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RESUMO - Atualmente, ha duas diferentes toxinas do Bacillus thuringiensis (Bt) dis-
poniveis em milho transgénico. Entretanto, hd poucas informacdes sobre a toxicidade
dessas proteinas puras Cry 1A(b) e Cry 1F para a lagarta-do-cartucho do milho (LCM),
Spodoptera frugiperda (Smith), usando o método de tratamento superficial da dieta. Os
bioensaios foram conduzidos, usando um gradiente de concentragdo para as duas toxi-
nas. Cada tratamento foi infestado artificialmente com larvas da LCM recém-eclodidas
e mantidas sob temperatura constante e no escuro. Dez dias ap6s a infestagdo, o numero
de larvas sobreviventes e a inibicao de crescimento baseado na biomassa foram avalia-
dos. Os dados de mortalidade foram submetidos a anélise de “Probit”. As CL_ estimadas
para CrylA(b) e CrylF foram, respectivamente, 689,81 ng/cm® e 36,46 ng/cm®. A CL_
foi suficiente para inibir o acimulo de biomassa das larvas em 91,61% e 89,81% para
CrylAb e CrylF, respectivamente. As larvas que sobreviveram por dez dias nas dietas
tratadas com o Cry 1A(b) foram transferidas para dieta ndo tratada e observadas até a
emergéncia dos adultos. Das larvas sobreviventes, 62,8% recuperaram seu desenvolvi-
mento, acumulando a biomassa de uma pupa normal. Portanto, a atividade biologica da
toxina do Bt vai além da simples toxicidade, incluindo uma significativa inibi¢do de
alimentacao. Esse fato tem implicagdes importantes para o desenvolvimento de estraté-
gias para o manejo da resisténcia.

Palavras-chave: Insecta, biologia, manejo de pragas, toxicologia, resisténcia de plan-
tas, Bacillus thuringiensis.

BIOLOGICAL ACTIVITY OF BT TOXINS, CRY 1A(b) AND CRY 1F ON
Spodoptera frugiperda (SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - There are currently two different toxins from Bacillus thuringiensis (Bt)
available in transgenic maize. However, there is limited information regarding the toxicity
of purified Cry 1Ab and Cry1F toxins to fall armyworm (FAW), Spodoptera frugiperda
(Smith), using a surface exposure method with artificial diet. Bioassays were conducted
using a range of concentrations for both toxins. Each treatment was artificially infested
with neonate FAW larvae and maintained under constant temperature and complete
darkness. Ten days after exposure, the number of surviving larvae and growth inhibition
based on biomass were evaluated. The mortality data were subject to Probit analysis.
The estimated LC_’s for Cryl1Ab and Cry1F were, respective 689.81 ng/cm® and 36.46
ng/cm’. The LC, was enough to inhibit the biomass accumulation of larvae by 91.61%
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and 89.81% for Cry1Ab and Cry1F, respectively. The larvae that survived after 10 days
on CrylAb treated diet were transferred to untreated diet and observed until adult
emergence. Out of the surviving larvae, 62.8% recovered their development reaching
the normal pupa biomass. Therefore, the biological activity of Bt toxin extends beyond
toxicity including a significant feeding inhibition. This fact has significant implications
for the development of resistance management strategies.

Key words: Insecta, biology, pest management, toxicology, insect plant resistance,

Bacillus thuringiensis

A lagarta-do-cartucho do milho (LCM)
Spodoptera frugiperda (Smith) pode causar per-
das de 17 a 38,7% na produ¢do do milho, depen-
dendo do estadio de desenvolvimento das plan-
tas atacadas (Carvalho, 1970) e da cultivar
(Williams et al., 1990). Entretanto, esse
percentual independe do estado nutricional da
planta, isto €, do potencial de produ¢ao (Cruz et
al., 1999). Essa espécie tem causado sérios pre-
juizos, também, na cultura do sorgo, cujas per-
das podem chegar a mais de 20% (Cortez &
Wagquil, 1997) e no algodao (Gallo et al 2002).
Para o manejo dessa praga, sdo recomendadas
varias estratégias, incluindo métodos culturais,
quimicos e biologicos (Cruz & Waquil, 2001).
Hoje, com a disponibilidade de plantas
transgénicas expressando diferentes toxinas do
Bt, essa estratégia de manejo da LCM precisa ser
cuidadosamente estudada. Os aspectos legais e
regulatorios para o uso das plantas transgénicas
no Brasil foram discutidos por Fontes (2003).

