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Activacion de la proteina Cry11Bb de
Bacillus thuringiensis subesp. medellin por
digestion con tripsina y extractos
intestinales de larvas de Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae)

Activation of the Bacillus thuringiensis subesp. medellin
Cry11Bb protein by digestion with trypsin and Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) larval gut extracts

Resumen

En este trabajo se investigd la capacidad de
los extractos intestinales de Culex juinque-
fasciatus 'y de tripsina para activar la proteina
toxica Cryl1Bb de Bacillus thuringiensis
subesp. medellin. La actividad proteolitica de
los extractos se incrementd cuando se aumen-
t6 el pH de la mezcla de reaccion, siendo ma-
vor a pH 14.6. La cinética de digestion de la
proteina en el tiempo con los extractos y trip-
sina, mostré la formacion de maltiples ban-
das intermediarias, las cuales terminan con la
produccion de dos fragmentos de 30 y 33 kDa
de peso molecular relativo. La digestion de la
toxina con tripsina fue comparable a la obser-
vada con los extractos intestinales, aunque la
secuencia amino terminal de los fragmentos
indicaron que hay ligeras diferencias en los
sitios de corte. El procesamiento in vivo de la
toxina mostro semejanzas con lo observado
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in vitro; sin embargo, se observaron 3 bandas.
Los resultados preliminares de foxicidad in-
dican que los fragmentos de la proteina
Cry11Bb son téxicos contra larvas de mos-
quitos. Estos datos muestran un posible papel
de las proteasas intestinales de C. quinque-
fasciatus en la activacion de la proteina
Cryl1Bb de B. thuringiensis subesp. medellin.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, Toxi-
na Cryl1Bb. Activacién. Proteasas intestina-
les, Culex quinquefasciatus.

Summary

The ability of the larval midgut protease
extracts from Culex quinquefasciatus and
trypsin to process Bacillus thuringiensis
subsp.  medellin Cryl1Bb toxin was
investigated. The activity of midgut proteases
increase with an increment in pH being the
highest activity obtained at pH 10.6. A time
course study showed partial fragmentation of
the protein ultimately ending in the produc-
tion of protease-resistant core fragments of
relative molecular masses of 30 and 33 kDa.
Proteases with trypsin specificity were
detected in C. quinquefasciatus larval midgut
extracts. This activity was detected by N-ter-
minal amino acid sequence analysis of the
Bacillus thuringiensis subsp. medellin
Cry 11Bb toxin proteolytic fragments. In vivo,
the mosquito larvae processed the inclusions
generating three fragments. The fragments
fully retain their toxicity to C. quingque-
fasciatus first instar larvae. These data
indicate the possible role of midgut proteases
in B. thuringiensis subsp. medellin Cry11Bb
toxin activation.

Key words: Bacillus thuringiensis, Cry11Bb
toxin, Activation, Gut proteases, Culex
quinquefasciatus.

Intfroduccion

Bacillus thuringiensis sintetiza y empaca pro-
teinas denominadas 6-endotoxinas en una in-
clusién cristalina durante el estado de
esporulacién que son téxicas contra diferen-
tes 6rdenes de insectos (Navon 1993: Becker
y Margalit 1993 Keller y Langenbruch 1993).
Después de la ingestion por parte del insecto
susceptible. el cristal es solubilizado bajo las
condiciones reductoras y alcalinas del intesti-
no medio y procesada a fragmentos mds pe-
quenos mediante la participacién de las
proteasas intestinales (Tojo y Aizawa 1983:
Rajamohan et al. 1998; Dai y Gill 1993). Los
polipéptidos resultantes reconocen receptores
especificos sobre la superficie intestinal. los
cuales catalizan la insercion de la toxina en la
membrana celular llevando a la formacion de
canales i6nicos y a la muerte del insecto por
desbalance osmético (Rajamohan er al. 1998).

La incubacion de fas toxinas CrydAay Cry4Ba
de B. thuringiensis subesp. israelensis con
extracios intestinales resulta en la formacion
de fragmentos de aproximadamente 46-48 kDa
(Angsuthanasombat et al 1992). De la misma
manera, la toxina Cry11Aa de la misma espe-
cie, es procesada in vitro e in vivo a fragmen-
tos de 30-40 kDa por proteasas del mosquito
Culex quinguefasciatus (Dai y Gill 1993). Esto
indica que el procesamiento es un paso nece-
sario en la activacion de estas toxinas
bacterianas (Rajamohan er al. 1998).

