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RESUMO

TRANSLOCAC}AO DE DIAMIDAS EM SOJA E MILHO E EFEITO SOBRE
Helicoverpa armigera (HUBNER, 1808) E Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797)

AUTOR: Maiquel Pizzuti Pes
ORIENTADOR: Jerson Vanderlei Caris Guedes

A caracterizacdo da translocacdo de inseticidas em plantas é fundamental para otimizar a
eficiéncia de controle e minimizar custos ao produtor. O presente trabalho apresenta dois
artigos que tem como objetivos caracterizar a mobilidade dos inseticidas clorantraniliprole e
ciantraniliprole nas culturas do milho e da soja. O primeiro artigo intitulado “Translocation of
chlorantraniliprole and cyantraniliprole applied to maize as seed treatment and foliar spray to
control Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)” relata o estudo da translocagdo de
clorantraniliprole e ciantraniliprole, aplicados em tratamento de semente e via pulverizagdo
foliar na cultura do milho (VE e V3), para caracterizar a acdo sistémica de ambas as
moléculas nas folhas emitidas apds aplicacdo. A translocacdo de ambos inseticidas foi
mensurada por meio da quantificacdo quimica em LC-MS/MS e bioensaios em laboratorio
com S. frugiperda. Clorantraniliprole e ciantraniliprole foram absorvidos e redistribuidos na
planta de milho conferindo acdo residual prolongada com controle satisfatério de S.
frugiperda. O segundo artigo intitulado “Diamidas antranilicas: uma alternativa para o
controle de lepidopteros no periodo de florescimento em soja Bt?” objetivou avaliar a
mobilidade de clorantraniliprole e ciantraniliprole em plantas de soja apds aplicacdo via
tratamento de sementes e em pulverizacdo foliar. Foram realizados ensaios em laboratério
com Helicoverpa armigera e S. eridania juntamente com a quantificacdo quimica em LC-
MS/MS, para mensurar a translocagdo de ambos os inseticidas. O movimento de
clorantraniliprole e ciantraniliprole nas diferentes formas de aplicacdo ficaram evidentes nas
plantas de soja, com os resultados de mortalidade de lagartas e da quantificacdo dos
ingredientes ativos nos tecidos florais. Desta maneira, fica comprovado que as diamidas
antranilicas sdo facilmente translocadas e sdo importantes para 0 manejo de lepiddpteros que
atacam flores da soja. As propriedades fisico-quimicas das diamidas antranilicas possibilitam
a mobilidade de ambos os inseticidas via xilema, entretanto, a forma de aplicacdo e a espécie
da planta sdo determinantes para que isto ocorra.

Palavras-chave: Clorantraniliprole. Ciantraniliprole. Controle quimico. Movimento
sisttmico. Glycine max. Zea mays.



ABSTRACT

TRANSLOCATION OF DIAMIDES IN SOYBEANS AND CORN AND ITS EFFECT
ON Helicoverpa armigera (HUBNER, 1808) AND Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH,
1797)

AUTHOR: Maiquel Pizzuti Pes
ADVISOR: Prof. Dr. Jerson Vanderlei Carus Guedes

Characterization of insecticide movements in plants is important to optimize control
efficiency and minimize costs to grower. The present work provided two articles that aims to
characterize the mobility of chlorantraniliprole and cyantraniliprole in corn and soybean
plants. The first article entitled as "Translocation of chlorantraniliprole and cyantraniliprole
applied to seed treatment and leaf spray to control Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae)" assessed the movement of chlorantraniliprole and cyantraniliprole applied via
seed treatment and foliar spray in maize (VE and V3), to characterize the systemic action of
both molecules on the leaves emitted after application. The translocation of both insecticides
was quantified in leaf tissues via chromatography technique (LC-MS/MS) and laboratory
bioassays with S. frugiperda. Chlorantraniliprole and cyantraniliprole were absorbed and
redistributed in the corn plant conferring prolonged residual action with satisfactory control of
S. frugiperda. The second article entitled " Anthranilic diamides: an alternative to control of
lepidoptera in Bt soybean during flowering?" aimed to evaluate the mobility of
chlorantraniliprole and cyantraniliprole in soybean plants after application through seed
treatment and foliar spraying. Laboratory bioassays with Helicoverpa armigera and S.
eridania and quantification of active ingredients in flower tissues via LC-MS/MS were
accomplished. The movement of chlorantraniliprole and cyantraniliprole in soybean plants at
different forms of application were evident with the results of caterpillar mortality and
quantification of active ingredients in floral tissues. Thus, proving that antranilic diamides are
easily translocated and are import for the management of lepidopteran pests that feed on
soybean flowers. The physicochemical properties of anthranilic diamides allow the mobility
of both insecticides via xylem, however, the form of application and the plant species are
determinant for this translocation.

Key words: Chlorantraniliprole. Cyantraniliprole. Chemical control. Systemic movement.
Glycine max. Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um pais agricola, que apresenta aproximadamente 21% do seu Produto
Interno Bruto (PIB) oriundo do agronegdcio. No ano de 2018 a area cultivada com graos foi
de 62,48 milhdes de hectares, da qual, apenas as culturas da soja (Glycine max (L.) Merrill) e
do milho (Zea mays L.), foram responsaveis por ocupar mais de 80% da area total cultivada
(CONAB, 2019). Um dos atuais desafios da agricultura é buscar o incremento da
produtividade dessas culturas com a otimizacdo dos recursos do meio e 0 USO e
desenvolvimento de novas tecnologias, sem que haja a necessidade da expansdo da area
cultivada, tornando a agricultura um sistema mais sustentavel.

A agricultura moderna é dindmica e a cada nova safra, frequentemente se depara com
problemas que limitam o potencial produtivo de grdos, como danos ocasionados pelo ataque
de insetos-praga. O controle quimico € considerado um dos pilares do Manejo Integrado de
Pragas (MIP) e uma das principais estratégias utilizadas para 0 combate as pragas nas culturas
agricolas. A eficiéncia biologica de um inseticida pode ser influenciada por diferentes
aspectos, dentre os quais, a capacidade de translocacdo do ingrediente ativo no interior do
tecido vegetal, ou seja, atividade sistémica (WU et al., 2019). A translocacéo € definida como
a capacidade que uma determinada molécula apresenta ap6s ser absorvida, de se mover do
local de aplicagéo para outros tecidos da planta.

Moléculas com propriedade sisttémica sdo desejaveis no desenvolvimento de novos
inseticidas, entretanto, atualmente esse tem sido um dos grandes desafios encontrados pelos
pesquisadores na descoberta de novos agroquimicos (ZHANG et al., 2018). Tal propriedade,
possibilita uma menor exposicdo do inseticida aos insetos benéficos e aos seres humanos.
Inseticidas sisttmicos como via floema, possibilitam o controle de alguns insetos sugadores
ndo controlados por meio de produtos de contato (WU et al., 2019). Além disso, permite um
periodo mais prolongado de protecédo das plantas, pois uma vez dentro dos tecidos vegetais, 0
ingrediente ativo sera distribuido para novos 6rgdos emitidos apos a pulverizacao foliar, como
raizes, folhas, flores e frutos. Essa redistribuicdo do ingrediente ativo, podera resultar num
menor nimero de aplicagdes e consequentemente em um menor custo ao produtor.

Inseticidas com propriedades sistémicas e de translocacdo via xilema e floema sdo
incomuns. Os inseticidas vamidotiom e sulfona de aldicarbe sdo exemplos de inseticidas

desenvolvidos no passado e com propriedade sistémica, entretanto, com elevado grau de
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toxicidade para mamiferos. Inseticidas do grupo quimico dos neonicotinoides, tal como,
tiametoxam, também demonstram atividade sistémica via xilema e floema (TORRES;
REGITANO, 2012). O spirotetramat € um dos raros inseticida recentes desenvolvidos e
comercializado no mercado com ambimobilidade (BRUCK et al., 2009). A agéo sistémica
estd relacionada com as caracteristicas fisico-quimicas da molécula, como log Kow, pKa €
massa molecular (NORBERT, 2014).

As diamidas antranilicas sdo inseticidas com aproximadamente 10 anos no mercado
com amplo espectro de acdo sobre diferentes ordens de insetos-praga, sendo utilizadas em
larga escala pelos produtores (SELBY; LAHM; STEVENSON, 2016). As caracteristicas
fisico-quimicas das moléculas clorantraniliprole e ciantraniliprole, juntamente com estudos ja
existentes, indicam que ambas as moléculas sdo capazes de se translocar no interior das
plantas, principalmente quando utilizadas em tratamento de semente (BARRY et al., 2015;
CHEN et al., 2015). Entretanto, a translocacdo dessas duas moléculas, varia de acordo com o
método de aplicacdo, idade e a espécie da planta. Desta maneira, sdo raros os estudos
realizados para as culturas da soja e do milho com clorantraniliprole e ciantraniliprole o que
suporta e justifica o desenvolvimento do presente trabalho.

O trabalho é composto por dois artigos cientificos. O primeiro artigo intitulado
“Translocation of chlorantraniliprole and cyantraniliprole applied to maize as seed treatment
and foliar spray to control Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)”, teve objetivo
avaliar a translocacéo clorantraniliprole e ciantraniliprole aplicados em tratamento de semente
e via pulverizacao foliar na cultura do milho (VE e V3), para caracterizar a acao sistémica de
ambas as moléculas nas folhas emitidas apds aplicacdo. O segundo artigo denominado
“Diamidas antranilicas: uma alternativa para o controle de lepiddpteros no periodo de
florescimento em soja Bt?” objetivou avaliar a mobilidade de clorantraniliprole e
ciantraniliprole em plantas de soja ap6s aplicacdo via tratamento de sementes e pulverizacao

foliar.
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1.2 REFERENCIAL TEORICO

1.2.1 Inseticidas do grupo das diamidas

As diamidas foram descobertas na década de 80, por meio de pesquisas conduzidas
para o desenvolvimento de novos herbicidas que, levaram a producédo de alguns analogos que
além da acdo herbicida apresentaram uma baixa atividade inseticida JEANGUENAT, 2012).
Em 1993 o centro de pesquisa japones Nihon Nohyaku encontrou um composto com baixa
atividade inseticida sobre lepiddpteros da classe das benzenedicarboxamidas, que despertou a
atencdo dos pesquisadores pelos sintomas ocasionados sobre 0s insetos. Muitos estudos foram
realizados para aumentar a atividade inseticida, melhorando a estabilidade da molécula e
reduzindo a fitotoxicidade sobre as culturas (TOHNISHI et al., 2005; SEO et al., 2007).

Em 1998 foi descoberto e desenvolvido o primeiro produto da classe das diamidas
derivado do acido ftalico diamida pelas empresas Nihon Nohyaku e Bayer CropScience
(JEANGUENAT, 2012; SATTELLE; CORDOVA,; CHEEK, 2008), a flubendiamida, uma
nova molécula com alta atividade inseticida sobre lepidopteros (TOHNISHI et al., 2005; SEO
etal., 2007).

