentului de chemare
al femelelor si rdspuns maxim al masculilor (STAN 1991). Conditiile de tesiare au fost
urmdtoarele: temperatura = 19 + 1°C; intensitatea luminii in scotofazi = 0,3-0,5 Ix, UR >
60%, viteza curentului de aer in olfactometru = 0,7 m/s. Masculii au fost folosifi in serii de 8-
10/testare, iar pentru ficcare varianti s-au testat minim 200 masculi (proveniti din mai multe linii
si generafii).
Testele au fost efectuate cu un olfactometru original, tip clasic, din tuburi de sticli (L=40
cm; diametry = 40 cm; cu tub de legdturd cu con-invers) (STAN 1991, 1996a,b, STAN et al.
- 1996). In cadrul operatiunilor de lucru, aerul (pur sau cu feromon) a fost administrat in reprize
de 60 sec. La un olfactometru s-a efectuat un singur experiment pe zi, iar fiecare serie de masculi
(respectiv femele, in cazul testirilor cu femele virgine) a fost testat o singuri dati. Dupi testare,

 instalafia s-a curdfat cu clorurd de metilen sau acetond, apoi a fost supusi unui curent puternic de
aer gi in final pirfile care s-au contaminat cu feromon au fost expuse radiatiilor UV,

Metoda de biotestare. Pentru studiul comportamentului de raspuns al masculilor la
feromonul sexual, metoda a fost cea utilizatX frecvent in acest fel de cercetiri (BAKER & CARDE
1984).

a. Testdri cu femele virgine (FV). S-au experimentat dou categorii de teste: cu femele de
0-12 zile (si masculi de 1-3 zile); cu masculi de 0-10 zile (si femele de 1-3 zile). Inainte de
testare, dupd asigurarea condifiilor experimentale att femelele cat si masculii au fost
precondifionati timp de 15-30 minute, perioads in care s-a observat comportamentul individual
(postura de chemare a femelelor, activitatea locomotoare a masculilor, tipul de reacfie
comportamentald la stimulul luminos, etc). Apoi a fost conectati sursa de zer pur (3-5 min) si s-a
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observat in continuare comportamentul masculilor. Dacd in acest interval de timp a fost observat
un comportament caracterizat de elemente caracteristice ale secveniei de rdspuns la feromon fn
conditiile Tn care testirile au fost efectuate cu acest tip de olfactometru (elementele I-VILI; (STAN
1991, 1996a,b), seria a fost inliturati din experiment. In conditiile unui comportament normal,
s-a conectat sursa de feromon, in 2-3 reprize a 60 secunde, separate prin reprize de aceeasi durati
in care s-a administrat aer pur, iar olfactometrul s-a aerisit. :

b. Testiiri cu extract crud de feromon sexual (ECFS). Aceeasi metodologie ca la punctul
a. dar in locul vasului cu femele virgine s-a folosit un dispozitiv special in care s-a introdus o
rondea de hértie de filtru pe care s-a aplicat ECFS cu concentratia in EF (echivalent-femeld). S-au
ficut extrageri de la femele de 0-10 zile. Testdrile au fost ficute cu 3-4 EF, in doud variante: cu
masculi maturi sexual (2-4 zile) i cu masculi de diferite virste (cvu extract de la femele de 2-4
zile). Extractul fost obfinut prin tiierea ultimelor segmente abdominale de la femelele in chemare,
macerare in solvent organic, filtrare §i concentrarea extractului (BARTELL & SHOREY 1969,
GRANT 1975).

c. Testdri cu ZI1-16:Ac. In dispozitivul special conectat la olfactometru, componentul
principal al feromonului sexual (Z11-16:Ac; folosit pentru testirile a cdror rezultate sunt publicate
in aceastd lucrare) a fost aplicat tot pe rondele din hértie de filtru cu porozitate' mare (la fel ca i
ECFS). Componentul principal a fost sintetizat la I. Chimie Cluj-Napoca (Lab. Produsi Naturali)
si au avut puritatea > 98%. Doza = 100 ug. Alte date sunt prezentate in figurile din text.