Como bioinseticida, a bactéria Bacillus
thuringiensis (Berliner) (Bt), estirpe HD1, vem
sendo usada ha décadas (Feitelson et al., 1992) e
esta registrado sem limita¢ao de uso, para o con-
trole de varias espécies-praga de Lepidoptera. Foi
constatado que, no campo, existem varias espé-
cies e dentro destas, populagdes de Bz. Hoje, cen-
tenas de isolados das mais diferentes regides es-
tao registrados na literatura. Uma das fragdes ati-
vas produzidas pelo Bt sdo proteinas acumula-
das em forma de cristal no interior das células,

denominadas “Cry”, que podem constituir mais
de 30% do total de proteinas da célula (Hermstadt
etal., 1986). As seqiiéncias génicas conhecidas,
responsaveis pela expressao dessas proteinas (to-
xinas), podem ser encontradas na Internet, no en-
derego: http://www.biols.susx.ac.uk/home/
Neil Crickmore/Bt.

Em bioensaios, tem sido demonstrada a
especificidade das toxinas puras para as diferen-
tes espécies de insetos (MacIntosh et al., 1990).
Especificamente para as principais espécies de
lepidopteros-praga do milho, foram registradas
as seguintes toxinas com maior atividade: Cry
1D e Cry IF para o controle de S. frugiperda,
Cry 1A(c) para Helicoverpa zea, Cry 1B para
Diatraea saccharalis e D. grandiosella
(Bohorova et al., 1997) e Cry 1C para S. exigua
(Visser et al., 1990). Em Ostrinia nubilalis, a ati-
vidade dessas toxinas pode variar de 2 a 7 vezes
em fun¢do da origem geografica da populagao
submetida a analise (Marcon et al., 1999).

Embora, a campo, os bioinseticidas a base
do isolado HD1 do Bf ndo tenham apresentado
bons resultados no controle da LCM (Waquil et
al., 1982), o milho transgénico, expressando a
toxina Cry 1A(b), tem apresentado niveis razoa-
veis de resisténcia (Williams et al., 1998a). Adi-
cionando-se palha de milho transgénico,
liofilizada, em dieta artificial, notou-se reducao
de 40% na sobrevivéncia e de 94% na biomassa
das larvas S. frugiperda (Williams et al., 1998a).
Nas dietas contendo apenas estilo-estigma de
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milho transgénico, nao se observou mortalidade,
mas notou-se reducao significativa no desenvol-
vimento dos insetos (Williams ez al., 1998b). Para
a LCM, aresisténcia de plantas de milho, expres-
sando toxinas do Bt, variou desde altamente efe-
tiva (Cry 1F), intermediarias (Cry 1A(b) e Cry
1A(c)) e sem atividade alguma (Cry 9C) (Waquil
et al., 2002). No controle da lagarta-elasmo,
Elasmopalpus lignosellus, todas as toxinas Cry
[1F, 1A(b), 1A(c) e 9C] foram eficientes (Vilella
etal.,2002).

Para as populagdes brasileiras da LCM,
existem poucos estudos. Entre 58 cepas testadas,
a mais eficiente foi o Bt morrisoni, causando cer-
ca de 80% de mortalidade, sendo que as demais
cepas apresentaram menos de 40% de eficiéncia
(Polanczyk et al., 2003). Por outro lado, a avali-
acdo de plantas transgénicas com o gene Bf no
Brasil é também rara. Avaliando milho Bf, ex-
pressando a toxina Cry 1A(b) em condigdes de
campo durante dois anos e em diferentes locais,
foi observado um controle eficiente da LCM
(Fernandes et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ati-
vidade bioldgica das toxinas Cry 1A(b) e Cry IF
sobre a LCM, utilizando o método de tratamento
da superficie da dieta artificial. Esse método tem
a vantagem de demandar pequenas quantidades
das toxinas e produzir resultados consistentes.
Além disso, esse método pode ser utilizado tanto
na prospec¢do de novos produtos como no
monitoramento de populagdes de campo para o
manejo da resisténcia de espécies-alvo.