As diamidas sdo um grupo de inseticidas sintéticos relativamente recente,
desenvolvido e introduzido no mercado em meados de 2008 (LIU et al., 2010). Este grupo é
classificado pelo Comite de Acdo a Resisténcia de Inseticidas (IRAC) como o grupo 28
(Moduladores do Receptor de Rianodina) (DUPONT, 2008). Compostos deste grupo, podem
ser uma estratégia eficiente no programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP). O MIP
preconiza a rotacao de inseticidas com modos de acgdo distintos, para auxiliar na reducdo do
desenvolvimento de insetos resistentes (LAHM; CORDOVA; BARRY, 2009).

Os inseticidas do grupo das diamidas atuam nos canais receptores de rianodina
(RyRs), que ficam localizados no reticulo sarcoplasmatico das células dos musculos e no
reticulo endoplasmatico de células ndo musculares. Os RyRs sdo responsaveis pela regulacéo
intracelular dos niveis de célcio para a contracdo muscular (CORONADO et al., 1994). O
nome RyRs vem de um inseticida natural denominado rianodina, extraido e isolado de caules
e raizes da planta Ryania speciosa Vahl., na década de 40 (EDWARDS; WEIANT,;
SLOCOMBE, 1948).
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As diamidas ligam-se aos RyRs fazendo com que os canais de calcio permanecam
abertos, levando a uma liberacdo descontrolada dos niveis de calcio das células, resultando na
contracdo muscular e consequentemente paralisia dos musculos (TEIXEIRA; JOHN, 2013).
Em consequéncia disto, os insetos quando intoxicados pelas diamidas, apresentam sintomas
como paralisia muscular, rapida parada alimentar, letargia e morte (LAHM et al., 2005).

Apols a prospeccdo do &cido ftalico diamida, ocorreu a descoberta das diamidas
antranilicas, uma segunda classe de inseticidas (SATTELLE; CORDOVA; CHEEK, 2008).
As diamidas antranilicas ligam-se em um local do receptor distinto das rianodinas. Esta classe
possui uma baixa toxicidade a mamiferos possivelmente pela diferenca existente entre os RyR
presentes em insetos e mamiferos. Estudos comparativos com células de mamiferos,
demonstraram que as diamidas antranilicas apresentam uma seletividade na ordem de 500
vezes superior para 0s RyRs presentes em insetos quando comparados aos RyRs presentes nos
mamiferos (CORDOVA et al., 2006).

Com base nos estudos foram desenvolvidos, dois novos inseticidas, o
clorantraniliprole e em seguida o ciantraniliprole (SELBY et al., 2013) (Figura 1). Ambos
expressam atividade inseticida mais ampla quando comparados a flubendiamida, controlando
ndo apenas lepidopteros, como também, coledpteros, dipteros e isopteros (LAHM;
CORDOVA; BARRY, 2009). O clorantraniliprole € um potente ativador dos receptores de
rianodina, possuindo como caracteristica, uma alta atividade inseticida e baixa toxicidade para
mamiferos. Clorantraniliprole pode contaminar o inseto pelo contato, ingestdo e também acédo
ovicida. Ap6s a contaminacdo o inseto rapidamente cessa alimentacdo, para de se locomover,
morrendo no periodo de um a trés dias (DUPONT, 2008).
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Clorantraniliprole

Ciantraniliprole

Massa molecular: 483,2 g/mol
Log Kow: 2,76
Pka: 10,88

Formula estrutural

Massa molecular: 473,7 g/mol
Log Kow: 1,94
Pka: 8,8

Férmula estrutural

O~ _NHCHa Br o
H
N N
N
0O
—

Figura 1 - Caracteristicas Fisico-quimicas dos inseticidas do grupo das diamidas antranilicas.
Fonte: The Pesticede Manual (p.175-176) e Pesticide residues in food 2013 (p. 362-363).

Clorantraniliprole tem registro para uso em inumeras culturas ao redor do mundo
incluindo, milho, girassol, batata, canola, soja, frutiferas entre muitas outras. Apresenta
atividade inseticida sobre uma gama de lepiddpteros (Spodoptera exigua, Plutella xylostella,
Helicoverpa zea, Ostrinia nubilalis, etc.) bem como, outros insetos mastigadores (DUPONT,
2008). Clorantraniliprole apresenta baixo risco as populacBes de inimigos naturais
(parasitoides e predadores) como, Orius insidiosus (Heteroptera: Anthocoridae), Amblyseius
swirskii (Arachnida: Phytoseiidae) e Eretmocerus eremicus (Hymenoptera: Aphelinidae)
(DUPONT, 2008; GRADISH et al., 2010). Também apresenta baixissima toxicidade a
polinizadores como Bombus impatiens (Hyminoptera: Apidae) (GRADISH et al., 2010).

Ciantraniliprole € a segunda geracgdo de inseticidas da classe das diamidas antranilicas.
Os produtos comercias formulados com ciantraniliprole foram desenvolvidos e
comercializados pelas empresas DuPont e Syngenta Crop Protection (FOSTER et al., 2012).
Ciantraniliprole é o primeiro inseticida da classe das diamidas comercializado que possui um
espectro de acdo mais amplo, sobre insetos sugadores e mastigadores das ordens Lepidoptera,
Hemiptera, Coleoptera, Diptera e Thisanoptera (LEGOCKI; POLEC; ZELECHOWSKI,
2008; SATTELLE; CORDOVA,; CHEEK, 2008; FOSTER et al., 2012).
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O maior espectro de acdo de ciantraniliprole, quando comparado a clorantraniliprole
pode estar relacionado as diferencas fisico-quimicas existentes entre as moléculas.
Propriedades como menor log Kow € maior solubilidade em agua sdo importantes indicadores
da mobilidade dos compostos dentro das células em plantas (SELBY et al., 2013). Neste
contexto, ciantraniliprole possui uma maior solubilidade em agua e um menor log Kow (1,94),
em relacdo ao clorantraniliprole log Kow (2,86), 0 que pode explicar seu movimento
translaminar dentro dos tecidos foliares e absorcao pelas raizes translocando-se para a parte
aérea da planta via xilema (SELBY et al., 2013; FOSTER et al., 2012).

1.2.2 Translocacéo de agrotdxicos nas plantas

O processo de translocacdo de produtos em plantas € complexo e pouco entendido em
decorréncia do grande numero de variaveis relacionadas. Fatores como a variabilidade da
morfologia e fisiologia de plantas, bem como, as propriedades fisico-quimicas das moléculas
séo alguns desses fatores que dificultam o entendimento (TRAPP, 2004).

Apds a entrada do produto na planta, a translocacdo pode ocorrer de duas maneiras,
por meio do transporte simplastico ou apoplastico. O movimento apoplastico ocorre em curtas
distancias nos espacos intercelulares, a medida que, a longas distancias ocorre pelos
traqueidios que comp®@e os vasos do xilema. J& 0 movimento simplastico é realizado a curtas
distancias entre as células pelos plasmodesmas e a longa distancias pelas células do floema
(EDGINGTON, 1981). Os produtos gue apresentam uma translocacao tanto via xilema, como
via floema sdo denominados de ambimoveis ou de fluxo bidirecional (EDGINGTON;
PETERSON, 1977).

A penetracdo de um agrotoxico pelas raizes e a sua translocagéo, esta relacionada com
a concentracdo do mesmo na solucdo do solo e com a taxa de transpiragéo da planta (BRIGGS
et al., 1977). Shone; Bartlett; Wood (1974) descrevem isto, como fator de concentracdo da
raiz, obtido pela relacdo entre a concentragdo do agrotdxico nas raizes e a concentragdo na
solucdo do solo. A concentracdo do agrotoxico na solugdo do solo depende da sua
solubilidade em &gua e também do coeficiente de particdo entre octanol e &gua (Kow)
(BRIGGS et al., 1977). O coeficiente de particdo Kow é responsavel pela determinagédo da
polaridade ou da lipofilicidade de um produto (TORRES, 2009).
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Para Crowdy (1972) a absor¢cdo e 0 movimento sistémico do produto na planta estéo
relacionados a uma determinada lipofilicidade, sendo os compostos muito polares ou muito
lipofilicos pouco translocados. Segundo Briggs; Bromilow e Evans (1982) as células que
constituem as raizes possuem um caracter lipofilico, como consequéncia, as mesmas, retém os
compostos com maiores lipofilicidade (Kow > 4). A endoderme presente na raiz € uma barreira
a qual os produtos necessitam atravessar para entrar na planta e sé entdo serem translocados,
entretanto, a endoderme possui baixa permeabilidade a compostos muito lipofilicos (Kow > 4)
ou muito polares (Kow < 0), desta maneira os agrotdxicos que possuem um Kow proximo a 2
sdo mais eficientemente translocados. De acordo com Bromilow et al. (1990) o movimento de
uma molécula através da membrana plasmatica esta relacionado com as propriedades de log
Kow € pKa. Desta maneira, € possivel compreender o comportamento e a translocacdo da

molécula nos vasos condutores do xilema e do floema (Figura 2).

0 —
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Mobilidade étima P
4 pelo floema e I
:
-7 |
6 7 /// |
// l
|
SR 4 '
o ! !
r ] | I

w0 | Moveispelo ' Méveis apenas | N3o

xiemae | pelo xilema | sistémicos
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Figura 2 — Relacdo entre as propriedades pKa e log Kow como indicativo da capacidade de
translocacdo de moléculas em plantas. Adaptado de Bromilow et al. (1990). Fonte: Oliveira R.
S. etal., (Eds.), Biologia e Manejo de Plantas Daninhas, p.236, 2011.

Grande parte dos produtos translocados via floema sdo herbicidas que apresentam
funcdo &cida e tem um Kow entre 1 e 3, ja a maioria dos inseticidas sdo muito lipofilicos com
valores de Kow entre 4 e 6, portanto ndo sdo sistémicos (EDGINGTON, 1981). Entretanto,

alguns compostos como é o caso dos inseticidas neonicotinoides e de alguns carbamatos,
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como metomil e oxamil que sdo conhecidos também pelas suas propriedades sistémicas
(BRUCK et al., 2009). O inseticida e nematicida oxamyl, possui translocacdo via floema,
tendo em vista que, quando aplicado em pulverizacdo foliar apresenta controle sobre
nematoides que atacam o sistema radicular das plantas (BROMILOW, 1987).

A mobilidade de agrotéxicos no floema é fundamental, pois estes pulverizados sobre
as folhas sdo distribuidos para outros 6rgdos da planta apenas via floema. As caracteristicas
fisico-quimicas dos compostos para uma maior mobilidade no floema est&o relacionadas com
uma lipofilicidade intermediéria no qual o log Kow esteja entre 1 e 3 e um pKa entre 3 e 6
(KLEIER, 1988).