Bacillus thuringiensis subsp. medellin fue se-
nalada por Orduz et al. en 1992. Las protei-
nas que componen su inclusion cristalina han
sido denominadas CrylIBb (Orduz er al.
1998), Cytl Abl (Thiéry er al. 1997). y una
proteina de 68 kDa (Orduz er al. 1994). La
proteina Cryl1Bb muestra actividad t6xica
frente a diferentes especies de larvas de mos-
quitos y su toxicidad es mayor que la toxici-
dad producida por la proteina CryllAa de
Bacillus thuringiensis subesp. israclensis
(Restrepo er al. 1997; Orduz et al. 1998). En
este trabajo estudiamos la activacion
proteolitica de la toxina Cry11Bb de Bacillus
thuringiensis subsp. medellin por exiractos
intestinales de larvas de C. quinquefusciatus
y tripsina; se comprobd el efecto del pH sobre
la protedlisis de la toxina, asi como su cinética;
se identificaron los sitios de corte mediante la
secuencia amino terminal de los fragmentos
generados y se determind la toxicidad de la
forma activada comparada con la toxina cris-
talina.

Materiales y Métodos

Toxina, anticuerpos y mosquitos. La 1oxina
Cryl1Bb de Bacillus thuringiensis subsp.
medellin se obtuvo de una bacteria recombi-
nante B. thuringiensis cepa 4Q2-81 transfor-
mada con el pldsmido pBTM3 que contiene
un fragmento de ADN de 4.4 kb que codifica
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para la proteina (Restrepo e al. 1997). Los
mosquitos de la especie C. quinquefasciatus
fueron mantenidos bajo condiciones de labo-
ratorio a 30+2°C con un fotoperiodo luz-os-
curidad de 12:12 h. Los anticuerpos
anti-Cry11Bb fueron producidos en ratén
(Orduz et al. 1996).

Preparacion y solubilizacién de la toxina de
94 kDa. La toxina fue aislada de las bacterias
esporuladas de acuerdo con el método de
Otieno-Ayayo et al. (1993): un cultivo com-
pleto final (250 ml) se lavé dos veces con agua
destilada. el bot6n resultante se resuspendio
en NaCl 50 mM por 1 ha 30°C y se lavé dos
veces con agua destilada. El botén se
resuspendid en agua y se adiciond a una mez-
cla de volimenes iguales de Na,SO,al 1% y
CCl,. La mezcla se agité vigorosamente por
10 min en un embudo de decantacion y repo-
s6 por 1 h hasta la formacién de dos fases. La
tase superior con los cristales se lavo dos ve-
ces con agua destilada y se almacend¢ a -20°C.
Los cristales se solubilizaron en una solucién
tampon Caps 100 mM, B-mercaptoethanol al
0.05%m. pH 10.6 por 1 h a 30°C, el material
insoluble se removié por centrifugacién a
12.000 rpm por 10 min (Choma et al. 1990).
La concentracion de la proteina soluble se
determind por el método de Bradford usando
albimina bovina sérica (ABS) como estdndar.

Preparacion de las proteasas intestinales.
Las proteasas intestinales se prepararon a partir
de larvas de tercer instar de C. quinquefas-
ciatus de acuerdo con Garczynskier al. (1991).
Larvas de cuarto instar se lavaron con agua
destilada y se pusieron en hielo durante 15
min. Los intestinos se disecaron, se colocaron
en tampon de maceracion, (mannitol 0.3 M,
tris-HCT 0.1 M. pH 7.2) y se almacenaron a -
70°C hasta su uso. El tejido se macerd meca-
nicamente en el mismo tampon suplementado
con fenil-metil-sulfonil-fluoruro 0.1 M
(PMSF). El macerado se clariticé a 12.000 rpm
por 30 min. la suspension se paso a través de
un filtro de 0.2 pm y se almacend a -70°C. La
concentracion de proteina soluble se determi-
nG como ya se menciond.