Material e Métodos

Nos laboratorios do Departamento de
Entomologia da Universidade de Nebraska em
Lincoln (UNL), NE, foram mantidas colonias de
Spodoptera frugiperda e conduzidos bioensaios,
visando avaliar a susceptibilidade dessa espécie

as toxinas do Bacillus thuringiensis (Bt), Cry
1A(b) e Cry IF e a atividade biologica dessas
toxinas sobre a mortalidade, inibicao de cresci-
mento e recuperagao de larvas sobreviventes.
Toxinas do Bt - A toxina CrylA(b) ativada foi
fornecida pela companhia Monsanto (St. Louis,
MO, EUA), purificada da protoxina CrylA(b)
soluvel, a qual foi tratada com tripsina bovina
pancredtica até que cerca de 90% da proteina foi
convertida a toxina. A toxina Cry1F foi obtida da
Dow Agroscience (Indianapolis, IN, EUA) e pro-
duzida através da fermentacao de Pseudomonas
fluorescens recombinante, cepa MR872. Apos
fermentagdo e lise das células de P, fluorescens,
os cristais foram separados e purificados. A for-
ma ativada de Cry1F foi obtida por meio de di-
gestdo por tripsina e, posteriormente, purificada
por meio de cromatografia de troca ionica.
Colonia de insetos - Colonias da lagarta-do-car-
tucho do milho (LCM) foram mantidas em labo-
ratorio, utilizando dieta artificial fornecida pela
divisdo de Entomologia da BIO-SERV_*
(www.bio-serv.com) mantida em copos plasticos
transparentes com tampa. Os adultos foram man-
tidos em gaiolas, confeccionadas a partir de po-
tes plasticos de aproximadamente 1 L. A superfi-
cie interna do pote foi revestida por folha de pa-
pel toalha de onde as posturas dos adultos foram
recolhidas. A alimentacdo dos adultos foi feita
por meio de um pavio de algoddao, mantendo uma
das extremidades imersa numa solucao de
sacarose 10%. Os insetos adultos foram trocados
de gaiola a cada dois dias, quando se colhiam as
posturas. As posturas foram armazenadas em sa-
cos plasticos, os quais foram mantidos em BOD
com temperatura controlada, até o inicio da
eclosdo de larvas e foram, entdo, utilizadas para
a manuten¢ao da colonia ou para a realizacao de
bioensaios.

Mortalidade larval - Foram conduzidos, simul-
taneamente, dois bioensaios, usando o método
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de tratamento da superficie da dieta artificial, em
bandejas multicelulares com 8 blocos de 16 cé-
lulas/bandeja (Marcon ef al., 1999). Foi utiliza-
do 1 mL/célula de dieta artificial e, na superficie
desta, foram aplicados 30ul/célula de cada con-
centracdo das toxinas, diluidas em Triton 100®
0,1%. Foram utilizadas sete dilui¢des (1:2), vari-
ando de 15,625 a 1000,000 ng/cm? para a toxina
Cry 1A(b) e de 7,810 a 500,000 ng/cm? para a
Cry 1F. Depois de deixar a superficie secar por
aproximadamente 2 hora, uma larva da LCM
recém-eclodida foi transferida para cada célula,
cobrindo-se, em seguida, cada bloco de 16 célu-
las com um pléstico adesivo transparente. Essa é
uma cobertura especial para a bandeja, que evita
a fuga das larvas, mas permite a troca gasosa atra-
vés de pequenos poros. As bandejas, depois de
preparadas e etiquetadas, foram incubadas em ca-
maras escuras, sob temperatura constante de
27°C. Dez dias ap6s a infestagao, os bioensaios
foram avaliados, contando-se o nimero de inse-
tos sobreviventes. Os dados obtidos foram sub-
metidos a analise de “Probit”, utilizando-se o
programa SAS.

Inibicdo do crescimento larval - Apos a conta-
gem dos insetos vivos e mortos na atividade an-
terior, estimou-se a biomassa para cada inseto so-
brevivente, por meio de uma balanga de preci-
s30. Os dados obtidos foram submetidos a anali-
se de regressao, utilizando as concentragdes das
toxinas como variavel independente x e a taxa
de inibic¢ao de crescimento como variavel depen-
dente y. Assim, foi estimada uma equacao para a
inibi¢do de crescimento larval em fungdo da dose
da toxina, com base na biomassa dos insetos so-
breviventes.