O movimento de oxamil e de outros produtos via floema pode ser explicado pela teoria
da permeabilidade intermediaria. Compostos que apresentam, apenas mobilidade via xilema,
podem entrar livremente no floema por difusdo, todavia somente as moléculas que possuem
taxa de permeabilidade limitada pela membrana, sdo retidas no floema, para serem
translocadas a longas distancias. Substancias com taxas de permeabilidade rapida, entram e
saem rapidamente, tanto do floema como do xilema. Em decorréncia do fluxo de agua no
xilema ser mais elevado do que no floema, grande parte das moléculas se movem apenas no
xilema (TYREE; PETERSON; EDGINGTON, 1979).

Outra explicacdo, foi proposta por Crisp e Larson (1982) apds observar que compostos
gue continham na sua composicdo uma funcdo carboxila, possuiam mobilidade no floema,
chamada de hipotese do acido fraco. Os mesmos, sugeriram que carreadores especificos
reconhecem o grupo carboxilico e assim carregam os acidos fracos nos vasos do floema.
Neste contexto, outra explicacdo para a hipotese do acido fraco esta relacionada ao pH
geralmente mais elevado das células do floema (pH=8), em comparacdo com as células
circundantes. As moléculas de &cidos ndo-dissociados difundem-se livremente através da
membrana plasmatica, em virtude do pH do floema ser mais elevado, as substancias séo
ionizadas, desta maneira anions polares sdo incapazes de se difundirem novamente através da
membrana plasmatica ficando retidos nos vasos do floema (GOLDSMITH, 1977).

A translocacao de agrotoxicos no floema também é relacionada a teoria da armadilha
ibnica, a qual aprisiona 0s compostos com caracter de acidos fracos (pKa < 5 e log Kow < 3)
no interior das células ap6s a entrada dos mesmos. Desta maneira, 0s compostos ficam
impedidos de retornarem para os vasos do xilema, consequentemente ocorre, desta forma, a
translocacéo do produto no floema (CARVALHO, 2013).



25

Essa teoria indica que produtos que se comportam como acido fraco no espaco
extracelular ou nos vasos do xilema, predominantemente ocorrem na forma nédo-i6nica, desta
maneira, 0 agrotdxico possui maior facilidade para atravessar a membrana plasmaética e entrar
no interior das células e/ou no floema. Uma vez no interior da célula ou do floema, locais em
que o pH é basico, a molécula dissociasse adquirindo um caracter apolar ou hidrofilico. Desta
maneira, pelo fato da membrana plasmatica possuir um caracter polar, o produto néo
consegue atravessar a membrana pela baixa afinidade, ficando retido e sendo translocado no
floema (CARVALHO, 2013).

Os inseticidas sistémicos absorvidos pelas folhas, sdo teoricamente transportados para
as demais partes da planta principalmente pelo floema (GIROLAMI et al., 2009). No entanto
para alguns inseticidas, observa-se também uma mobilidade acropetal e translaminar, como
relatado Barry et al. (2015) que estudaram o movimento do inseticida ciantraniliprole apds
aplicacdo foliar em plantas de Lycopersicon esculentum (tomate) Gossypium hirsutum
(algodéo), Cucurbita pepo (abobora) e Brassica oleracea (couve). Os autores observaram que
ciantraniliprole apresentou mobilidade via xilema, bem como, translocacdo acropetal nas
folhas e movimento translaminar, ou seja, a capacidade de translocar-se da face adaxial para a
face abaxial da folha.

A sistemicidade do inseticida clorantraniliprole em plantas de Abutilon theophrasti
(juta-da-china) foi estudada por (CHEN et al., 2013). Os autores investigaram a sistemicidade
de clorantraniliprole ap6s a pulverizacdo foliar do inseticida, bem como também, por meio da
aplicacdo na solucdo hidrop6nica. Concluiram que clorantraniliprole pode ser translocado de
forma ascendente apenas via Xilema, todavia ndo tem translocacdo via floema para plantas de
A. theophrasti. Comparando a absorcdo e a translocacdo de dois inseticidas do grupo das
diamidas, clorantraniliprole e flubendiamida aplicados em parte aérea em plantas de Oryza
sativa (arroz) (CHEN et al., 2015). Concluiram que clorantraniliprole possui absorcdo e
translocacdo apenas ascendente na planta, enquanto o inseticida flubendiamida n&o apresenta.

Ap0s a absor¢do do inseticida pelas raizes ou pelas folhas da planta, 0 mesmo pode ser
translocado via xilema ou floema para diferentes 6rgdos que ndo tenham recebido o produto
(AAJOUD et al., 2008). Esta caracteristica & uma das vantagens da utilizagdo de um inseticida
sistémico quando comparado a um inseticida ndo movel (DIECKMANN et al., 2010). A
propriedade de mobilidade do inseticida, possibilita que 0 mesmo possa chegar até as flores
como relatado por Aajoud et al. (2008) que confirmou a presenca do inseticida fipronil em

flores de girassol, aplicado via tratamento de sementes.
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Do ponto de vista do manejo de insetos-praga, tendo em vista 0 habito alimentar de
alguns insetos, a chegada do inseticida até as flores € crucial para evitar perdas na producéo.
Como exemplo destaca-se a lagarta Helicoverpa armigera que ataca e consome 0Orgaos
reprodutivos das culturas como bot6es florais, flores, pdlen e também legumes (CZEPAK et
al., 2014).

1.3 OBJETIVOS

1. Avaliar e caracterizar a translocacdo dos inseticidas clorantraniliprole e
ciantraniliprole aplicados via pulverizagéo foliar e tratamento de semente na cultura do milho.

2. Estudar a translocacdo acropetal e basipetal de clorantraniliprole e ciantraniliprole
em folhas de soja.

3. Avaliar e caracterizar a translocacdo de clorantraniliprole e ciantraniliprole aplicado
em pulverizacdo foliar e em tratamento de semente no periodo de floragdo (R1) na cultura da
soja.
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Translocation of chlorantraniliprole and cyantraniliprole applied to maize as seed
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Abstract

BACKGROUND: translocation of chemical insecticide in the plant could enhance control of
Spodoptera frugiperda; however, it depends on a complex relationship between the plant,
environment, and physicochemical properties of molecules. Chlorantraniliprole and
cyantraniliprole were applied via seed treatment and foliar spray in maize (VE and V3) to

characterize the systemic action of both molecules in leaves issued after application.

RESULTS: chemical quantification in LC-MS/MS and bioassays with S. frugiperda
confirmed absorption and upward translocation of chlorantraniliprole and cyantraniliprole by
xylem to new leaves. Both insecticides translocated to leaves of maize plants when applied
via seed treatment, causing mortality of larvae up to stage V6. However, translocation of

chlorantraniliprole and cyantraniliprole from sprayed leaves to new leaves was not observed,
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regardless of the stage of application. Increased dose of cyantraniliprole did not influence

translocation of the product in plant tissues.

CONCLUSION: application of chlorantraniliprole and cyantraniliprole in seed treatment is
an important alternative for integrated pest management. Absorption capacity and
redistribution of chlorantraniliprole and cyantraniliprole throughout the plant confer

prolonged residual action with satisfactory control of S. frugiperda.

Keywords: anthranilic diamides; systemicity; Zea mays; seed treatment; foliar application

1 INTRODUCTION

Insecticide translocation in plants is crucial for insect pest control, as it allows
insecticide to be homogeneously distributed, reach plant organs and be used as a food source
by the insectl. This feature may aid in the management of difficult to control insect pests,
such as the fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), in corn. This pest remains and feeds inside the corn whorl, hindering its control
by foliar spray?. The use of chemicals with systemic features may be an important strategy in
this pest management.

Diamides were developed about 10 years ago and are classified in group 28 by the
Insecticide Resistance Action Committee (IRAC), acting as modulators of ryanodine
receptors®. Since the beginning of their commercialization, diamides have been an alternative
widely used* in pest management in various cultures, reaching roughly US$ 1 billion
marketed in the year 2016°. Chlorantraniliprole and cyantraniliprole are molecules that belong
the group of anthranilic diamides, with register for seed treatment and spraying on plant
shoots®. Chlorantraniliprole was the first anthranilic diamide developed and marketed, with

wide action on lepidopterans’ and other chewing insects®. On the other hand, cyantraniliprole
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is part of the second generation® with a broader action spectrum on lepidopterans, dipterans,
coleopterans, hemipterans and thysanopterans®.

Physicochemical characteristics, such as water solubility and Log Pow?, are important
for translocation of the active ingredient in the plant'!. Physicochemical properties of
chlorantraniliprole and cyantraniliprole allow upward movement of both molecules through
xylem, especially when applied via seed treatment or in the soil, near the root system?®.
Cyantraniliprole has lower Log Pow and higher solubility in water, compared to
chlorantraniliprole!?8, This feature provides greater mobility of cyantraniliprole in the plant®.

The upward movement of chlorantraniliprole and cyantraniliprole applied in seed
treatment via xylem was demonstrated in soybean plants for control of Spodoptera frugiperda
in laboratory bioassays®®. Effective control of pests, including Ostrinia nubilalis®, Delia
platura® and Diatraea saccharalis'’, were observed in field experiments with soil application
and in seeds treatment with chlorantraniliprole and cyantraniliprole. Translaminar and
acropetal movements were also observed for cyantraniliprole applied in foliar spray°.
Translocation of this insecticide can be influenced by several factors, namely environmental
conditions, physiological conditions, plant age, and plant species'*. Corn is one of the most
important crops worldwide; however, translocation of anthranilic diamides in this grass is
little known. This study aimed to characterize and quantify the translocation of
chlorantraniliprole and cyantraniliprole insecticides in corn plants, applied via seed treatment

and foliar spray in different phenological stages.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Corn plants and insecticides

We used corn plants (Zea mays L.) conventional variety P1921 without Bt protein

expression. The plants were cultivated in 5-L polyethylene pots, filled with a 30% substrate
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mixture (Mecplant) and 70% soil, kept in a greenhouse (photoperiod 14:8h; 25+2°C; 75+5%
RH), until they reached the desired phenological stage. Irrigation was performed daily,
keeping the soil constantly in the field capacity. For application in seed treatment (ST),
chlorantraniliprole (Dermacor®, DuPont, USA) was used at a dose of 45 g a.i. for each 60,000
seeds and cyantraniliprole (Fortenza®, Syngenta, Switzerland) at a dose of 150 g a.i. per 100
kg of seed. The insecticides used for aerial spray were chlorantraniliprole (Premio®, DuPont,
USA) at the dose of 25 g a.i./ha and cyantraniliprole (Benevia®, DuPont, USA) at 50 g

a.i./hat and 150 g a.i./ha™.
2.2 Caterpillars of S. frugiperda

Caterpillars of S. frugiperda used in the experiments were obtained from a rearing of
the Laboratory of Integrated Pest Management (LabMIP-UFSM). The caterpillars were kept
in the rearing room (photoperiod 16:8h; 25+2°C; 75+5% RH) and fed an artificial diet up to

96 h before infestation, after which they were treated with corn leaves for acclimatization.