Activacion in vitro. La actividad proteolitica
de los extractos intestinales se realizé em-
pleando la toxina como substrato de acuerdo
con Choma et al. (1990). Se incubaron 100
pg de la toxina en dos relaciones toxina:
proteasas (peso:peso) de 100:1 y 5:1, en pre-
sencia de CaCl, 1 mM a 25°C. Lareaccion se
detuvo a diferentes tiempos (1.2, 5. 10. 30.
60. 120 min y 20 h) mediante la adicion de 10
ul de buffer de carga suplementado con PMSF
10 mM y dcido etil-endiamino tetra-acético
(EDTA) 20 mM. Los productos de la
protedlisis se analizaron mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al
10% (SDS-PAGE). Los fragmentos se
visualizaron mediante tincién con azul de

Coomasie y el peso molecular se determind
mediante el andlisis de los geles con el pro-
grama NIH image (version 1.56). El mismo
procedimiento se aplicé para analizar el efec-
to del pH en la activacion, los pHs fueron: pH
7.1y 7.7 en Na,HPO,-KH,PO, 50 mM; pH
8.0y 8.8 en Tris-HCISO mM; pH 9.0, 9.5 y
9.9 en NaHCO,-Na,CO, 50 mM y pH 10.6 en
Caps 100 mM, B-mercaptoetanol al 0.05%.

Secuencia N-terminal de los fragmentos de
30 y 33 kDa. La toxina Cry11Bb se traté como
se describid en activacion in vitro y los frag-
mentos se prepararon para la secuencia N-ter-
minal de acuerdo con las técnicas de Reim y
Speicher (1997). Las bandas individuales se
cortaron y se aplicaron a la columna de un
secuenciador automatico Applied Biosystems
modelo 477A. El andlisis de los derivados
aminodcido-feniltiohidantoina se hizo con un
sistema HPLC Applied Biosystems modelo
120A conectado al secuenciador.

Activacién in vivo. Se realiz6 de acuerdo con
Daiy Gill (1993): cinco larvas de cuarto instar
de C. quinquefasciatus se suspendieron en |
ml de agua destilada que contenia 10 pg del
cristal de la toxina Cry11Bb por espacio de 1
h, entonces se lavaron con 100 ml de agua
destilada a través de un cedazo de 0.75 pm, el
intestino fue extraido y resuspendido en bu-
ffer de carga a 95°C. Los fragmentos se sepa-
raron por SDS-PAGE vy transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa de acuerdo con
Reim y Speicher (1997). La membrana fue
evaluada con un anticuerpo policlonal anti-
Cry11Bb. Se empled un anticuerpo secunda-
rio anti-raton IgG producido en cobavo
acoplado a fosfatasa alcalina y como substrato
cromogénico se empled cloruro de nitrota-
trazolium azul (1 mg/ml) y S-bromo-4cloro-
3-indolil fosfato (1.5 mg/ml en dimetil-
formamida).

Bioensayos. La toxicidad de los fragmentos
proteoliticos de la toxina Cry11IBb se deter-
miné por medio de bioensayos en larvas de
primer instar de mosquitos (Orduzez al. 1996).
La toxina solubilizada (100 pg) se incub6 con
las proteasas intestinales y tripsina (10 pg) en
Caps 100 mM: B-mercaptoethanol al 0.05%
de pH 10.6 por 16 h a 25°C. El digerido se
adicioné a 1 ml de agua destilada que conte-
nia 5 larvas de primer instar de C. quingue-

Jasciatus. La mortalidad fue lefda alas 24 hy

la concentracion letal media LC_| se estim6

mediante el andlisis probit (Raymond 1985).

Resultados

Efecto del pH sobre la activacion de la toxi-
na Cryl1Bb. La tripsina y las proteasas in-
testinales digirieron la toxina Cryl1Bb en
fragmentos principales de 30 y 33 kDa en los
pHsentre 7.0y 10.6 (Fig. 1). La activacion de
la inclusion cristalina fue parcial a los pHs neu-
tro y alcalino, sinembargo, fue completa al pH

de 10.6. EI cristal muestra la formacion de
fragmentos de masas moleculares intermedias
entre 97 y 68 kDa y la dupla de 30 y 33 kDa
(Fig. 1A'y IB). En contraste, la activacion de
la toxina soluble mostro la formacion de dife-
rentes polipéptidos de peso molecular entre 45
y 30 kDa (Fig. 1 Cy 1D). Adicionalmente, la
tripsina clivo la toxina soluble en al menos
cuatro polipéptidos de aproximadamente 70-
68 kDa (Fig. 1C). Este estudio mostré la for-
macién de intermediarios entre la proteina
Cryl1Bb y los fragmentos de 30 y 33 kDa
(Fig. 1Ay IB).