Aprecierea comportamentului de rispuns. Conform datelor publicate anterior (STAN
1991, 1996a,b STAN et al. 2000), comportamentul de rdspuns al masculilor in testirile
olfactometrice a fost apreciat dupd 7 metode. In cercetiiri efectuate n'a doua parte a intervalului,
pentru a surprinde diferente intre atractivitatea compusilor sau combinafii ale acestora, s-a folosit
o noud metodologie de studiu (STAN et al. 1998a, b).

In cadrul comportamentului de raspuns al masculilor de M. brassicae la feromonul sexual
au fost definite 8 elemente comportamentale (E; 1 - VIII) (STAN 1991, 1996a,b). Cele 4 elemente
cheie, parfial modificate in concordanfi cu metoda de testare, sunt:

- I-Il = activarea (vibrarea aripilor, miscarea antenelor, ridicarea abdomenului de pe
substrat, stare de agitajie pe loc sau deplasiri scurte) si luarea zborului;

- III = activitate locomotoare (mers si zbor impotriva curentului de aer, spre peretele
dinspre care se elibereazil atractantul, la nivelul tubului de legéturd al olfactometrului);

- V1 = riispunsul pozitiv (%R1) a fost marcat de trecerea prin tubul de legdturd;

- VII = rispuns caracterizat de stare de excitajie §i comportament caracteristic actividii
de curtare [s-a inregistrat numai pentru masculii care au trecut prin tubul de legdwrd (A) sau
pentru tofi masculii din seria testatd (B)];

Riispunsul pozitiv (%R). A fost evaluat prin doud modalitifi:

- %R2 = masculi care au avut un raspuns tipic fiecdrui element comportamental;

- %R3 = media rispunsului pentru elementele VI si VII; (relatia a inlocuit vechiul mod
de apreciere numai dupd numidrul de masculi care au trecut prin tubul de legdturd al
olfactometrului = %R1). De asemenea, s-a introdus un nou parametru - eficenfa mediatorului
chimic (EMC). Este pusi in evidenji calitatea substanjei testate, dar §i vigurozitalea raspunsului
prin luarea in considerare a duratei de timp scursi din momentul administrérii substanfei si pina
la inregistrarea rispunsului comportamental caracteristic. In cadrul figurilor sunt marcate cele 3
reprize de testare (R,) de céte 60 sec (1, 2, 3), iar pentru ficcare reprizd s-au delimitat 3 perioade:
sec 1-10 (a); sec 10-20 (b); >20 secunde (c). Valoarea medie a R, este consideratd pentru
intervalul dintre momentul conectirii sursei atractante si realizarea comportamentului din
elementul VI, :

Prelucrarea datelor. Diferenjele dintre variante au fost puse in evidentd prin Duncan'’s
New Multiple Range Test (D’sSNMRT; P = 0,05).