2.3 Application of treatments
2.3.1 Seeds treatments

Chlorantraniliprole (dose of 45 g a.i. per 60,000 seeds) and cyantraniliprole (150 g a.i.
dose per 100 kg of seed) was dosed with a micropipette and applied to corn seeds in plastic
bags containing 500 grams of seeds. Soon after, the bags were shaken manually until the
seeds had uniform coverage. The seeds were kept in the dark until sowing in the pots. Each

treatment comprised four replicates, with ten plants for each replicate.

2.3.2 Foliar spray
Foliar spray of chlorantraniliprole (dose of 25 g a.i./ha™*) and cyantraniliprole (doses of

50 g a.i./ha?’ and 150 g a.i./hal) were performed in stages VE and V3 (Figure 1). The
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insecticides were applied in a spray chamber (Generation 111 Spray Booth, Minnesota, USA)
equipped with fan-type tip (XR 110.01, Teejet, USA), with 30 psi of pressure, 3.6 km h
velocity and volume of 100 L/ha™. The pots were covered with plastic bags to prevent
chlorantraniliprole and cyantraniliprole from reaching the soil at the time of spray and being
absorbed by plant roots. After application and drying of leaf surface, the plastic bags were
removed, the plants were then returned to the greenhouse and kept under controlled
conditions (photoperiod 14:8h; 25+2°C; 75+5% RH) during the assessments. Each treatment

was composed of four replicates, with ten plants per replicate.

2.4 Bioassays with Spodoptera frugiperda

Caterpillars of S. frugiperda were fed corn leaves issued after application via seed
treatment or foliar spray. In the experiments with ST, caterpillars were fed on leaves from
stages V1, V2, V3, V4, V5 and V6. For foliar spray in stage VE, caterpillars were fed on
leaves of stages V1, V2 and V3 and for spray in V3, caterpillars were fed on leaves V4, V5
and V6. Fully expanded leaves were removed from the plants and supplied whole to the
caterpillars until stage V3. For V4, V5 and V6 stages, due to the size, leaves were divided into
three parts using scissors in the transverse direction: base, middle and apex of the leaf.

Therefore, all leaf parts were sectioned.

The leaves were placed individually in polyethylene pots of 100 ml containing a 2-mm
layer of 2.5% water-carrageenan mixture to keep the turgidity of the leaf tissue during
evaluation. Corn leaves were separated from the water-carrageenan mixture by a filter paper
disc. Subsequently, each pot received a caterpillar of S. frugiperda in L3 stage. Each
treatment consisted of four replicates, each replicate consisted of 10 caterpillars distributed

individually in each pot, totaling 40 caterpillars per treatment. The pots were kept in a room
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with controlled environment (photoperiod 14:10h; 26+2°C; 75+5% RH). Dead caterpillars

were counted four days after infestation.

2.5 Sampling of corn leaves

To quantify insecticides applied via ST, leaves in stages V1, V2, V3, V4, V5 and V6
(Figure 1) of corn plants were collected individually. The first, second and third leaves (V1,
V2 and V3) (Figure 1) of each plant were collected separately to evaluate the presence of
insecticides after foliar spray in stage VE. We collected separately the fourth, fifth, and sixth
leaves (V4, V5 and V6) of the plants after insecticide application in stage V3. All leaves were

placed in plastic bags and stored in Ultrafreezer (Model U360) at - 80°C.

2.6 Samples preparation

The leaves were lyophilized (Lyophilizer SL-404/B) for 24 h until complete removal
of water. The leaves were ground in a knife mill (Model SKU: SP227-01) for 1 min, until a
fine powder was obtained. For extraction, the QUEChERS original method with modifications
was used in which 0.3 g of sample was weighed on a precision scale and placed in Falcon
tube (CRAL — Articles for Laboratory Ltda.). In each Falcon tube containing a leaf sample,
we added 1 mL of acetonitrile and a package of the original QUEChERS Kit (Bond Elut —
Agilent Technologies). The sample was shaken for 1 min in vortex and then centrifuged
(Eppendorf 5810 R centrifuge) for 3 min at 3400 rpm. Afterward, we collected 1 ml of the
supernatant solution, which was shaken in vortex for 30.0 seconds along with 0.3 g of MgSO4
(Synth), 0.05 g of primary secondary amine (PSA) (Agilent Technologies), and 0.004 g of
graphite carbon (Sigma-Aldrich). The samples were centrifuged again for 3 min at 3400 rpm
and then 1 mL of the supernatant was removed and filtered in Aura MT Syringe Filter, PTFE,

Hydrophilic, 0.45 Pore Size, 25 mm Diameter and taken for chromatographic analysis.
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2.7 Quantification of Chlorantraniliprole and Cyantraniliprole in LC-MS/MS
Chlorantraniliprole and cyanthraniliprole were quantified analytically using a liquid
chromatography system coupled to mass spectrometry in tandem mode (LC-MS/MS) model
Varian 320-MS (Walnut Creek, USA). The equipment consisted of a 212-LC quaternary
pump, column oven with a degassing system, ProStar 410 automatic sampler and a detector
triple MS 320-MS quadrupole (TQ) with API source, using electrospray ionization mode.
Software Varian Workstation 6.9.2 (Walnut Creek, USA) was used to collect the data.
Chromatographic separation was performed in a column (Pursuit XRS Ultra C18 (100 x 2
mm, 2.8 um particle size) of Agilent (Santa Clara, USA). The column was kept at 30°C with
an injection volume of 10 puL. The mobile phase was an aqueous solution of formic acid 0.1%
and acetonitrile 0.1% of formic acid in isocratic elution mode with flow rate 0.15 mL.min™.
The conditions used in the detector were: ionization source temperature 150°C; desolvation
temperature 250°C; nebulizing gas pressure (N2) at 20 psi; pressure of desolvation gas (N2) at
40 psi; and collision gas pressure (Ar) 1.8 mTorr. The active ingredients were analyzed using
positive ionization mode (ESI+), generating molecular ions [M + H]+ with m/z 483.9 for
chlorantraniliprole and 475 for cyantraniliprole . For chlorantraniliprole, the ion fragments
483.9 > 286 and 483.9 > 452.5 were used for quantification and confirmation, respectively.
For cyantraniliprole, the ion fragment 475 > 285.7 was used for quantification and 475 >
443.8 for confirmation. For quantification, analytical curves were prepared with standard
solutions for each active ingredient within the linear range (r? > 0.99) and by interpolation of
peaks integration referring to the analytes of choice in the curves, the result was expressed in

mg. kgt

The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of the active ingredients were
estimated using the signal-to-noise ratio method. The LOD was defined as the lowest

concentration that the analytical signal could be reliably differentiated with a 3:1 signal-to-
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noise ratio. The LOQ was determined as the lowest peak concentration that produced a 10:1
signal-to-noise ratio (SANTE 2015). For chlorantraniliprole, the corresponding values were
LOD: 0.075 mg a.i. kg? and LOQ: 0.250 mg a.i. kg*. The corresponding values for

cyantraniliprole were LOD: 0.150 mg a.i. kg™ and LOQ: 0.500 mg a.i. kg™

2.8 Experiment design and statistical analysis

The experiment design was completely randomized to evaluate insect mortality. The
ANOVA was performed for each of the leaves evaluated, and mortality was corrected by the
control treatment. The means of all treatments were compared by the Tukey test (P = 0.01)
with Sisvar® software version 5.6. The chemical quantification data were analyzed separately
for each active ingredient. For both insecticides, factor A refers to the form of application and

dose used, while factor D refers to the leaf evaluated.

3 RESULTS

3.1 Bioassays on Spodoptera frugiperda

The treatments with insecticides showed differences in the mortality of S. frugiperda
when applied in seed treatment (ST) and foliar spray (VE and V3), with a difference in
concentration of active ingredients in the leaves, according to the type of application.
Chlorantraniliprole and cyantraniliprole applied via ST were translocated to all the new leaves
evaluated, resulting in significant mortality of S. frugiperda (Figure 2). Plants sprayed in VE
and V3 and with leaves collected in stages V3 and V6 (Figure 1), showed no significant
difference in caterpillar mortality in relation to the control. This result demonstrates that
chlorantraniliprole and cyantraniliprole were present in the leaf tissues in very small amount

or were not translocated from treated leaves to leaves V3 and V6.
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All treatments with insecticides applied via ST or foliar spray in VE resulted in high
mortality of S. frugiperda for leaf V1. However, for leaves V2 and V3, the application of
chlorantraniliprole (25 g a.i./ha™) and both doses of cyantraniliprole (50 and 150 g a.i./ha®)
resulted in significantly lower mortality of caterpillars for leaf V3. The best results for
cyantraniliprole and chlorantraniliprole applied in ST, when the insecticides were translocated
upward in the plant to leaves V2 and V3, resulting in the same control level and in significant
mortality of S. frugiperda.

Chlorantraniliprole and cyantraniliprole applied via ST and foliar spray in stage V3
resulted in high mortality of caterpillars to leaf V4, with similar control regardless of the dose
and the type of application used. The results of leaf V5 showed that a higher dose of leaf
cyantraniliprole (150 g a.i./ha?) and chlorantraniliprole applied via ST resulted in a
significant increase in caterpillar mortality, between 80 and 75%, respectively. The other
treatments differed from the control; however, with low mortality of caterpillars varying
between 35 and 45%.

The results for leaf V6 demonstrate that, despite foliar application in V3 (greater leaf
area), chlorantraniliprole and cyantraniliprole did not result in a significant mortality, with
results equal to the control. However, the same active ingredients when applied in ST affected
caterpillar mortality even 30 days after application. This confirms the long residual effect of

anthranilic diamides on the control of S. frugiperda, when applied in ST.

3.2 Quantification of chlorantraniliprole and cyantraniliprole in leaves

There was significant interaction for chlorantraniliprole and cyantraniliprole between
the application form and leaves collected in the different stages. Data on foliar application of
chlorantraniliprole in stage VE show that the active ingredient concentration reduced over
time, resulting in non-detection of the product in leaves of stage V3. The same occurred when

chlorantraniliprole was applied by foliar spray in stage V3 and the product was not detected in
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the leaf V6. However, when chlorantraniliprole was applied via seed treatment, all leaves
showed product concentration, confirming the absorption and translocation capacity of this

active ingredient to new leaves when applied via ST (Table 1)

Cyantraniliprole was tested at different doses via foliar application in VE and V3,
which resulted in a higher concentration of the active ingredient in leaves V1 and V4 for the
highest dose (Table 2). However, when applied in stage VE, the insecticide was not detected
in leaves of stage V3. When sprayed at V3, cyantraniliprole at the highest dose was detected
in leaves all evaluated characterizing the stages V4, V5 and V6. In application via ST,
cyantraniliprole was detected in all the leaves collected and evaluated (V1-V6), which
confirms absorption, translocation, and permanence of the active ingredient in the plant

tissues.

