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RESUMEN 

En esta tesis se reporta el aislamiento, caracterización y determinación de la secuencia 

nucleotídica de dos clonas de cDNA que codifican para sendas toxinas del veneno del 

alacrán Centruroides noxius Hoffmann aún no reportadas por secuencia directa de 

aminoácidos. También se reporta la edición por técnicas de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), de uno de esos cDNAs y su clonación en un vehículo de expresión 

con el objeto de generar toxinas funcionales por técnicas de biología molecular. 



PRESENTACION 

El propósito de esta tesis fue el hacer una contribución al conocimiento de la biología 

molecular de las toxinas del alacrán Centruroides noxius Hoffmann como parte de un 

proyecto más amplio relacionado con el estudio de la relación estructura-función de 

dichas toxinas. La contribución de la parte de biología molecular se centra en la 

caracterización de los genes que codifican para estas toxinas, expresión de genes tanto 

silvestres como mutantes para entonces ensayar sus productos en los modelos 

biológicos adecuados. Esto nos permitirá correlacionar los cambios estructurales 

introducidos, con la especificidad y/o toxicidad de dichas toxinas. 

En esta tesis se presenta primero el marco teórico y antecedentes que sirvieron de base 

para elaborar este proyecto. Se anexa una copia de un artículo publicado en la revista 

Gene en el cual se incluyen los datos relativos a la clonación y determinación de la 

secuencia nucleotídica de las clonas de cDNA antes mencionadas y que fueron 

denominadas Cngtfl y Cngtfll. En la parte de metodología sólo se presentan los datos 

referentes a un ensayo adicional que no se planteó al inicio de esta tésis y que 

corresponde a la edición, clonación y expresión del gene Cngtfl. En la discusión y 

conclusiones se trata de conjuntar ambos grupos de datos. 
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1 INTRODUCCION 

Aún cuando el número de especies del orden scorpiones es muy grande 

(aproximadamente 800) sólo unas 50 especies de la familia Buthidae pueden 

considerarse peligrosas al hombre. Estas especies pertenecen a los géneros 

Androctonus, Buthus, Leiurus, Parabuthus, Mesobuthus en Africa y Medio Oriente, 

Centruroides en México y sur de Estados Unidos y Tityus en America del Sur (Keegan 

1980). Se sabe que la actividad tóxica de los venenos de alacrán es debida a la 

presencia de pequeños péptidos básicos de cadena sencilla que se encuentran 

estabilizados mediante puentes disulfuro. También se sabe que el veneno de cada 

especie de alacrán contiene una serie de estas proteínas neurotóxicas, las cuales 

presentan diferencias en la composición de aminoácidos y en el grado de toxicidad que 

exhiben hacia las diferentes especies animales (Babin et al., 1974). Se han realizado 

numerosos trabajos enfocados a la purificación y caracterización de estas toxinas (Zlotkin 

eta/., 1978, Possani 1984). Las toxinas encontradas en estos venenos se han dividido 

en dos grupos de acuerdo a la longitud de su cadena peptídica (Possani 1984, Zamudio 

et al., 1992, Ménez et al., 1992). En el primer grupo se encuentran toxinas de cadena 

larga con 60-70 residuos de aminoácidos, 4 puentes disulfuro y son toxinas que se unen 

al canal de Na• de células excitables. En el segundo grupo se encuentran péptidos de 

cadena corta con 37-39 residuos de aminoácidos con 3 puentes disulfuro y que modifican 

canales de K•. Atendiendo a su mecanismo de acción y al sitio de pegado al canal, las 

toxinas de cadena larga se dividen en dos tipos: a y 13 (Jover et al., 1980, Couraud et al., 

1982, Couraud y Jover 1984). Las toxinas tipo a se unen, de manera dependiente del 
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voltaje, al sitio de pegado No. 3 del canal de sodio y afectan la inactivación del mismo. 