Rezultate gi discutii

Riotestiiri cu femele virgine (FV). Datele obtinute in studiul influentei vérstei masculilor
asupra rispunsului la feromonul sexual eliberat de femele virgine mature sexual sunt prezeniate
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in Fig. 1. Un rispuns optim a fost objinut pentru masculii de 2-5 zile, cu un maxim pentru
masculii de 2-3 zile, Un comportament feromonal evident au prezentat si masculii de o zi, Prin
noua metodd propusd se compard riispunsul la nivelul elementelor comportamentale VI (numérul
de masculi trecufi prin tubul de legiturd al olfactometrului = %R,) si V1l (evaluarea raspunsului
care fine cont i de elementele caracteristice comportamentului de rdspuns = %R;). Pentru
masculii de 1-5 zile valorile %R, au fost cuprinse pe intervalul 67,5-80,4%, cu un maxim pentru
masculii de 2-3 zile (pentru aceeasi categorie, %R, a fost cuprins pe intervalul 60,0-73,5%).
Cresterea vArstei a determinat o diminuare progresivd a rispunsului, dar s-a constatat c¢i o
diminuare a activitifii locomotoare la adulfii bitrdni pare a fi compensatii de o intensificare a
comportamentului la nivelul celorlalte elemente comportamentale (stare de excitajie crescuti,
capacitate mai mare de discriminare a calitifii stimulului atractant). In felul acesta %R, devine
aproape egal cu %R, (Fig. 1,c). Pe de alti parte, ca reacfie de rdspuns la feromonul sexual
natural chiar dacd cel mai mare procentaj de rispuns s-a inregistrat in primele secunde ale
primului minut de testare, activitatea comportamentald s-a prelungit si in urmitoarele doud reprize
de testare (R). Noi am asociat acest model comportamental cu prezenja si implicit, cu rolul
compusilor secundari ai feromonului sexual
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Fig. 1. Influenfa virstei asupra comportamentului de riispuns al masculilor de Mamestra
brgssicae la feromonul sexual natural eliberat de femele virgine, evaluat prin biotestiri
olfactometrice. a. - elementele comportamentale (E.) de apreciere a rispunsului; A - procentul de
réspuns la nivelul elementului comportamental VI1, numai pentru masculii trecugi prin tubul de
legdturd al olfactometrului; B - riispuns comportamental pentru tofi masculii experimentagi/serie;
Aceeagi literd indicd diferenje nesemnificative intre variante, la nivelul aceluiasi element
comportamental (D'sNMRT; P=0,05); b - nivelul de rispuns pe reprize de testare (detalii in text);
¢ - reprezentarea comparativil a raspunsului evaluat cu ajutorul %R, (procentul de rispuns numai
pentru masculii trecufi prin tubul de legituri-al olfactometrului) si %R, (media dintre vispunsul
pentru E.VI i EVIIB),

Influence of age. on the response behaviour of males of M. brassicae 1o lhe natural sex
pheromone released from virgin females, evidenced by means of olfactometer bioassays. a.
Behavioural steps I-11, 111, VI, VII (E); A - percent behavioural response in the step VI only for
males passed thruugh olfactometer coupling tube; B - the response for all tested males/repetition.
In the comparison, for each behavioural step, means with different letters are significantly diferent
(D'sNMRT; P=0,05). b - Response depending of moment of pheromone released in olfactometer
(Ry; three (4, b, ¢) releasing bouts/min and 3 minutes (7, 2, 3) of bioassay. ¢ - Relation between
the percent response and male age. The response was evaluated relied on %R, (the number of male

moths passed through ulfacmmeier coupling tube) and %R, (the mean for two behavioural steps -
E VI and EVIIB).
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Compararea acestora cu valorile %R, scoate in evidentd unele deosebiri datorate in primul
rdnd tehnicii de experimentare. Pe baza unui numir mare e testdri efectuate in timp cu ajutorul
acestui tip de olfactometru s-a afirmat (STAN 1991, STAN et al. 1996, STAN et al. 1998a, b) ci
este o metodid corectii §i apropiati de situatia existentd in naturd, unde masculul trebuie si se
remarce prin capacitate de percepere a stimulului, orientare spre sursi, deplasare anemotacticil
oplomotoare spre aceasta cu evitarea obstacolelor intdlnite pe traseu §i contactarea sursei. Pornind
de la aceste prime aspecte s-a observat cd in foarte multe situafii nu tofi masculii vigurosi si cu
un comportament tipic de rispuns sunt §i capabili de a trece prin tubul de legiturd al
olfactometrului. In aceste sitvafii s-au luat in considerare si indivizii acestia (caracterizafi de
elemente caracteristice de rispuns §i care au alerizat pe peretele olfactometrului §i au prezentat
o activitate locomotoare intensd chiar in dreptul orificiului tubului de legéturd). Incapacitatea de
trecere poate fi asociatd cu un fenomen de inhibifie (fie la nivelul receptorilor olfactivi, fie la
nivelul sistemului nervos central). Administrarea stimulului atractant in reprize (fenomen similar
cu un model de chemare ritmic#) separate de alte reprize de aerisire, inldturd sau diminueazi acest
fenomen.