4 DISCUSSION

Anthranilic diamides were detected in tissues that did not receive direct exposure of
application, such as seed treatment and foliar spray in stages VE and V3, prior to leaf
collection. Detection and mortality of caterpillars in bioassays characterizes translocation of
chlorantraniliprole and cyantraniliprole in corn plant tissues, such as in leaves V1-V6. This

insecticide translocation confers protection against pests to maize plants.

The physicochemical features of molecules allowed absorption of active ingredients
by plant roots and later transportation to all leaves. Entry and translocation of anthranilic
diamides have already been reported in bean® and rice!® plants when applied in the sowing
groove and seed treatment. The issuing of new leaves and cycle advancement reduced
mortality of caterpillars, because of concentration reduction of active ingredients in leaves.
However, even at low concentrations, chlorantraniliprole and cyanthraniliprole caused pest

mortality, characterizing residual effect throughout the evaluations until V6. The long-lasting
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residual action has already been reported for chlorantraniliprole and cyantraniliprole in the
control of D. platura and O. nubilalis®. The results also showed that insecticide translocation
increased mortality of caterpillars when applied in seed treatment, even at lower
concentrations compared to foliar spray. Possibly, mobility was provided with the entry of
insecticides into leaf tissues.

Mobility and translocation capacity as well as redistribution of the active ingredient
from treated to untreated tissues are essential to reduce damage and manage pests that are
difficult to control, such as S. frugiperda, as it survives inside the corn plant whorl, hindering
chemical control by foliar spray. Anthranilic diamides applied in ST may be an alternative for
insect pest management and reduction of production costs®. However, the amount of active
ingredient needed for control varies according to species and age. S. frugiperda requires a
higher dose of cyantraniliprole than chlorantraniliprole, because LCso of cyantraniliprole for
S. frugiperda is approximately six times greater than for chlorantraniliprole®. Thus as
neonates larvae requires a lower amount of active ingredient than older stages.

Insecticides applied by foliar spray were not detected on all leaves issued after spray.
This means that possibly the active ingredients are not mobile via phloem. Chlorantraniliprole
proved to be absorbed and translocated upward in soybean plants only when applied to stems
or sprayed throughout the plant. This application of leaves and petioles did not result in
mortality of caterpillars fed new leaves issued, confirming the hypothesis that
chlorantraniliprole is translocated only via xylem* However, our results showed that
chlorantraniliprole and cyantraniliprole, even when applied through plant spray, were not
translocated from treated to new leaves in maize. Possibly, the presence of leaf sheaths in
maize plants hinders absorption of the active ingredient, preventing it from reaching the
vascular system of the xylem. Therefore, insecticide translocation is not only related to
physicochemical features of the molecule or environmental conditions, but also to plant

species and its features at the time of application.



278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298
299
300

301

302

303

38

Detection of both insecticides in the leaves issued after the application is related to the
morphological features of corn plants in issuing leaves simultaneously. At both application
times (VE and V3), leaves V1 and V4 were issued and expanded causing the interception of
insecticides at the time of spraying, as in field applications. Preliminary studies show that
when only the third leaf was exposed to insecticides with the rest of the plant covered,
mortality of caterpillars fed with leaves issued after application (V4, V5 and V6) was not
significant, confirming that detection of insecticides was not related to ingredient
translocation. In addition, the results showed that foliar application and increased doses did
not influence mobility of active ingredients in the plant. The lack of translocation of the
insecticides from leaves treated to new leaves when sprayed via foliar, show that a new
application is necessary in a short time for can maintain the plants protected against the
caterpillars.

Knowledge about the behavior of active ingredients in maize plants is crucial for
choosing the best management strategy for pest control. Foliar application and seed treatment
proved that both insecticides are mobile only via xylem and depend mainly on the application
method used. The use of anthranilic diamides in seed treatment is an important alternative for
the management of S. frugiperda in corn, resulting in a longer control action, reducing the
number of foliar applications of insecticides, as well as costs of control and impact on other

species and the environment.
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Cyantraniliprole .
Chlorantraniliprole , .

Cyantraniliprole
Chlorantraniliprole

| 30 days after sowing |

Figure 1. Application times and evaluation stages of chlorantraniliprole and cyantraniliprole

insecticides in maize plants.
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363  Figure 2. Mortality of Spodoptera frugiperda due to application of insecticides chlorantraniliprole and cyantraniliprole via seed treatment and
364  foliar spray in stages VE and V3 in corn. Means with the same letter do not differ significantly by the Tukey test P = 0.01. In foliar spray are
365 CHLO-FS_25: chlorantraniliprole at 25 g ai; CYAN-FS_50: cyantraniliprole at 50 g ai; CYAN-FS_150: cyantraniliprole at 150 g ai; and in seed

366  treatment are CHLO - ST: chlorantraniliprole; CYAN-ST: cyantraniliprole - ST; UTC: untreated.



367  Table 1. Foliar concentration of active ingredient chlorantraniliprole applied in foliar spray
368  and seed treatment for different leaves of maize plants.
Dose Applicati  Leaves (mg a.i./kg™?)
Treatment (ga.i) ontype V1 V2 V3
VE X Chlorantraniliprole 25 Foliar® 0.46+0.08 A 043+0.06 aA® 0.0+0.0 aB
ST Chlorantraniliprole 45 ST¢ 069+004 aA 037+£0.07 aB 00700 aC
CV (%) 14.60
V4 V5 V6
V3 X Chlorantraniliprole 25 Foliar 6.00+053 aA 093+016 aB 0.0x0.0 aC
ST Chlorantraniliprole 45 ST 0.07*£0.0 bA 007+00 bA 0.14+£0.09 aA
CV (%) 19.56
369  2Means with the same lower case letter in the same column do not differ significantly (Tukey P = 0.01); °"Means
370 with the same uppercase letter on the same row do not differ significantly (Tukey P = 0.01); Insecticide applied
371 via foliar spray; “Insecticide applied via seed treatment; LOD® — Limit of Detection (mg/kg): Chlorantraniliprole:
372  LOD =0.075; "Milligrams of active ingredient for every 60,000 seeds.
373
374  Table 2. Foliar concentration of active ingredient cyantraniliprole applied via foliar spray and
375 in seed treatment for different leaves of maize plants.
- - -1
Treatment Dose ;?g)rﬁ)llca Leaves (mg a.i./kg™)
(g ai.) type Vi V2 V3
VE X Cyantraniliprole 50 Foliar¢ 2.66+£0.18 A  1.73+1.58 aAP 0.0+0.0 aA
ST Cyantraniliprole 150 Foliar 26.94 +6.42 aA  4.74+0.38 aB 0.0+£0.0 aB
Cyantraniliprole 150f ST 6.03 +£0.76 bA 183+011 aAB 064+007 aB
CV (%) 42.13
V4 V5 V6
V3 X Cyantraniliprole 50 Foliar 9.02+1.86 bA  0.82+0.02 aA 0.0+0.0 aA
ST Cyantraniliprole 150 Foliar 7159+11.72 aA 294+035 aB 0.27+£0.17 aB
Cyantraniliprole 150 ST €0.15+ 0.0 bA 0.15+0.0 aA 0.15+£0.0 aA

CV (%) 44.04

376 2Means with the same lower case letter in the same column do not differ significantly (Tukey P = 0.01); "Means
377  with the same uppercase letter on the same row do not differ significantly (Tukey P = 0.01); ®Insecticide applied
378  via foliar spray; “Insecticide applied via seed treatment; LOD® — Limit of Detection (mg/kg): Cyantraniliprole:
379 LOD = 0.15; f Milligrams of active ingredient per 100 kg/seed.
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Artigo nas normas da Pesquisa Agropecuaria Tropical (PAT), e-ISSN 1983-4063, Qualis B1

Diamidas antranilicas: uma alternativa para o controle de lepidopteros no periodo de

florescimento em soja Bt?

RESUMO

O entendimento da translocacéo de diamidas antranilicas em plantas de soja pode auxiliar no
manejo de pragas ao longo do ciclo da cultura. A mobilidade dos inseticidas,
clorantraniliprole e ciantraniliprole em plantas de soja, foi avaliada utilizando-se lagartas
como bioindicadores e pela quantificagdo quimica em LC-MS/MS. Bioensaios com H.
armigera e S. eridania de primeiro instar, foram conduzidos para caracterizar 0 movimento
acropetal e basipetal de ambos inseticidas nas folhas da soja. Um segundo experimento
utilizando diferentes métodos de aplicacdo, via tratamento de semente e pulverizacdo foliar
combinados com bioensaios utilizando neonatas de H. armigera e analise quimica em LC-
MS/MS foram utilizados para a deteccdo dos ingredientes ativos nas flores da soja. Ambos 0s
inseticidas provaram translocacdo acropetal nas folhas da soja, entretanto, apenas
ciantraniliprole provou movimento basipetal. A mobilidade de clorantraniliprole e
ciantraniliprole em plantas de soja nas diferentes formas de aplicacdo ficaram evidentes com
os resultados de mortalidade de lagartas e da quantificacdo dos ingredientes ativos nos tecidos

florais.

PALAVRAS-CHAVE: clorantraniliprole, ciantraniliprole, Helicoverpa armigera, Spodoptera

eridania, translocacéo.
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ABSTRACT

Understanding the translocation of anthranilic diamides in soybean plants may support the
pest management throughout the crop period. The mobility of insecticides, chlorantraniliprole
and cyantraniliprole in soybean plants was evaluated using caterpillars as bioindicators and by
chemical quantification in LC-MS/MS. 1st instar H. armigera and S. eridania bioassays were
conducted to characterize the acropetal and basipetal movement of both insecticides on
soybean leaves. A second experiment using different application methods via seed treatment
and leaf spraying combined with bioassays using H. armigera neonates and chemical analysis
in LC-MS/MS were used to detect the active ingredients in soybean flowers. Both insecticides
proved acropetal translocation in soybean leaves, however, only cyantraniliprole proved
basipetal movement. The mobility of chlorantraniliprole and cyantraniliprole in soybean
plants within different forms of application were evident with the results of caterpillar

mortality and the quantification of active ingredients in the floral tissues.

KEYWORDS: chlorantraniliprole, cyantraniliprole, Helicoverpa armigera, Spodoptera

eridania, translocation.