Activacion in vitro de la toxina CryI1Bb.
El estudio de la activacion a los diferentes
tiempos de incubacion evidencid que la for-
macion de los fragmentos de 30 y 33 kDa ocu-
rre rdpidamente (Fig. 2); ademds, ésta fue
dependiente de la proporcion toxina: proteasa.
Los fragmentos proteoliticos de 30 y 33 kDa
aparecieron después de 10 min en la propor-
cion toxina: proteasa de 5:1y = los 30 min en
la proporcion de 100:1 (Fig. 2A y 2B). Para
determinar el tipo de actividad proteolitica pre-
sente en los extractos, se estudio la protedlisis
de la toxina con tripsina. Esta gener6 fragmen-
tos basicamente iguales a los generados por
las proteasas intestinales (Fig. 1Ay 1C),

Secuencia N-terminal de 30 y 33 kDa.
Veinte residuos desde el extremo N-termi-
nal se leyeron de cada fragmento, las se-
cuencias obtenidas se compararon con la
secuencia completa de la toxina Cry11Bb
(Orduz er al. 1998). La secuencia del frag-
mento de 33 kDa generado por las proteasas
intestinales y la tripsina fue estimada como
NTRNEILTHTVPITHHPPD, mientras que
la secuencia del fragmento de 30 kDa se de-
termind como TAPALIAVAPIAKYLATALA
cuando fue procesada por las proteasas in-
testinales e IEPSTIAPALIAVAPIAKYLA
cuando fue procesada con tripsina. Un co-
rrimiento de 4 aminodcidos se observo en
la secuencia de este fragmento (Tabla 1).

Activacién in vivo de la inclusion de la pro-
teina Cryl11Bb. Después de 30 min de inge-
rida la toxina por las larvas de tercer instar de
C. quinquefasciatus se observo la presencia
de fragmentos de 27, 30 y 33 kDa (Fig. 3A).
De la misma manera, un experimento parale-
lo in vitro mostro la formacion de los mismos
fragmentos. El fragmento de 27 kDa fue re-
velado cuando los productos de activacion
fueron analizados por medio de la técnica de
western blot. Se observé mortalidad en las lar-
vas expuestas a la toxina y en algunos casos
una pérdida de vitalidad en las larvas. No se
detectd actividad proteolitica posterior a 1 h
de incubacion (Fig. 3B).

Toxicidad de la toxina Cry11Bb activada.
La toxicidad de la toxina activada se compard
con la toxicidad de la inclusion y la toxina so-

luble. EI valor del LC, de la inclusién
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Figura 1. Efecto del pH sobre la activacion de la toxina Cry11Bb de
Bacillus thuringiensis subesp. medellin. A, cristales activados con
tripsina; B, cristales activados con proteasas intestinales de Culex
quinqguefasciatus; C, toxina soluble activada con tripsina y D, toxina
soluble activada con proteasas intestinales de Culex quinquefasciatus.
Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, toxina Cry11Bb; carril
3, pH 7.1: carril 4, pH 7.7; carril 5, pH 8.0; carril 6, pH 8.8; carril 7,
pH 9.0; carril 8, pH 9.5; carril 9, pH 9.9 y carril 10, pH 10.6.
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Figura 2. Activacion in vitro de la toxina Cryl1Bb de Bacillus
thuringiensis subesp. medellin por las proteasas intestinales de C.
quinquefasciatus a diferentes intervalos de tiempo. Panel A, propor-
cion toxina: proteasa de 100:1; panel B, proporcion toxina: proteasa de
S:1. Carril 1, marcadores de peso molecular; carril 2, Toxina Cry 1 1Bb:
carril 3, 1 min; carril 4, 2 min; carril 5, 5 min; carril 6, 10 mina; carril
7. 30 min: carril 8, 60 min; carril 9, 120 min; carril 10, 20 h.

Figura 3. Activacién in vivo de la toxina Cry 1 1Bb de Bacillus thurin-
giensis subesp. medellin por larvas de tercer instar de Culex quingue-
fasciatus. A, activacién in vivo: B, activacion in vitro. Carril 1. 10 min:
carril 2, 30 min; carril 3, 60 min; carril 4, 120 min y carril 5. 20 h.

Tabla 1. Secuencia N-terminal de los fragmentos generados por la ac-
tivacion de la toxina Cryl1Bb de Bacillus thuringiensis subesp.
medellin por tripsina y extractos intestinales de Culex quinquefasciatus

Fragmentos Secuencia N-terminal Sitiode | Tipo de
corte proteasa

33 kDa ¥NTRNEILTHTVPITHHPPD*" | A®-N¥% | Tripsina

30 kDa “IEPSIAPALIAVAPIAKYLA™ K¥-1* | Tripsina

Extracto

intestinal

Culex quin-

quefasciatus

33 kDa ®NTRNEILTHTVPITHHPPD** | AY™-N™ | Tripsina

30 kDa SOTAPALIAVAPIAKYLATALA™ S ND

Los numeros indican la posicion de los aminodcidos en la secucncia
completa de la proteina (Orduz et al. 1998). Las secuencias estdn indi-
cadas cn cddigo de una sola letra.