O serie de factori interni sau externi, inclusiv cei asociati cu tehnica de experimentare pot
modifica valorile %R. Astfel, in condifiile in care s-a modificat regimul termic (la precondifionare
sau testare), s-a modificat si varsia la care s-a inregistrat un maxim al rdspunsului masculilor de
M. brassicae (Fig. 2). Fenomenul este similar cu cel semnalat la nivelul comportamentului de
reproducere (STAN et al. 2000). Apoi, in situafia in care se modificd unii parametrii privind
cresterea populatiilor Tn generafii succesive, se schimbi si comportamentul de rispuns la-
feromonul sexual (STaN & CHis 1995).
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Fig. 2. Modificiri in“trendul curbei de raspuns a masculilor de Mamestra brassicae la
feromonul sexual natural eliberat de femele virging, in functie de acfiunea combinatd a virstei i
temperaturii. Raspunsul a fost evaluat cu ajutorul parametrului %R,. '

The curve trends of the Mamestra brassicae male moths response to the natural sex
pheromone released from virgin females depending on age and temperature, Response evaluated
by means of the male number passed through the olfactometer coupling tube (%R,).

Cercetiirile au dovedit ¢i si varsta femelelor, ca sursi care elibereazi atractantul sexual,
a avut un rol la fel de important. Ridspunsul, estimat prin cele trei modalitdfi, evidenjiazd clar
acest aspect (Tab. 1). Inregistrarea unui %R ridicat la femelele de 1 zi dovedeste prezenja
feromonului si la aceastd varstd (fenomen semnalat §i in testele de imperechere). Datele concorda
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cu studii citologice ficute la M. brassicae (MOLNAR & ROMAN 1983) desi anterior s-a afirmat ca
la aceastd specie nu s-a pus in evidenyi existenfa feromonului sexual la femelele de aceasti varsti.
Datele diferd de la autor la autor in functie de condifiite de crestere si de experimentare.

Tabelul 1
Influenfa virstei femelelor de Mamesiru brassicae asupra comportamentului de rispuns al
masculilor la feromonul sexual natural. Evaluare prin biotestdri olfactometrice ca rdspuns la
feromonul sexual (FS) eliberat de femele virgine (FV) si extract crud de feromon sexual (ECFS).
Procentajul de rispuns (%R) este prezentat 1a nivelul elementelor comportamentale (EI - VI1), cu
ajutorul celor 3 parametrii: %R, (numir de masculi care au trecut prin tubul de legiturd al
olfactometrului), %R, (rdspuns caracteristic comportamentului de curtare tipicd) si %R, (media
dintre rispunsul pentru E VI i E VIIB)

Influence of female age on the response behaviour of M. brassicae male moths o the
natural sex pheromone, released from virgin females (FV) and crude extract of sex pheromone
(ECFS). The percent of response (%R) was evaluated for all behavioural steps (EI-V1I)-by means
of three modalities: %R, (the number of male moths which passed through the olfactometer
coupling tube), %R, (response which characterised the courtship behaviour) and %R, (the mean
response for E,VI and E_VIIB)

Virsta Réspunsul comportamental / Behavioural male response (%R)*
29 -
(zile) | FS %R, %R, %R,
Age (VD (xVI+VII
(days) (1-11) (L11) (VIIA) (VIIB) B)
FV 66,0" 90,2* 86,8 44 6 o3 Ta7t
| ECES 54,2% 92,6" 88,5™ 40,3" 74,6 64 4™
FV 755" 93,5° 92,64 40,3* 88,6 77,9
3 ECES 62,8" 95.4™ 94,8" 36,4m 90,3" 76,6"
FV 66,3 38,6 82,6 32 4° 80,8" 73,6
5 ECES ST 89,2m 87,4™ 28,5" 81,0m 69, 1™
FV 48,7° 86,5b* 82,5 30,4° 58,8° 538"
b7, ECES 44 80 82,1 80,6™ 30,6" 62,2° 53:5¢
9 FV 49,.8° 87,4° 82,4° 26,8" 54,7 52,3°
ECFS 4520 82,3" 76,5 284" 51,4° 48,3v
1465, FV 34,6¢ 74,8° 70,5¢ 15,4¢ 54,3¢ 44 ,5°
ECFS 30,2° 70,6° 68,8" 15,8 58,67 44 4v
132 FV 30,44 I?B,S"‘ 72,8° 1275 60,2¢ 45,6*
ECFS 32,2 80,17 76,5™ 10,57 54,3" 43.3¢

Test de semnificaie evaluat pentru numirul de masculi cu comportament de rispuns; Aceeasi literd
(grup: 4, b, ¢, d) indicd diferenfe nesemnificative in cadrul aceluiasi tip de rdspuns in funciie de
virstd, pentru femele virgine, iar aceeasi literd (grup: m, n, p, r) indici diferenfe nesemnificative
pentru acelasi tip de rdspuns in funcfie de varst, pentru ECFS (D'sNMRT; P=0,05).