Las toxinas tipo 13 se unen al sitio de pegado No. 4 del canal de sodio, de manera 

independiente del voltaje, afectando la activación. 

Al hacer alineamientos de las secuencias primarias de estas toxinas se puede observar 

que mantienen varias características en común, como son la misma localización general 

de los residuos cisteína, un patrón similar de puentes disulfuro y la localización de 

algunos residuos invariantes o conservados (Fontecilla-Camps et al., 1980). Respecto 

a la estructura tridimensional los trabajos de dicroísmo circular, resonancia magnética 

nuclear y cristalografía de rayos-X han permitido proponer la conservación de un marco 

estructural para todas las toxinas de alacrán, independientemente de su tamaño 

(Fontecilla-Camps et al., 1980, Almassy et al., 1983, Loret et al., 1990, Bontems et al., 

1991). La conservación de este marco estructural se mantiene aún en ciertas toxinas 

contra insectos que presentan un puente disulfuro atípico (Fontecilla-Camps 1989). 

El interés por el estudio de las toxinas de alacrán, que en sus inicios fue motivado sólo 

por el aspecto médico, se ha incrementado en función de que dichas toxinas han 

resultado ser herramientas fundamentales en el estudio de la relación estructura-función 

de los canales iónicos así como su caracterización y aislamiento (Fontecilla-Camps et al., 

1980, Couraud y Jover 1984, Possani 1984, Blaustein et al., 1991). Además presentan 

ciertas características como: tamaño pequeño, alta estabilidad, ·selectividad y 

especificidad que las perfilan como proteínas modelo para el estudio de la relación 

estructura-función pues nos ofrecen la posibilidad de introducir nuevas funciones bajo un 

mismo tema estructural (Zlotkin et al., 1978, Ménez et al., 1992). 
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11 ANTECEDENTES 

11.1.- Al iniciarse el presente trabajo el grupo del Dr. Baltazar Becerril contaba ya con un 

banco de cDNAs, del alacrán Centruroides noxius Hoffmann, el cual fué construido en 

el fago gt11 aprovechando su alta eficiencia de empaquetamiento in vitro de DNA como 

un método para introducir los genes de las toxinas del veneno de este alacrán a una 

cepa de E. coli. Se utilizaron aproximadamente 800 glándulas de organismos 7 días 

después de Ja extracción del veneno, tiempo necesario para la regeneración de las 

células glandulares, concomitante con un importante incremento de la concentración de 

mRNA que codifica para las toxinas. 

Se contaba también con la secuencia nucleotídica de la clona Cngtl la cual se obtuvo de 

una búsqueda en Ja que se utilizó como sonda un oligonucleótido diseñado a partir de 

la región carboxilo de la toxina 11.9.2.2 (residuos 42-48) cuya secuencia primaria había 

sido determinada por el grupo del Dr. Possani (Possani et al., 1981). Dicha clona se 

encuentra truncada y codifica para la región carboxilo de una proteína del residuo Cis 

25 al Ser 66 los cuales presentan una alta similitud ( 40 de 41 residuos son idénticos) 

con la región equivalente de la variante 3 del alacrán C. scu/pturatus Ewing ( CsEv3 

)(Fig.# 1), cuya secuencia de aminoácidos se conoce (Babin et al., 1974). 

11.2.- En el veneno de C. sculpturatus se han encontrado varias toxinas, algunas muy 

potentes contra vertebrados como son las toxinas I, 11, 111 y IV, así como tres toxinas 

denominadas variantes 1, 2 y 3 las cuales presentan una baja actividad contra insectos 

y aún más baja contra vertebrados (Babin et al., 1974). Esta mínima toxicidad en 
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1 10 20 30 40 50 60 

CsEv3 KEGYLVKKSDGSKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSC 
******** 

CngtI CDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSCGRK 

II-9.2.2 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS 
******* 

Fig.# 1 Comparación de la secuencia de aminoácidos de las toxinas CsEv3 y 11-9.2.2 con la secuencia deducida a partir 
de la secuencia nucleotídica de la clona Cngtl. Utilizando las cisteínas como punto de alineamiento. Las asteriscos marcan 
las regiones para la cual se diseñaron los aligas. 



vertebrados las hace buenos candidatos para los ensayos de protección en mamíferos. 