Recuperacio do desenvolvimento larval - Apos
a avaliacdo da mortalidade e do crescimento
larval dos insetos submetidos as toxinas do Bf,
por 10 dias, as larvas sobreviventes foram

transferidas para copos plasticos com tampa, con-
tendo dieta artificial sem toxina. Os copos con-
tendo as larvas sobreviventes, foram acondicio-
nados em bandejas que foram novamente incu-
badas em BOD sob as mesmas condigdes do
bioensaio. Cinco dias apds essa repicagem, ou
seja, aos 15 dias de idade, as larvas foram nova-
mente pesadas, anotando-se a biomassa. No pri-
meiro dia de observagao da pupa, esta foi pesada
para se anotar a biomassa de cada individuo.
Como o numero de observagdes (larvas sobrevi-
ventes) variou dentro do gradiente de dose es-
tudado, os resultados foram analisados com base
no intervalo de confianga da média e na correla-
¢do entre a biomassa das larvas, apds exposicao
a toxina, e a biomassa da respectiva pupa.

Resultados e Discussao

Mortalidade larval - Os dados da taxa de mor-
talidade para cada toxina, submetidos a analise
de “Probit”, permitiram estimar os pardmetros
que geraram as seguintes equagoes:

Y, .= 1,86 +2,02X . (para toxina Cry 1F) e

Y ap = 2,00 1+0,83X para toxina Cry 1A(b)],
onde,

X = logaritmo da dose da toxina (ng/cm?) e

Y = o valor de “Probit” a ser convertido em por-
centagem de mortalidade.

Na Tabela 1, estao apresentadas as pro-
babilidades de mortalidade da LCM com base nas
curvas estimadas para as toxinas do Bt estuda-
das. A CL,, das toxinas Cry 1A(b) e CrylF en-
contradas para S. frugiperda foram de 689,81 e
36,46 ng/cm? de dieta, respectivamente. Para a
toxina Cry 1F, a aproximagao da estimativa esta
boa, tendo em vista a escolha das concentracoes
que permitiram um bom ajuste da reta pela ob-
tencdo de respostas, variando de 0 a 100% de
mortalidade. As estimativas obtidas para a toxi-
na Cry 1 A(b) estdo satisfatorias, abaixo dos 58%

1A(b) [
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TABELA 1. Concentragao letal e intervalo de confianca para cada probalidade de mortalidade causada pelas
toxinas do Bt sobre a lagarta-do-cartucho do milho, Lincoln, NE, 2000.

Cry 1 A(b) Cry 1F

Probabili- Concentracio Intervalo confianca (95%) Concentracio Intervalo confianca (95%)
dade (%) (ng/cm?) Inferior Superior (ng/cm?) Inferior Superior
01 001,05 000,20 002,97 002,48 001.47 003.69
05 007,03 002,37 013,98 005,45 003.66 007.40
10 019,37 008,81 032,39 008,30 005.94 010.75
50 689,81 459,55 1.241,00 036,46 031.09 042.33
90 24.561,00 8.823,00 129.291,00 160,21 129.54 209.24
95 67.622,00 20.041,00 491.001,00 243,75 188.94 338.21
99 452.007,00 92.947,00 6.027.744,00 535,58 380.15 839.82

de mortalidade, mas, para valores superiores a
este, as estimativas podem apresentar uma mar-
gem substancial de erro, tendo em vista que o
maximo de mortalidade obtida foi 58%. Esse fato
fica mais evidente quando se compara o limite
inferior e superior, do intervalo de confianca da
meédia, entre si ou entre as toxinas. No caso da
toxina Cry 1A(b), os limites variam de 459,55 a
1.241,00 ng/cm?, sendo que a CL, € de 689,81,
ou seja, o intervalo para o limite superior € quase
2 vezes maior que o inferior. Para a toxina Cry
1F, o intervalo entre os limites ¢ consideravel-
mente menor € a CL,, de 36,46 ng/cm?, ficou
praticamente eqiiidistante entre os limites. Como
a curva de mortalidade da LCM pela toxina Cry
1A(b) ndo esta satisfatoriamente estimada para o
limite superior de mortalidade, a comparagdo
entre as duas toxinas foi feita somente com base
na CL,,. Comparando-se as CL,; das duas toxi-
nas, observou-se que para Cry 1F foi cercade 19
vezes menor, mostrando a maior atividade dessa
toxina contra a LCM. Esses dados confirmam o
registro de que, para a LCM, a toxina Cry 1F ¢
mais ativa que a Cry 1A(b) (Bohorova et al.,
1997). Avaliando a susceptibilidade de Ostrinia
nubilalis a toxina Cry 1A(b), em populagdes

obtidas em 10 Estados dos EUA e do Norte da
Italia, foi verificado que a CL, variou de 2,22 a
7,89 ng/cm? (Margon et al., 1999). Isso indica
que a atividade dessa toxina sobre O. nubilalis é
cerca de 90 vezes maior que sobre a LCM. Mes-
mo a toxina Cry 1F, a mais ativa sobre a LCM,
ainda é quase 5 vezes menos ativa sobre O.
nubilalis que a Cry 1A(b).