The significance test was estimated for M, brassicae male moths, with typical response behaviour,
Means with the different letter (from the group a, b, ¢, d) are significantly different among
behavioural steps within the same age, and means with the different letter (from the group ni, n,
p. 1) are significantly different among age within the same behavioural step. Data for ECFS
(D'sNMRT; P=0,05).

Biotestiiri cu extract crud de feromon sexual (ECFS), Virsta masculilor de M, brassicae »

influenfat si comportamentul de raspuns la ECFS (Fig. 3) dupd un model similar cu cel objinut pentru
femelele virgine, dar au existat si diferenfe evidente. Astfel, pentru masculii de 1-5 zile, comparativ,
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valorile procentuale ale rispunsului au fost mult mai scizute Ja nivelul celor doi parametrii (%R, = 36,1~
75.6%:; %R, = 40,0-53,4%). Se observi ci odatd cu cresterea virstei s-a diminuat decalajul intre %R,
si %R, (Fig. 3,¢) dar pentru masculii bitrini nu au mai existat valori apropiate ca in cazul rdspunsului la
feromonul sexual eliberat de femele virgine. Comportamental (Vg), au existat valori mari ale rispunsalui,
dar valorile medii ale %R, au fost sciizute datoritd valorilor mici obinute pentru la nivelul E; VI (%R,).
Aceste diferente sunt extrem de interesante iar numirul redus de masculi care au trecut prin tubul de
legiturd al olfactometrului este in contrast cu nivelul mare al rispunsului obtinut la nivelul E_ I-11 si TIL.
O eventualit explicajie trebuie clutatd in calitateasi cantitatea ECFS. Pe de o parte concentratia ECEFS 4 fost
mai mare comparativ cu cantitatea echivalentd eliberatil de femelele virgine testate, iar pe de altd parte, este
posibili existenta unor modificiri la nivelul componentilor minori ceea ce a afectat specificitatea. Nu este
exclugi nici o alterare a compozijiei extractului, cauzati de tehnica de prelucrare. Desi studiile noastre s-au
bazat pe un numir foarte mare de testiri a tost dificil sd s stabileascil o echivalentd corectd intre cele 3
categorii de atractant sexual (femele virgine, extract crud §i feromon sintetic) (STAN ET AL. 1998 4, b).

Concentraia ECES (exprimatd in echivalent-femeld) a influengat semnificativ raspunsul in
testirile noastre (STAN & ToMEescu 1986), dar o variafic mare a existat si pentru o aceeasi
concentrafie.

Fenomenul este valabil, fiind i semnalat, la multe alte specii studiate, dar exista sl specii
la care s-a inregistrat acelagi %R la concentratii foarte diferite. Astfel, la Heliothis virescens nu
au fost diferente intre concentrafiile de 2,5 si 10 EF.

In functie de specie §i de durala de viajX existd un model caracteristic al comportamentului
de raspuns in relajie directd cu varsta masculilor. Chiar la M. brassicae (OTTO et al. 1976) s-a
evidenjiat un rispuns optim pand la vérsta de 7 zile. La diferite specii de noctuide din SUA
rispunsul optim la ECFS a fost objinut pentru masculi de 1-5-8 zile (SHOREY et al, 1968); la
Trichoplusia ni virsta optimd a fost de 2-10 zile (BARTELL & SHOREY 1969). La Orgyia
leucostigina varsta optim de rdspuns a fost de 1-3 zile, dupd care a scazut mult. In plus %R a
fost semnificativ influenjat de concentrafia extractului. De exemplu la 10 EF, pentru masculii
de 2 zile %R=58%, pentru cei de 9 zile %R < 10%, iar pentru cei de 21 zile a fost absent; pentru
acestia din urmd %R=45% la o concentrajie de 10 EF (GRANT 1975).
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Fig. 3. Influenja vérstei masculilor de Mamestra  brassicae asupra rispunsului
comportamental la extractul crud de feromon sexual natural, evaluat prin biotestiri olfactometrice.
Alte explicatii - ca in Fig. 1.