Con respecto a su estructura, las variantes fueron consideradas toxinas B sin embargo 

los ensayos electrofisiológicos mostraron que su mecanismo de acción es tipo a (Meves 

et al., 1984). 

El aspecto más importante de la toxina CsEv3 es que su estructura tridimensional ha sido 

determinada (Fontecilla-Camps et al., 1980, Almassy et al., 1983) mediante cristalografía 

de rayos-X, de alta resolución (1.8 Á). Los rasgos más prominentes de la estructura 

secundaria (Fig.# 2) son: dos y media vueltas de hélice a que incluye del residuo 23 al 

31, una corta lámina B plegada de 3 hebras antiparalelas que comprenden del residuo 

1 al 4, del 37 al 41 y del 46 al 50. La lámina B plegada corre aproximadamente paralela 

a la hélice a y ambas se conectan mediante dos puentes disulfuro de las cisteinas 25 

a la 46 y de la 29 a la 48. Cerca de esta región se encuentra un tercer puente disulfuro 

que se forma entre las cisteínas 16 y 41. Además la molécula presenta tres vueltas 

reversas que incluyen los residuos 31 a 34, 42 a 45 y 52 a 55. 

11.3.- Al momento de iniciar este trabajo existía ya un reporte sobre clonación y expresión 

de toxinas de alacrán. En dicho trabajo (Bougis et al., 1989) parten de un banco de 

cDNAs del alacrán norteafricano Androctonus australis Hector para aislar una serie de 

cDNAs que codifican para 6 toxinas diferentes, 4 contra mamíferos y 2 contra insectos. 

Este fue el primer trabajo que mostró la existencia de precursores para las toxinas de 

alacrán y sugiere un posible procesamiento de estos precursores para llegar al péptido 

maduro. 

Logran la expresión de una toxina biológicamente activa, en células COS-7. Sin embargo 

mencionan que la cantidad de proteína obtenida sólo permitió hacer el ensayo biológico 
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Fig.# 2 Representación esquemática de la estructura de la toxina CsEv3. La hélice-et 
se representa como un cilindro; las tres hebras antiparalelas de la lámina B plegada se 
representan por medio de flechas y los puentes disulfuro están representados por las 
barras negras. N= extremo amino y C= extremo carboxilo. 
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y no fuá posible hacer la caracterización de la proteína recombinante. 

11.4.- Por último, otro dato que apoyaba la viabilidad de este proyecto fue la distribución 

del género Centruroides (Fig.# 3). Se encuentran en nuestro país 28 especies de este 

género, 8 son peligrosas al hombre incluyendo al C. sculpturatus Ewing., el cual es 

considerado por varios autores como de Arizona y Nuevo México pero hay reportes de 

su presencia en Sonora y hasta Sinaloa. Por lo tanto si el C. noxius se localiza en 

Nayarity el C. sculpturatus Ewing de Sonora a Estados Unidos se puede pensar en que 

son especies cercanas, sobre todo por estar considerado México como el centro de 

radiación del género (Keegan 1980) 
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Fig.# 3 Mapa de la distribución geográfica del género Centruroides. 



111 OBJETIVO 

Aislar y secuenciar un cDNA que codifique para una toxina semejante a la variante 3 del 

alacrán Centruroides sculpturatus Ewing (CsEv3) de un banco de cDNAs de Centruroides 

noxius Hoffmann. 
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IV PUBLICACIONES 

Vl.1.- Becerril, B., Vázquez A., García C., Corona M., Salivar F. and Possani L. D. 