Inibicao do crescimento larval - Como na ana-
lise de “Probit”, utilizou-se a transformacao
logaritmica decimal para as doses das toxinas
(Margon et al, 1999). Para a taxa de inibi¢ao de
crescimento, foram testadas varias transforma-
coes e a que melhor se ajustou, para o intervalo
de dados obtidos, baseando-se no R?, foi arcsen
raiz da propor¢do de inibi¢do (biomassa dos in-
setos tratados/biomassa dos insetos controle).
Como o bioensaio foi planejado para se estimar
as concentragoes letais, os dados obtidos para
inibi¢do de crescimento variaram de 66,5 a 100%
de inibi¢do para a toxina Cry 1F e de 32,0 2 96,0%
para a toxina Cry 1A(b). Novamente, como as
estimativas basearam-se num intervalo relativa-
mente estreito de dados, as extrapolagdes basea-
das nas curvas podem incorrer em erros signifi-
cativos. Entretanto, dentro do intervalo de dados
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obtidos, foi possivel estimar as equagdes apre-
sentadas nas Figuras 1 e 2, respectivamente para
as toxinas Cry 1A(b) e Cry IF.

Aplicando-se os valores da CL,; da po-
pulagdo nas respectivas equacdes (Figuras 1 e 2)
para cada uma das toxinas, obteve-se uma esti-
mativa da inibi¢ao de crescimento de 91,61% para
a Cry 1A(b) e 89,81% para a Cry IF. Verificou-
se que as taxas de inibi¢do de desenvolvimento
das larvas foram semelhantes para as duas toxi-
nas quando se compara a dose CL . Portanto, a ati-
vidade biolégica das toxinas do Bt sobre as larvas

da LCM apresenta um maior impacto sobre o
acimulo de biomassa do que sobre a taxa de
mortalidade. Assim, pode-se inferir que a taxa
de inibic¢do de crescimento ¢ mais responsiva que
a taxa de mortalidade a atividade da toxina. O
maior impacto das toxinas do Bf sobre a taxa de
inibicao de crescimento do que sobre a taxa de
mortalidade foi também observado para O.
nubilalis, em que o IC, (taxas de inibigdo de 50%
do crescimento) variou de 0,33 a 1,33 ng/cm?,
cerca de 6 vezes menor que a respectiva CL,
(Margon et al., 1999). Embora a resposta dessa
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FIGURA 1. Curva de inibi¢ao de crescimento da lagarta-do-cartucho do milho sobrevivente em dieta artifi-
cial tratada na superficie com a toxina do Bt, Cry 1 A(b), Lincoln, NE, 2000.
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variavel seja mais sensivel que a taxa de mortalida-
de, devido a dificuldade de sua avaliagdo, deve-
se preferir a outra nos monitoramentos rotinei-
ros. Entretanto, para a avaliacdo da atividade
subletal das toxinas, a taxa de inibi¢do de cresci-
mento, com base na biomassa, deve ser utilizada
(Margon ef al., 1999). Uma alternativa para se
considerar as duas variaveis nos testes de rotina,
seria uma estimativa visual do tamanho das lar-
vas e, neste caso, poder-se-ia usar as larvas de-
senvolvidas no tratamento controle para compa-
racao (Sims et al., 1996). Foram observados casos
em que larvas da LCM, mesmo 10 dias apds a
exposi¢do, permaneceram no primeiro instar e,

sem nenhum consumo aparente da dieta, sobre-
viveram durante os 10 dias sem se alimentar. E
possivel que exista algum mecanismo de defesa
dessa espécie quando submetida a um estresse
alimentar. Sabe-se, por exemplo, que a lagarta-
elasmo ¢ um saprofita facultativo, isto ¢, na au-
séncia de seus hospedeiros favoritos, alimenta-
se de matéria orgdnica em decomposicdo
(Cheshire Jr. et al., 1977).