Influence of age on the response behaviour of males of M. brassicae to the crude extract
of the sex pheromone, evidenced by means of olfactometer bioassays, Another explanations - as
in Fig. 1.

Dependent de concentrajie si vArstd, un asp]:cl similar a fost evidenfiat si la 7. ni (SHOREY &

GASTON 1964). Pe intervalul varstei de 1-6 zile %R a crescut progresiv. O crestere similar a fost asociatd
§i cu cresterea concentraiei pe intervalul 10 - 10" EF dar acestd crestere a fost nesemnificativi pentru
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virsta de 1 si chiar 2 zile, dar puternic semnificativa la masculii de 5-6 zile. Pentru specia Phthorimaca
operculella un rispuns optim a fost obtinut pentru masculii de 1,5 - 5,5 zile la o concentraie a extractului
de 10" EF (HINDENLANG et al. 1975). :

Virsta femelelor in extract a influenjat si la M. brassicae raspunsul masculilor (Tab. 1),
Nu au existat diferenje mari intre aceste valori si cele obfinute anterior cu testdri cu femele
virgine de diferite vérste.

In funcgie de durata de viaf, la fiecare specie existd §i pentru femele un interval al varstei
optime in care riispunsul are valorile cele mai mari. Acesta este de 2-6 zile la T. ni (SHOREY &
GASTON 1964), 0,5-4 zile la Cadra cautella, 2-7 zile la Phthorimaea operculella (HINDENLANG
et al. 1975) i 2-9 zile chiar la M. brassicae (OTTO et al. 1976).

Biotestiri cu feromon sexual sintetic (FSS). Datele obfinute sunt prezentate in Fig. 4.
Pentru elementele comportamentale I-11, Il si V1I; rezultatele evidentiazd un model foarte
apropiat de cel obtinut in cazul testarilor cu ECFS, In schimb, pentru E; VI, nivelul rspunsului
a fost mult mai mare (pentru masculii de 1-5 zile %R, = 52,1-68,4%). Pentru E. VII; s-a
inregistrat cel mai mare nivel de rispuns (%R = 86,4-97,5 %) astfel ci si valorile %R, au fost
mari (69,3-82,9%). In cazul testdrilor cu FSS rispunsul a fost dominant in primele secunde ale
primei reprize de testare §i s-a redus progresiv cu cresterea varstei (Fig. 4,b). Datele obtinuie au
evidentiat ci rispunsul cel mai mare a fost objinut in cadrul testérilor cu Z11-16:Ac, componeniul
principal al feromonului sexual, iar fntre %R, si %R, s-a meninut acelasi decalaj, indiferent de
varstd (Fig. 4,c). :
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Fig. 4. Influenfa virstei masculilor de Mamesira brassicae asupra raspunsului
comportamental la feromonul sexual sintetic (Z11-16:Ac). Alte explicafii - ca in Fig. 1.

Influence of age on the response behaviour of males of M. brassicae to the synthetic sex
pheromone (Z11-16:Ac¢) evidenced by means of olfactometer bioassays. Another explanations -as
in Fig. 1. ;

Date publicate anterior au pus in evidentd faptul cd Z11-16:Ac este implicat in special in atragerca

" masculilor de la distanfd in timp ce componentii secundari au rol in comportamentul de curtare, chiar daci

numirul si rolul lor nu a fost inci stabilit, fiind chiar sugerat un rol redundant al acestora (15, 16, 18, 19).
De fapt si in studiile de capturd efectuate in cimp, Z11-16:Ac s- dovedit a fi atractiv §i specific.