ND. No determinado.

Tabla 2. Toxicidad de la proteina Cryl1Bb activada con tripsina vy
extractos intestinales de Culex quinguefasciatus frente al cristal y la
toxina soluble

Proteina LC,
(ng/ml)
Toxina Cry 1 1Bb (inclusion cristalina) 22.12
(16.77-29.76)*
Toxina Cry11Bb (solubilizada) 114.47

(59.59-295.87)

Toxina Cry11Bb activada con:

Extractos intestinales de Culex quinquefasciatus 38.25
(29.04-50.34)
Tripsina 28.27

(19.45-41.67)

* Intervalos de confianza del 95%.
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parasporal de la toxina Cry11Bb hacia larvas
de primer instar fue calculado en 22.12 ng/
ml. Mientras que el LC, | de la toxina soluble
fue 114.47 ng/ml como consecuencia de la
solubilizacion; esto indica una reduccién en
un factor de cinco en la potencia de la toxina.
Sin embargo, cuando la toxina fue activada
con los extractos intestinales de C. quingue-
fasciatus y tripsina, mostré un LC, de 38.25
ng/ml y de 28.27 ng/ml respectivamente, va-
lores éstos, que son proximos a los valores de
toxicidad reportados para la inclusién en la
tabla 2.

Discusion

La solubilizacién y modificaciones bioqui-
micas ulteriores que sufren las proteinas toxi-
cas de B. thuringiensis desde una forma
inactiva hasta una forma activa, son pasos
obligados en el proceso que conduce a la toxi-
cidad hacia larvas de insectos (Andrews et al.
1985; Nicolds er al. 1990; Aronson et al. 1991;
Dai y Gill 1993). En este estudio se observd
que la toxina Cry11Bb fue rdpidamente pro-
cesada in vitro e in vivo a fragmentos de 30
and 33 kDa por la tripsina y los extractos in-
testinales.

Se encontrd que la mayor protedlisis de la toxi-
na CrylIBb de B. thuringiensis subesp,
medellin se llevd a cabo a los valores de pH
alcalinos, indicando que la solubilizacién es
importante en el procesamiento de la toxina,
lo cual estd de acuerdo con las condiciones
fisicoquimicas del intestino medio de las lar-
vas que se han descrito en la literatura (Dadd
1975; Berenbaum 1980).

El andlisis de la tasa de procesamiento in vitro
de la toxina Cry11Bb mostr6 que ésta trans-
curre rapido y a través de la formacion de in-
termediarios entre la protoxina (Cryl1Bb) y
los fragmentos de 30 y 33 kDa (Fig. 1A, 1B,
1C y 1D), finalizando con la formacién de dos
bandas principales de 30 y 33 kDa (Fig. 2A y
2B). Laactivacion de la toxina Cry11Bb mues-
tra similitudes con la activacién de la toxina
CryllAadeB. thuringiensis (Daiy Gill 1993)
y con el procesamiento de otras toxinas acti-
vas para los 6rdenes lepiddptera y coledptera
(Carroll er al. 1989; Andrews er al. 1985)
como son: la formacion de fragmentos meno-
res que 40 kDa; un procesamiento secuencial
a través de la formacion de intermediarios, la
ubicacion de los sitios de corte situados al co-
mienzo y en el centro de la proteina y un pro-
cesamiento de los extremos N- y C-terminal.

A diferencia de las toxinas de la familia Cry
presentes en varias cepas de B. thuringiensis
que cuando son procesadas pierden un frag-
mento estructural resultando en la liberacion
de un polipéptido entre 60-70 kDa que corres-
ponde al fragmento activo o toxina (Hodgman
y Ellar 1990: Angsuthanasombat ef al. 1992)
el procesamiento de la toxina Cryl1Aa de B.

thuringiensis subesp. israelensis produce frag-
mentos de peso molecular entre 30 y 40 kDa
(Dai y Gill 1993) lo cual sugiere una organi-
zacion diferente en términos de estructura-fun-
cion.