INTRODUCAO

A soja Glycine max (L.) Merrill (Fabaceae: Phaseoleae) € cultivada em diversas
regibes do mundo, incluindo o Brasil que atualmente é o segundo maior produtor do gréo
(USDA 2018). A cada safra significativas perdas econdmicas sdo frequentemente observadas
pelo ataque de insetos-praga na cultura da soja. Muitos desses insetos sdo lepiddpteros, que
atacam a cultura ocasionando desfolha e consumindo 6rgdos reprodutivos (Sosa-Gémez et al.
2014). Relatada no ano de 2013 no Brasil, a lagarta Helicoverpa armigera (Hubner)

(Lepidoptera: Noctuidae) (Czepak et al. 2013) ataca todas as fases de desenvolvimento da
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planta. Entretanto, se alimenta preferencialmente de 6rgdos reprodutivos como botéo floral,
legumes e gréos (Guedes et al. 2013, Rogers & Brier 2010) podendo ocasionar significativas
perdas de rendimento (Stacke et al. 2018). Algumas lagartas do género spodoptera, tais como,
Spodoptera cosmioides (Walker) e S. eridania (Stoll) também sdo potencialmente causadoras
de danos em flores e legumes da soja (Hoffmann-campo et al. 2000).

A introducdo e liberagdo comercial para o cultivo de plantas de soja Bt, tem sido uma
alternativa importante para o controle e manejo de lepidopteros que atacam a cultura da soja
(Yano et al. 2016). Entretanto, os niveis de expressdo de proteinas Bt durante o ciclo de
desenvolvimento das plantas varia nas folhas, havendo uma redugéo significativa no periodo
de antese (Yu et al. 2013). Assim, é recomendada a pulverizacao foliar com inseticidas como
alternativa para 0 manejo de lepiddpteros em soja Bt (Irac 2017). Os inseticidas do grupo das
diaminas antranilicas, clorantraniliprole e ciantraniliprole, sdo um dos mais utilizados no
controle de insetos-praga desde da sua introducdo no mercado (Adams et al. 2016).

Com registro para aplicacdo no sulco de semeadura, em pulverizacdo foliar e via
tratamento de semente (Schmidt-Jeffris & Nault 2016), estes inseticidas s&o conhecidos pelo
longo periodo residual (Adams et al. 2016, Schmidt-Jeffris & Nault 2016) e pela translocagdo
ascendente, da base para o topo das plantas (Chen et al. 2015), sendo absorvidos e
translocados via xilema, principalmente quando aplicados em tratamento de semente ou no
solo proximo ao sistema radicular (Selby et al. 2017). O inseticida clorantraniliprole, quando
aplicado em hastes de plantas de soja ou em todo dossel, foi absorvido e translocado via
xilema, resultando em significativa mortalidade de H. zea, alimentadas com folhas emitidas
apos a aplicacdo (Adams et al. 2016). Além disso, ciantraniliprole apresenta movimento
translaminar em folhas de tomate e confere elevada mortalidade de Plutella xylostella, Myzus

persicae e Bemisia tabaci (Barry et al. 2015).
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O uso de diamidas antranilicas no periodo reprodutivo da cultura da soja Bt, pode ser
uma estratégia importante no manejo de lepiddpteros-praga, pois em cultivos de soja Bt, o
namero de pulverizagdes de inseticidas € menor (Guedes et al. 2016) e as plantas apresentam
menor expressdo da toxina Cry no periodo reprodutivo (Yu et al. 2013). Considerando 0s
danos por varias espécies de lagartas nas estruturas reprodutivas da soja, seja Bt ou
convencional, demanda novas estratégias de controle, como o0 uso de inseticidas quimicos no
periodo de florescimento. Portanto, o estudo teve como objetivo verificar o0 movimento de
clorantraniliprole e ciantraniliprole em plantas de soja apds aplicacdo via tratamento de

sementes e pulverizacdo foliar, por meio de bioensaios e quantificagdo quimica nas flores.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos para caracterizar 0 movimento dos inseticidas
clorantraniliprole e ciantraniliprole nas plantas de soja: experimento 1) movimento dos
inseticidas nas folhas via aplicacdo foliar e experimento 2) movimento dos inseticidas para as
flores de soja apds aplicacdo via tratamento de sementes e pulverizacdo foliar. Ambos
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo (fotoperiodo 14:8, 25+2°C; 75+5%
HR) e no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas (LabMIP) da Universidade Federal de
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. As plantas de soja foram cultivadas em vasos de
polietileno (5 litros), preenchidos com uma mistura homogénea de substrato 30% (Mecplant)
e solo 70%. A cultivar NS 6209 RR, com habito de crescimento determinado, foi semeada nos
vasos na densidade de 4 sementes/vaso. No experimento 1 foram mantidas 2 plantas/vaso e
para o experimento 2 foi mantida apenas uma planta/vaso. As sementes de soja foram tratadas
com estirpes de Bradyrhizobium japonicum (100 mL para 50 kg de semente). A irrigacgdo foi
realizada diariamente para manter o solo proximo a capacidade de campo durante a conducdo

dos experimentos. As lagartas de H. armigera e S. eridania utilizadas para as avaliagdes dos
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experimentos foram obtidas da criacdo do LabMIP-UFSM, mantidas em sala de criagéo
(fotoperiodo 16:8h; 25+2°C; 75+5% UR) alimentadas com dieta artificial modificada de
Greene et al. (1979). Previamente a infestacdo dos tratamentos (24 horas antes) as lagartas L1
foram aclimatadas em folhas de soja.

O experimento 1 objetivou avaliar a translocacdo acropetal e basipetal de
clorantraniliprole e ciantraniliprole nas folhas da soja, utilizando a metodologia proposta por
Buchholz & Nauen (2001). Clorantraniliprole (Prémio® 200SC, DuPont, USA) e
ciantraniliprole (Benevia® 100 OD, DuPont, USA) foram preparados em solucio nas doses de
10 g i.a. ha?! (0,1 g i.a/L) e 50 g i.a. ha* (0,5 g i.a./L), respectivamente. Foram aplicadas 3
gotas de 5 pL de cada solugdo com uma pipeta (Eppendorf - 0,5-10 uL) nos foliolos laterais
(Figura 3) no estadio V3 da soja (Fehr & Caviness 1977). Um e sete Dias Ap6s a Aplicacdo
(DAA) dos inseticidas as folhas foram removidas e divididas ao meio no sentido transversal.
As partes foram colocadas individualmente em potes de polietileno transparente (100 ml) com
papel filtro umedecido, com o objetivo de manter a turgescéncia das folhas durante a
avaliacdo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com arranjo
fatorial 4 x 2 x 2, sendo o fator A: movimento dos inseticidas nas folhas (imével na base,
acropetal, imovel no épice e basipetal); fator D: dois inseticidas; e fator E: dois tempos (1 e 7
DAA). Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes de dez lagartas L1 de cada espécie
(H. armigera e S. eridania) totalizando 40 lagartas/tratamento. Apds tratamentos as lagartas
foram mantidas em uma sala com ambiente controlado (fotoperiodo 16:8h; 25+2°C; 75+5%

HR) e ap6s quatro dias foi avaliado o nimero de lagartas mortas.
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Figura 3. Avaliacéo dos efeitos A) acropetal dos inseticidas, com as gotas aplicadas na regido
basal das folhas, deixando a parte apical sem tratamento; e o efeito B) basipetal, com a

deposicao das gotas no apice da folha, mantendo-se a regido basal sem aplicacéo.

O experimento 2 caracterizou a translocacao de clorantraniliprole e ciantraniliprole para
as flores da soja por meio de duas formas de aplicagdo, via tratamento de sementes e
pulverizagdo foliar no estagio R1. Para o tratamento de sementes foram utilizados os
inseticidas clorantraniliprole (Dermacor® 625 FS, DuPont, USA) na dose de 62,5 g i.a. para
100 kg de semente e ciantraniliprole (Fortenza® 600 FS, Syngenta, Suica) na dose de 72 g i.a.
para cada 100 kg de semente. Ambos os inseticidas foram dosados com auxilio de uma pipeta
(Eppendorf - 100-1000 pL) e homogeneizados em 0,5 kg de sementes de soja. A pulverizagdo
foliar dos inseticidas foi realizada quando apareceu a primeira flor nas plantas de soja no
estagio R1 (Figura 4). Os inseticidas utilizados foram clorantraniliprole (Prémio® 200SC,
DuPont, USA) e ciantraniliprole (Benevia® 100 OD, DuPont, USA) nas doses de 10 g i.a. ha™
e 50 g i.a. hal, respectivamente. A aplicacio foi realizada em uma camara de pulverizacéo
(Generation 11l Spray Booth, Minnesota, USA) pressurizada a CO», equipada com ponta do
tipo leque (XR 110.01, Teejet, USA), com 30 psi de pressdo, velocidade de 3.6 km ht e

volume de calda de 100 L ha?. Para evitar o contato dos inseticidas com o solo e a sua
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absorcdo pelas raizes, todos os vasos foram recobertos com sacos plasticos no momento da
aplicacdo. Apos a secagem da superficie das folhas pulverizadas, as plantas retornaram para a

casa de vegetacao.

Coleta aos 10 dias
depois de R1

Clorantraniliprole
Ciantraniliprole

Clorantraniliprole Coleta aos 10 dias
Ciantraniliprole depois da aplicagdo

Figura 4. llustracdo do momento fenologico da aplicacdo dos inseticidas e periodo no qual

foram coletadas as flores para avaliagdo da presenca de inseticidas.

A verificagdo do movimento dos inseticidas nas plantas foi realizada por meio da
quantificacdo dos ingredientes ativos em LC-MS/MS. Foram coletadas todas as flores
emitidas das plantas de soja durante o periodo de dez dias ap0s o inicio do estagio R1 (plantas
que receberam aplicagdo via tratamento de sementes) e todas as flores emitidas durante o

periodo de dez dias ap6s a pulverizacdo foliar (plantas que receberam pulverizacao foliar em
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R1). Para ambas as formas de aplicagdo dos inseticidas, 50% do material coletado foi
utilizado nos ensaios de eficacia e os outros 50% foram armazenados em ultrafreezer a uma
temperatura de -80°C para quantificagio dos inseticidas.

As flores foram colocadas individualmente dentro de copos de polietileno de 50 ml que
continham na parte do fundo uma fina camada de 2 mm de uma solucéo agar-agua 2.5% para
manter a turgescéncia das estruturas reprodutivas. As flores foram separadas da solugédo &gar-
agua por um disco de papel filtro. Cada copo recebeu uma larva neonata de H. armigera e
foram vedados com tampa acrilica transparente e mantidos em sala de criacdo sob condi¢des
controladas (fotoperiodo 16:8h; 25+2°C; 75+5% UR). O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Cada uma das
repeticdes foi composta por dez lagartas, totalizando 40 lagartas por tratamento. Quatro dias
apos a infestacdo foi realizada a avaliagdo de mortalidade, considerando-se como lagarta
morta a que nao apresentava reacdo quando tocada com um pincel. Além disso, as lagartas
sobreviventes das quatro repeticdes de cada tratamento foram pesadas em grupos de trés
larvas em uma balanca de precisdo, para determinar o efeito dos tratamentos sobre o
crescimento dos insetos.