Capacitatea de rispuns la feromonul sexual sintetic dependent de véarsta masculilor este dependentd

de specie. La Adoxophyes orana pe intervalul optim al virstei de 4-9 zile rdspunsul maxim a variat
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nesemnificativ (den OTTER & THOMAS 1980), la Grapholitha molesta pe intervalul 14 zile, rispunsul
maxim a fost inregistrat la masculii de 4 zile (BAKER & CARDE 1979) si la masculii de § zile, pentru
intervalul 3-5 zile, la specia Chilo suppressilis (KANNO & SaTo 1978). Influenga simultand a altor factori
modificd insd modelul comportamental. In condiiile in care mascrlii de T. ai au fost finufi la o temperaturi
constantd de 25°C sau o termoperioadd de 25:15°C, fotafazd:scotofazi, iar testarea s-a ficut la 25°C, un
rispuns maxim a fost obfinut pentru masculii de 5 zile. In conditiile in care precondifionarea s-a ficut la
o temperaturd constantd de 15°C, iar testarea s-a ficut tot la 25°C, rispunsul maxim s-a inregistrat pentru
masculii de 9 zile (BOLLINGER et al. 1977),

Pentru testiirile cu feromon, sexual sintetic s-a analizat si periodicitatea comportamentului de
rdspuns corelat cu virsta masculilor de M. brassicae. Datele aratd ci odatid cu cresterea varstei rispunsul

s-a inifiat mai timpuriu in scotofazil (Fig. 5). et M
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Fig. 5. Influenja varstei masculilor de Mamestra brassicae asupra rispunsului la feromonul
sexual. Masculi precondifionafi la o scotofazi de 8 ore i testagi intr-o ‘scotofazi de 12 ore. Benzile
negre de sus marcheazd perioada de rispuns iar sigefile - ora medie a perioadei de riispuns; banda
albd (M) reprezintid martorul (masculi de 2-3 zile, precondifionali si testafi la o scotofazi de 8 ore):
I - 11 reprezinti virsta masculilor. Rispunsul a fost estimat prin parametrul %R,

Influence of age on the response behaviour of males of M. brassicae 1o the sex pheromone.
Males were preconditioned to a scotophase of 8 hours and were tested to a scotophase of 12 hours.
Upper black bands indicate the response period and arrows showed the mean hour of the response
period, The white band represents the control (2-3 days age of males, preconditioned and tested

10 a scotophase of 8 hours); 1 - 11 indicated the male age. The response was estimated by means
of %R, ¥

Testirile efectuate pe durata unei scotofaze de 12 ore au pus in evidenti un trend extrem
de interesant al curbelor de riispuns. Se constati ¢ in cazul masculilor tineri rispunsul s-a inifiat
mai’ tirziu fapt care sugereazi ci in acest caz o scotofazi scurtd este inadecvati in cercetirile de
laborator, modelul objinut nefiind cel real. Odatd cu cresterea varstei rispunsul s-a inifiat
progresiv mai timpuriu, iar rezultatele sugereazi existenja unui comportament cu valoare
adaptativa pentru specie. Pe de altd parte, perioada de rdspuns la feromon a masculilor este mai
largd decit perioada de chemare, in felul acesta masculii sunt pregitii fiziologic si
comportamental pentru rispuns chiar inainte de intrarea femelelor in chemare.
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Analiza modelului calititii rispunsului la feromon (MOCAR) in relatie cu virsta.
Datele sunt prezeniate in Fig. 6. Acest model original reprezintd o posibilitate deosebit de
rentabild §i corectd pentru caracterizarea rdspunsului la un anumit mediator chimic, pe baza
raspunsului in testarea olfactometricd (STAN 1991, 1996 b). Pentru a fi edificator este nevoie de
un optim de informatie obfinut pe baza unui numér mare de teste. Se lucreazd cu valori medii la
nivel populational pentru a diminua semnificativ variatiile individuale obfinute intr-o seric, de
testare sa-u diferenfele care apar de la 0 susd la alta sau de la o generafie la alla. Datele obfinute
in aceste biotestiri, implicind o perioadi relativ lungd, cu multe linii de crestere §i generajii
asigurd objinerea unui model la care pot fi raportate rezultate ulterioare. Cu ajutorul unui
asemenea model a fost analizat rolul compusilor secundari ai feromonului sexual la M. brassicae
(STAN et al. 1998 b).
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Fig. 6. Calitatea riispunsului masculilor de Mumestra brassicae la feromonul sexual.
Modelul (MOCAR) se bazeazdi pe evaluarea procentuali a datelor obfinute in testirile
olfactometrice  referitoare la relatia dintre vérstd i rdspuns in cadrul diferitelor elemente
comportamentale (E.). Alte detalii - ca in Fig. 1).