Recuperaciio do desenvolvimento larval - No
bioensaio conduzido com a toxina Cry 1F, a taxa
de sobrevivéncia da LCM foi muito baixa e o
numero de sobreviventes nao foi suficiente para
se estudar a recuperagao de larvas ap6s exposicao
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FIGURA 2. Curva de inibi¢ao de crescimento da lagarta-do-cartucho do milho sobrevivente em dieta artifi-
cial, tratada na superficie com a toxina do Bt, Cry 1F, Lincoln, NE, 2000.
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a toxina. Assim, este estudo foi realizado somen-
te com larvas expostas a toxina Cry 1A(b). Das
larvas da LCM transferidas da dieta tratada com
a toxina do Bf para a dieta sem toxina, 62,8%
sobreviveram e completaram o desenvolvimen-
to larval passando a fase de pupa. O ganho de
peso das larvas, apos a mudanga para a dieta sem
toxina, aos 10 dias de idade, foi semelhante aos
observados para as larvas testemunhas, sendo
que, cinco dias ap6s a transferéncia, a biomassa
dessas larvas foi cerca de 300 mg (Figura 3).
Na avaliagao feita aos 15 dias de idade
da LCM, ou seja, cinco dias apos a alimentagao
com dieta sem toxina, as larvas provenientes do
tratamento com a dose de 62,5 ng/cm? apresen-
taram biomassa maior do que a das larvas do con-
trole. Entretanto, a biomassa das pupas proveni-
entes de todos os tratamentos foi semelhante, in-
dependente das doses da toxina. Portanto, esses
dados indicam que, ap6s a exposicao das larvas
a toxina do Bt, uma alta taxa de sobreviventes

pode completar seu ciclo, se alimento alternati-
vo sem toxina for disponibilizado. Aparentemen-
te, a biomassa acumulada até os 10 dias de expo-
si¢do a toxina nao afetou a biomassa das respec-
tivas pupas, pois mesmo as larvas que permane-
ceram no primeiro instar durante os 10 dias de
exposi¢ao a toxina, completaram seu ciclo quan-
do foram transferidas para dieta sem toxina. Por-
tanto, a atividade da proteina do Bz sobre a LCM
vai além da toxicidade, apresentando também um
importante componente de inibi¢do alimentar
(fago-deterrente). Segundo Van Frankenhuyzen
(1993), a intoxicagdo estd sempre associada com
uma imediata inibi¢ao da alimentagado. Por outro
lado, a ndo-correlagcdo (R*=0.0024) entre a
biomassa das larvas, ao final de 10 dias de expo-
si¢do a toxina Cry 1A(b), e a biomassa das res-
pectivas pupas (Figura 4) indica uma completa
recuperagao das larvas apos a transferéncia para
dieta sem toxina. Isso foi detectado ja na avaliagdo
da biomassa das larvas 5 dias apds a alimentagao

Recuperacio de larvas sobreviventes apos exposi¢io a toxina Cry

1A(b)

600 B Biomassa aos 10 dias
S 500 Biomassa aos 15 dias
" [ Biomassa de pupa
e 400 .
é *\00 N
s 7 ?:3f§
2 200 | BN
g 100 E?f%
-2 0 \

4

5

Dose da toxina (ng/cm2)

FIGURA 3. Biomassa da lagarta-do-cartucho do milho, sobrevivente a exposi¢ao por 10 dias a toxina do Bt
Cry 1A(b) nas concentragdes identificadas de 1 a 8, sendo, respectivamente, de 0; 31,25; 62,5; 125; 250; 500;
1000 e 2000 ng/cm? de dieta e das respectivas pupas, Lincoln, NE, 2000.
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FIGURA 4. Correlagao entre a biomassa da lagarta-do-cartucho do milho sobrevivente a exposicdo a toxina
do Bt Cry 1A(b) por 10 dias e a biomassa das respectivas pupas, Lincoln, NE, 2000.

em dieta sem toxina, ou seja, aos 15 dias de ida-
de (Figura 3). Esse fato sugere a inexisténcia de
efeito residual da toxina na larva quando esta ¢
removida para uma dieta sem a toxina. Esses fa-
tos tém importantes implicagdes na defini¢ao das
estratégias para o manejo da resisténcia.
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