La protefna Cry11Bb tiene una identidad del
60.9% con Cry11Aa de Bacillus thuringiensis
subesp. israelensis 'y del 83% con la proteina
CryllBa de Bacillus thuringiensis subesp.
Jjegathesan; ademas comparten el mismo es-
pectro de actividad tdxica especifica contra
mosquitos (Orduz et al. 1998 y Restrepo et
al. 1997). Los resultados de procesamiento de
la toxina Cry11Bb en fragmentos de 30 y 33
kDa muestran similitud con el procesamiento
observado en la toxina Cry11Aa, lo cual es un
argumento mds a favor de su inclusion en ese
grupo.

El procesamientoin vivo de la toxina es com-
parable al procesamiento in vitro, sin embar-
go, se observo un fragmento de 27 kDa
adicional a los de 30-33 kDa. Varias hipdtesis
pueden explicar este resultado: (i) la partici-
pacion de otras proteasas diferentes a la
tripsina en el intestino de la larva; (ii) la ma-
yor eficiencia del procesamiento in vivo; (iii)
la sensibilidad del anticuerpo empleado en la
identificacion de los fragmentos. La estructu-
ra primaria de la toxina Cryl1Bb (Orduz et
al. 1998) reveld sitios potenciales de corte para
tripsina, quimotripsina, amilasa, proteinasa K,
entre otros. En particular, actividad proteolitica
de tripsina fue identificada en los extractos
intestinales; de la misma manera, resultados
no mostrados indican también que la
quimotripsina procesa la proteina de manera
similar a la tripsina. La presencia de tripsina
y quimotripsina en el intestino de las larvas
ya ha sido indicada (Yang y Davis 1971).

Los sitios de corte se ubicaron entre los
aminodcidos Ser”-1le** y Ala**-Asn™®, indi-
cando que los extremos N- y C-terminal no
tienen ninguna actividad mosquitocida. La
prediccion de la estructura secundaria de la
protefna muestra que los sitios identificados
se ubican en regiones que corresponden a vuel-
tas reversas y que podrian estar en sitios ex-
puestos de la proteina. La diferencia de 4
aminodcidos en el sitio de corte del fragmen-
to de 30 kDa procesada con tripsina y extrac-
tos intestinales de C. quinquefasciatus (Tabla
1), indica que la regién N-terminal de la pro-
teina puede ser mds susceptible al ataque de
las proteasas. De la misma manera, y tenien-
do en cuenta la ubicacion de los sitios de cor-
te y la movilidad relativa de los fragmentos
en SDS-PAGE, se puede deducir que en la
activacion de la proteina Cry11Bb tiene lugar
un procesamiento N- y C-terminal que lleva a
la pérdida de cinco secuencias repetitivas de
16 aminodcidos de la porcién C-terminal.

Los bioensayos mostraron que la solubili-
zacion y la activacion proteolitica de la toxi-

na afectan la toxicidad. Los calculos de la toxi-
cidad muestran una reduccion en un factor de
cinco cuando la toxina es solubilizada com-
parada con la toxicidad de la inclusion crista-
lina. Esta reduccién en la potencia de la toxina
puede ser debida a que el aparato bucal de las
larvas de mosquitos estd especializado en la
ingestion de material particulado (Dadd 1979).
Cuando la toxina se activé con tripsina y/o
extractos intestinales de C. quinquefasciatus
se produjo un aumento en la toxicidad en un
factor de 5 comparable al factor perdido en la
solubilizacién, asi la activacion restauro la
actividad téxica de la toxina; esta observacion
sugiere también que la activacion proteolitica
es un evento importante en la toxicidad de la
proteina. La activacion de la toxina Cry11Bb
sugiere un modo de accién complejo en el cual
los fragmentos N y C-terminal son indispen-
sables para la toxicidad como ya ha sido indi-
cado para otras toxinas como la Cry11Aa (Dai
y Gill 1993).

Conclusiones

En este trabajo se estudi6 la protedlisis de la
toxina Cry11Bb. Se describe el procesamien-
to in vitro e in vivo de la toxina Cryl1Bby se
concluye:

» Latoxina Cryl1Bb es realmente procesa-
da in vitro por las proteasas intestinales
larvales de la especie C. quinquefasciatus
a fragmentos de 30-33 kDa.

» Proteasas con especificidad de tripsina se
detectaron en los intestinos de las larvas
de C. quinquefasciatus como fue determi-
nado mediante analisis de secuencia N-
terminal.

e Los fragmentos proteoliticos mostraron
actividad toxica frente a larvas de mos-
quitos, lo que sugiere que las proteasas in-
testinales tienen un papel en la activacion
de la toxina Cry11Bb.
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