The quality response of M. brassicae male moths to the sex pheromone, Model (MOCAR)
was relied on all data obtained from laboratory bivassays within the framework of relation age-
response for different behavioural steps (E,). Another explanations - as in Fig. 1.

Referitor la influenja varstei masculilor asupra comportamentului de rispuns, analizatd la
nivelul celor 4 elemente comportamentale cheie, datele evidenfiazd 4 aspecte interesante: a).
masculii de 0 zile nu prezintd un comportament sexual, dar manifestd activitate locomotoare; b).

* unrispuns optim a fost obfinut pentru masculii de 1-7 zile (maxim la 2-4 zile); c). incepand cu
virsta de 8-9 zile s-a diminuat activitatea locomotoare, dar activitatea sexuald s-a mentinut si la
adultii de 12-13 zile; d). la adulfi cu varsti mai mare de 13-14 zile activitatea locomotoare
inceteazi efectiv, dar comportamentul de reproducere se mai mentine (se poate spune chiar pani
aproape de moartea indivizilor). :

Se poate observa ci incepand cu virsta de 6-7 zile capacitatea masculilor de a trece prin
tubul de legiturd al olfactometrului (E, VI) se reduce semnificativ i rdspunsul a fost absent peste
varsta de 10 zile. In schimb, comportamental (E, VII;) a existat un raspuns §i la varsta de 15 zile.
Datele obfinute sunt in favoarea folosirii metodei nou sugerate pentru aprecierea comportamentului
de rispuns. In acest fel, o medie intre cele doud valori individuale este mult mai apropiatd de un
model comportamental real in naturd. In plus, existenfa unui comportament feromonal al
masculilor explici si nivelul imperecherilor pentru adulfii batrani (chiar §i pentru cei de 18 zile)
(STAN & CHIs 1995; STAN et al. 2000).
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Concluzii

Prin metoda olfactometrici, in condifii de laborator a fost testat comportamentul feromonal
al masculilor de Mamestra brassicae la feromonul sexual natural (femele virgine si extract crud)
§i sintetic (Z11-16:Ac, componentul principal),

Pentru aprecierea rdspunsului s-a folosit o metodd originald noui, dependenti de metoda
originald de biotestare §i s-a notat %R,. Aceasta reprezintii media dintre numarul masculilor care
au trecut prin tubul de legdturd al olfactometrului (%R,) si numirul toatal al masculilor testa}i care
au prezentat un comportament caracteristic de raspuns evidentiat de 8 elemente comportamentale
caracteristice (%R;).

Indiferent de calitatea atractantului, a existat o varsti optimi a masculilor (2-5 zile) pentru
care rispunsul a fost optim (maxim pentru vérsta de 2-4 zile), iar cresterea varstei peste acest
interval a determinat o diminuare progresivd a rispunsului. In condifiile de testare folosite un
comportament de rdspuns a fost evidengiat §i pentru masculii de o zi.

In cazul testirilor cu femele virgine si extract crud de feromon sexual, procentajul de
rdspuns al masculilor a fost influenjat si de virsta femelelor. Intervalul optim a fost inregistrat
pentru femele de 2-7 zile. Un rdspuns comportamental eficient implici neaparat prezenja
masculilor tineri, maturi sexual.

In conditiile in care s-a folosit noua metoda de apreciere a réspunsului comportamental iar
datele au fost prelucrate matematic si interpretate cu ajutorul modelului original al calitafii
raspunsului (MORCAR) s-a putut vizualiza calitatea raspunsului la nivel individual si populajional
in funcfiede fiecare element comportamental. Modelul poate fi folosit pentru’ caraclerizarea
raspunsului si la alji mediatori chimici sau substanfe cu rol in influenfarea comportamentului
general (zbor, hriinire, reproducere).
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