A quatificagcdo de clorantraniliprole e ciantraniliprole foi realizada em um sistema de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) modelo Varian 320-
MS (Walnut Creek, USA) equipado com um detector MS 320-MS triplo quadrupolo (TQ)
com fonte API e uma coluna Pursuit XRS Ultra C18 (100 x 2 mm, 2,8 um de tamanho de
particula) da Agilent (Santa Clara, USA). A fase movel utilizada foi uma solucdo aquosa de
acido formico 0,1% e acetonitrila 0,1% do acido formico em modo isocratico de eluicdo com
vazdo de 0,15 mL.min%. Para a extragdo foi utilizado método de QUEChERS modificado. Em
cada tubo Falcon de 50 mL contendo (3 mg de amostra de flor) foi realizada uma fortificacéo

da amostra com o inseticida correspondente (60 pL de ciantraniliprole e clorantraniliprole)
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adicionando-se 10 mL de acetonitrila e 5 % (v/v) acido férmico em cada tubo, sendo agitado
por 1 minuto em vortex. Apés agitacdo, foram adicionados 4 g de MgSO4 e 1,5 g de NaCl
para promover a particdo. As amostras foram agitadas por mais 1 minuto em vortex e em
seguida centrifugadas por 8 minutos a 3500 rpm. Foram transferidos para um tubo Falcon de
15 mL, 2 mL do sobrenadante de cada amostra. Nesta etapa 300 mg MgSQO4, 50 mg de Cig e
10 mg GCB foram adicionados em cada amostra. Os frascos foram novamente agitados em
vOrtex por mais 1 minuto, em seguida centrifugadas por 8 minutos a 3500 rpm e filtradas com
filtro de nylon 0,22 pm. Injetou-se 10 pL da solu¢do no LC-MS/MS. Os limites de detecgdo
(LOD) e os limites de quantificacdo (LOQ) de ambos os ingredientes ativos, foram definidos
pelo método da relagdo sinal ruido. Os valores de LOD e LOQ para clorantraniliprole foram
0,006 mg i.a kgt e 0,02 mg i.a kg!, respectivamente. Os valores para ciantraniliprole foram
LOD: 0,002 mgi.akgteoLOQ: 0,008 mgi.akg?

Os dados de mortalidade de H. armigera e S. eridania dos bioensaios com as folhas e as
flores de soja e os dados da quantificagdo dos inseticidas nas flores via analise
cromatogréfica, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 1% de significancia. As analises foram realizadas com

programa estatistico Sisvar® verséo 5.6 (Ferreira 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O movimento dos inseticidas clorantraniliprole e ciantraniliprole em plantas de soja,
apos aplicacdo em tratamento de sementes e via foliar, foram comprovados pelos bioensaios
em laboratorio e pela quantificagdo dos ingredientes ativos nos tecidos das plantas. No
experimento de movimento acropetal e basipetal dos inseticidas, para a mortalidade de S.
eridania em folhas de soja, ndo houve interacdo significativa entre 0 movimento x inseticida x

tempo. Entretanto, houve interagéo significativa para os fatores movimento x inseticida (F =
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9,66; df = 3; P= 0,01) e inseticida x tempo (F = 8,86; df = 1; P= 0,01). O inseticida
ciantraniliprole resultou em mortalidade significativamente maior de S. eridania, quando
comparado a clorantraniliprole, independente da parte da folha oferecida as larvas (Tabela 3).
Baseado na mortalidade de S. eridania € possivel afirmar que ciantraniliprole é translocado
dentro da folha tanto da base para o apice (acropetal), como do &pice para a base (basipetal).
Ja clorantraniliprole resultou em reduzida mortalidade de larvas, indicando movimento
acropetal e basipetal reduzido. Movimento de ciantraniliprole ja havia sido relatado em
plantas de tomate (Barry et al. 2015). Possivelmente a translocacdo basipetal de
ciantraniliprole dentro da folha, pode estar relacionado com a difuséo do inseticida. Moléculas
que possuem permeabilidade intermediaria, e que sdo translocadas apenas via xilema podem
entrar no floema por meio de difusdo sendo retidas e translocadas a longas distancias (Tyree

et al. 1979).

Tabela 3. Mortalidade de Spodoptera eridania em funcdo da aplicacdo de clorantraniliprole e

ciantraniliprole em diferentes partes das folhas de plantas da soja.

Area Area Clorantraniliprole Ciantraniliprole
aplicada infestada NLV! MC (%)? NLV MC (%)
Base Base 2,75+ 1,16 aB® 68,0 1,5+0,0aA 82,0
Base Apice 7,75+ 1,58 bB 9,0 3,0£092abA 65,0
Apice Apice 2,88 £ 1,76 aA 66,0 20+053aA 76,0
Apice Base 7,38 £2,29 bB 13,0 4,0 +£0,92 bA 53,0

Testemunha 8,5+ 1,0 bA - 8,5+ 1,0 bA -
CV (%) 16,25

'Numero de lagartas vivas; 2Mortalidade corrigida por Abbott; *Médias com mesma letra mindscula na coluna e

médias com mesma letra maitdscula na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (P=0,01).
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Os bioensaios em laboratdrio revelaram que a acdo inseticida de ciantraniliprole contra
S. eridania nas folhas de soja 1 e 7 Dias Apos a Aplicacdo (DAA), foi significativamente
maior que clorantraniliprole (Tabela 4). A mortalidade das larvas ocasionada pelo inseticida
ciantraniliprole foi independente do local de aplicacdo (acropetal e basipetal). Aos 7 DAA, a
atividade inseticida de ciantraniliprole se manteve elevada (mortalidade de 87%). Entretanto,
clorantraniliprole auferiu menor mortalidade de S. eridania ao longo do tempo (47%),
principalmente em relacéo a translocagédo basipetal. A mortalidade de S. eridania ao 1 DAA,

indica uma rapida translocagdo acropetal de ambos os ingredientes ativos dentro da folha.

Tabela 4. Mortalidade de Spodoptera eridania em dias apés a aplicagao.

1 dia apds aplicacdo 7 dias apos aplicagdo
Tratamentos
NLV! MC (%)? NLV MC (%)
Clorantraniliprole 2,82 bA3 67,0 4,57 bB 47,0
Ciantraniliprole 1,13 aA 87,0 1,13 aA 87,0
Testemunha 8,5 cA - 8,5 CA -
CV (%) 16,25

!Numero de lagartas vivas; 2Mortalidade corrigida por Abbott; *Médias com mesma letra mindscula na coluna e

médias com mesma letra maidscula na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (P=0,01).

Nos bioensaios com H. armigera os fatores movimento x inseticida x tempo e
movimento x tempo ndo apresentaram diferenca significativa. Entretanto, houve interacéo
significativa para o fator movimento x inseticida (F = 17,67; df = 3; P= 0,01). De maneira
geral, ciantraniliprole resultou em maior mortalidade de H. armigera, para todas as partes das

folhas avaliadas (Tabela 5). Embora tenha translocacéo limitada nas folhas, clorantraniliprole
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resultou em uma maior atividade inseticida sobre H. armigera em relacdo a espécie S.
eridania. Possivelmente, a concentragdo necessaria do ingrediente ativo clorantraniliprole
para o controle de H. armigera seja menor do que a quantidade requerida para S. eridania.
Bioensaios em laboratorio demonstraram que a concentracdo necessaria de clorantraniliprole
(CL50) variou de acordo com género e com a espécie de lepidoptero avaliados (Selby et al.
2017). A propriedade de translocacdo de uma molécula € de suma importancia, pois mesmo
quando poucas gotas atingem a folha, podera existir uma redistribuicdo do ingrediente ativo
conferindo desta maneira o controle de pragas. Além disto, 0 movimento do ingrediente ativo
na folha, pode minimizar as perdas pela fotodegradacdo, remocao pela agua e assim aumentar

a atividade residual do produto (Stevens et al. 1988).

Tabela 5. Mortalidade de Helicoverpa armigera em fungéo da aplicagdo de clorantraniliprole

e ciantraniliprole, em diferentes partes das folhas de plantas da soja.

Area Area Clorantraniliprole Ciantraniliprole
aplicada infestada NLV? MC (%) NLV MC (%)
Base Base 2,63 0,37 aA® 65,0 2,50 £ 0,0 aA 67,0
Base Apice 55+151bB 27,0 2,88 + 0,51 abA 62,0
Apice Apice 2,75 + 0,46 aA 63,0 2,75+ 0,46 abA 63,0
Apice Base 5,25+ 1,75 bA 30,0 4,14 + 1,59 bA 45,0

Testemunha 7,5+ 1,0 bA - 7,5+ 1,0 bA -
CV (%) 11,29

'Numero de lagartas vivas; 2Mortalidade corrigida por Abbott; *Médias com mesma letra mindscula na coluna e

médias com mesma letra maidscula na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (P=0,01).



256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

56

O movimento de ciantraniliprole e clorantraniliprole dentro das plantas de soja para as
flores foi confirmado por meio dos bioensaios. Todos os tratamentos inseticidas, com excec¢ao
de clorantraniliprole aplicado via tratamento de semente, resultaram em mortalidade de H.
armigera significativamente superior ao tratamento testemunha nas flores da soja (F = 10,59;
df = 4; P=0,01). Entre os tratamentos utilizados, clorantraniliprole aplicado via pulverizagao
foliar ocasionou maior mortalidade de lagartas (52,5% = 14,1). O inseticida ciantraniliprole
independente da forma de aplicacéo, via foliar ou em tratamento de semente, provou controle
similar de H. armigera (37,5% * 5,8) e (35% % 17,3), respectivamente (Figura 5).

Baseado em nossos resultados, é possivel inferir que os ingredientes ativos foram
absorvidos e transportados jutamente com agua e nutrientes do solo, pelos vasos condutores
do xilema até as flores, independente da forma de aplicagdo. Absor¢do e translocacdo para
folhas via xilema de clorantraniliprole em plantas de soja e de ciantraniliprole em plantas de
tomate, j& havia sido relatada quando os inseticidas foram aplicados nos caules das plantas
(Adams et al. 2016; Barry et al. 2015). O uso de inseticidas do grupo das diamidas
antranilicas aplicadas via tratamento de semente provaram também translocacéo via xilema,
resultando em controle de Diatraea saccharalis em parte aérea de plantas de arroz (Jaspreet et
al. 2014) e de Delia platura e Ostrinia nubilalis em plantas de feijao (Schmidt-Jeffris & Nault

2016).
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Figura 5. Mortalidade de lagartas neonatas de Helicorverpa armigera alimentadas com flores
de soja apos a aplicacdo dos inseticidas clorantraniliprole e ciantraniliprole, via pulverizacdo

foliar (PF) e tratamento de semente (TS).

A deteccdo e quantificacdo de ciantraniliprole aplicado em pulverizacgdo foliar (0,2200 +
0,0090 mg Al kg1) e em tratamento de semente (0,0105 + 0,0000 mg Al kgt), assim como,
clorantraniliprole pulverizado via foliar (0,2400 + 0,0075 mg Al kg™l) (Tabela 6), corroboram
com os resultados de mortalidade de H. armigera obtidos nos bioensaios em laboratério.
Ciantraniliprole aplicado via tratamento de semente, apresentou mobilidade superior ao
inseticida clorantraniliprole dentro das plantas de soja. Possivelmente as caracteristicas fisico-
quimicas como, 0 menor log P e a maior solubilidade em &gua de ciantraniliprole em relacdo
a clorantraniliprole, possibilitou que ciantraniliprole fosse absorvido pelas raizes e

translocado até as flores da soja (Selby et al. 2017).
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Apo6s quatro dias de alimentacdo, as lagartas sobreviventes apresentaram paralisia
alimentar e reducdo da massa corporal em decorréncia da contaminagdo com os inseticidas
(Tabela 6). O consumo de flores de soja proporcionou a transferéncia do ingrediente ativo
para as lagartas e acdo nos receptores de rianodina (RyR) do sistema muscular. Os inseticidas
aplicados via pulverizagéo foliar ocasionaram maior redu¢do no crescimento das larvas,
quando comparado a aplica¢do via tratamentos de sementes. Entretanto, o tratamento com
ciantraniliprole aplicado via tratamento de sementes ndo diferiu dos resultados de
pulverizacdo nas folhas de soja, ou seja, além de apresentar mortalidade elevada de lagartas,
proporcionou reducdo no desenvolvimento das lagartas sobreviventes, comparado ao

inseticida clorantraniliprole.

Tabela 6. Quantificacdo dos inseticidas nas flores de soja e massa das lagartas de Helicoverpa

armigera que sobreviveram aos tratamentos inseticidas.

mg i.a. kg nas flores'  Massa de lagartas sobreviventes (ug)

Testemunha - 0,0000 +0,0000 2 24,42 +6,96 b
Clorantraniliprole  Foliar®  0,2400 +0,0075 a 0425+104 a
Ciantraniliprole Foliar  0,2200£0,0090 b 03,57+0,89 a
Clorantraniliprole TS 0,0000 £ 0,0000 ¢ 20,22 £3,66 b
Ciantraniliprole TS 0,0105+0,0000 ¢ 04,72+0,35 a
CV % 6,13 31,28

!Média de ingrediente ativo quantificado para cada tratamento; Clorantraniliprole: LOD - 0,006 LOQ - 0,020;
Ciantraniliprole: LOD - 0,002 LOQ - 0,008; 2Médias na coluna com a mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P= 0,01); *Formas de aplicacdo dos inseticidas, via foliar e tratamento de

semente.
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Nosso estudo mostrou que inseticidas do grupo das diamidas antranilicas resultaram em
boa eficiéncia de controle de lagartas durante o periodo reprodutivo da soja, independente da
forma de aplicagdo. Quando aplicado em tratamento de semente, clorantraniliprole e
ciantraniliprole provaram longo periodo residual e eficiéncia de controle sobre Spodopetera
frugiperda durante o periodo reprodutivo da soja (Thrash et al. 2013). Assim, pulverizagdes
de diamidas antranilicas nos campos de soja no estdgio R1 mostram que os produtos sdo
translocados e estdo presentes nos orgdos reprodutivos da soja impactando no controle de
lagartas que se alimentam de flores, como a H. armigera.

Considerando a extensa area de cultivo de soja Bt no Brasil e a menor expressdo da
toxina CrylAc no periodo reprodutivo da soja Bt (Yu et al. 2013), que torna as plantas mais
vulneraveis, demanda uma segunda alternativa de controle. O uso de inseticidas do grupo das
diamidas antranilicas via tratamento de sementes e na pulverizacdo foliar, podem proteger as
estruturas vegetativas e reprodutivas dos danos de lepidopteros-praga. As infestacdes de H.
armigera sdo mais frequentes e mais prejudiciais no periodo reprodutivo da soja. Baixas
infestacBGes desta espécie, durante o estagio de florescimento (R2) e no enchimento de grdos
(R5.1), podem ocasionar perdas significativas de produtividade na cultura da soja (Stacke et
al. 2018). Desta maneira, 0 uso de inseticidas sisttmicos como as diamidas antranilicas, sdo
uma alternativa viavel em um programa de manejo para a protecdo da cultura durante o
periodo reprodutivo, minimizando as perdas na produtividade. A tomada de decisdo de
controle depende, entretanto, do conhecimento da espécie-praga, do nivel de infestacdo e da

capacidade da soja Bt de controlar a especie.

CONCLUSOES

O uso de diamidas antranilicas aplicadas em pulverizagdo foliar ou via tratamento de

semente, provou ser uma alternativa importante para 0 manejo integrado de lepidépteros no
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cultivo de soja Bt, principalmente durante o periodo reprodutivo da cultura. O longo periodo
residual e a capacidade de translocacdo das diamidas antranilicas, principalmente de
ciantraniliprole aplicado em tratamento de semente, pode reduzir o nimero de aplicacfes

foliares de inseticidas e consequentemente 0s custos aos produtores.
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4 DISCUSSAO

As lagartas Helicoverpa armigera e Spodoptera frugiperda sédo importantes pragas que
atacam folhas, flores, legumes e grdos da soja e do milho, podendo ocasionar danos
significativos caso ndo sejam manejadas. O controle dessas espécies &€ predominantemente
com inseticidas quimicos, entretanto, esses podem ser utilizados de forma harmoniosa e
eficiente com outros métodos de controle, como as plantas geneticamente modificadas que
expressam toxinas de Bt, e controle bioldgico com virus, fungos e bactérias.

As diamidas antranilicas se tornaram um dos mais importantes grupos de inseticidas,
desde da sua introducdo no mercado em 2008 (ADAMS et al., 2016), sendo consideradas,
como uma importante tatica de controle para 0 manejo de pragas, em nivel mundial (SELBY;
LAHM; STEVENSON, 2016). Inseticidas desse grupo, sdo conhecidos pelo longo periodo
residual (SCHMIDT-JEFFRIS; NAULT, 2016) e pela absorcdo e translocacdo ascendentes
em diferentes culturas agricolas (CHEN et al., 2015). Embora fossem esperados, até o
presente momento, ndo havia resultados que demonstrassem a translocacdo de diamidas
antranilicas para as estruturas florais das plantas de soja e para folhas novas de milho emitidas
apos aplicacdo dos tratamentos.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel caracterizar a absor¢do e translocacdo dos
inseticidas clorantraniliprole e ciantraniliprole aplicados em pulverizacdo foliar e via
tratamento de semente (TS) nas plantas de milho e de soja. No primeiro artigo intitulado
“Translocation of chlorantraniliprole and cyantraniliprole applied to maize as seed treatment
and foliar spray to control Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)”, é possivel
afirmar, que clorantraniliprole e ciantraniliprole quando aplicados em tratamento de semente,
possuem propriedades fisico-quimicas que possibilitam a ambos os produtos serem
absorvidos pelas raizes e translocados de forma ascendente via xilema para a parte area de
plantas de milho. Além disso, independente da dose do ingrediente ativo utilizado e do estadio
de aplicacdo, diamidas antranilicas aplicadas na cultura do milho por pulverizagdo foliar ndo
sdo translocadas de folhas tratadas para folhas emitidas apds a aplicagdo (folhas novas).
Baseado nesses resultados é possivel inferir que ambos os inseticidas ndo sdo translocados
pelo floema das plantas.

No segundo artigo, com a quantificacdo dos inseticidas, comprova-se 0 movimento de

clorantraniliprole e ciantraniliprole para as flores de soja. Ciantraniliprole demonstrou
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também movimento acropetal e basipetal dentro das folhas da soja. Além disto, ambos 0s
inseticidas aplicados em tratamento de semente foram absorvidos pelas raizes junto com a
agua do solo e translocados via xilema para as flores, provando longa acdo no controle
lagartas. Longo efeito residual j& havia sido relatado para diamidas antranilicas aplicadas em
TS no controle de Spodoptera frugiperda para bioensios em laboratério (THRASH et al.,
2013). Quando pulverizados em parte aérea das plantas, a presenca dos inseticidas também foi
confirmada nas flores. Baseado nesses resultados, possilvelmente a translocagdo ocorra em
decorréncia da absor¢éo dos inseticidas pelas hastes das plantas chegando aos vasos do xilema
e desta maneira sendo transportados para outras estruturas.

O conhecimento sobre o comportamento dos ingredientes ativos para ambas as
culturas é fundamental para escolha da melhor forma de aplicacdo e a estratégia de manejo a
ser utilizada para o controle de pragas. Os resultados mostraram que a translocacdo de
clorantraniliprole e ciantraniliprole, podem néo ser influenciadas apenas pelas caracteristicas
fisico-quimicas das moléculas e condi¢bes ambientais, mas também pela forma a qual os
produtos sdo aplicados. Ficou provado ainda que, a translocacdo dos produtos pode ser
afetada de acordo com a espécie da planta, uma vez que, a pulverizacdo foliar resultou em
movimento dos inseticidas apenas para estruturas emitidas apds aplicacdo na cultura da soja

(flores) e nédo para a cultura do milho (folhas).



5 CONCLUSOES

Na cultura do milho a aplicacdo por tratamento de sementes e foliar demonstram que
clorantraniliprole e ciantraniliprole sdo moveis pelo xilema, variando sua mobilidade com o
método de aplicagdo utilizado. O uso de diamidas antranilicas contribui para o controle de S.
frugiperda na cultura do milho desde os estadios iniciais e com prolongado efeito residual.

Nas plantas de soja os inseticidas clorantraniliprole e ciantraniliprole séo translocados
para as flores, tanto na aplicacdo via tratamento de sementes, quanto na pulverizacéo foliar.
Ciantraniliprole apresenta movimento basipetal e acropetal nas folhas e maior concentracédo
do ingrediente ativo nas flores de soja com aplicacdo via tratamento de sementes.

As plantas de soja e de milho permitem diferentes mobilidades aos inseticidas
clorantraniliprole e ciantraniliprole, que também sofre influéncia da forma de aplicacdo. Na
soja as diamidas antranilicas translocam de forma ascendente, via xilema, apds a pulverizacéo
foliar. O contréario ocorre nas plantas de milho, em que ndo ha mobilidade do ingrediente
ativo para as folhas novas.

O tratamento de sementes com clorantraniliprole e ciantraniliprole, tanto em milho

guanto em soja, resultaram em translocacao para as folhas e flores.
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