"Cloning and characterization of cDNAs that code for Na•-channel-blocking toxins of the 

scorpion Centruroides noxius Hoffmann". Gene ( 1993 ). En prensa. 
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Cloning and characterization of cDNAs that code for Na+ -channel­
blocking toxins of the scorpion Centruroides noxius Hoff~ann 

(Recombinan! DNA; 1.gt 11 cDNA library; Southcrn blot gcnomic anolysis; nuclcotidc sequcna:; polymcrase chain 
rcaction: toxin gene cvolution; introns) 

Bal1azar Becerril, Alejandra Vazqucz, Consuelo García, Miguel Corona, Francisco Bolivar and 
Lourival D. Possani 

l1U1llt110J6 BlolttlliOlotl.a. UnJ.asUoJ Noclonol Au16no#MI Je Mbclco. C&1trna110CO, MouloJ 61111. Mul~o 

kcod~ by LK.. MUlu:.ll Scpt.cmbu J992; Rcviscd/Acc.cpt«f; 19 Januaty/20 January J993;. Rctcivcd al publilhcra; 1 Match IP9l 

SUMMARY 

With thc purpo•c of studying thc organization and ch.ractcristics of thc genes thal codc for toxins prcscnl in Lhc 
vcnom oí Lhc Mcxican scorpion, C<ntruroidts noxius Holímann (CnH), wc prcparcd a ).gt 11 cONA library írom thc 
vcnom ¡lands. U1ing spccific oligodeoxyribonuelcotidcs (oligos) dcsigned according to known amino acid (aa) scqucnccs 
oí CnH toxins (STox). wc dctcctcd severa! posilivc clones, dctcrmined their nuclcolidc (ni) scqucna:s nnd dcduccd lhcir 
aa scquenc:u. A comparativc analysis oí these sequcnccs with prcviously rcported STox rcvcalcd thal CnH cDNAs codc 
íor 1 íamily o( vcry similar STox. The cDNA coding for a known STox, 11·10, was cloncd. Additionally, lhrc:c olhcr 
complete (new) nt sequenc.:s were oblained íor cDNAs eneoding pcplides similar 10 STox 1 írom CnH or varianls 2 
nnd 3 rrom Ctmtruroidrs sculpturatus Ewing. Southcrn blol gcnomic DNA annlysis showcd a mínimum siz.c of approxi .. 
marely 600 bp a1 EcoRI íragmenls Cor elemenrs oí this family. PCR amplificarions oí CnH gcnomic DNA and hybridiz:t· 
tion oí PCR producu with spccific probos indicalcd that !tic ¡;cnornie srructural rcgions lhat codc for thesc gene1 do 
not cont.:iin introns, or al lc;;i.Sl nol Jargc inlrons. 

INTRODUCTJON 

Oí the 134 spccies and sub-spccies oí Mexican seor pi· 
ons, only cight are dangerous lo man (Dchesa-Dá vila, 
1989). Spceics which cause the mosl frcquenl cases oí 
scorpion poisoning in Mexieo bclong lo thc Ccntruroides 
gcnus. They represen! a serious health problem with more 
lhan 200 000 pcoplc stung pcr ycar and a mortality ra.tc 

Corrupondtr.c6 to; Dr. L.D. PoaunJ, lrulitulo de Bio1ccnologi.:a, 
UNAM, Av. Univuaidad lOOI, Aparndo Po11al j(O-J, Cucrnavaca, 
Mo1do1 62271, Me>ico. Tel. (l2-7l) 17279?; Fu (l2-7lj 172388; 
c·mail: pouani@pbrJ22.ccin¡cbi.unam.mx 

Abb1cvi1tion1: 11, amino acid{s); bp, bu.e pair(s); cDNA, DNA complc~. 
mcnl•r)' lo R.NA: C/1, CtnlrwoldtJ flmpldUJ ucoma111u; Cntt, cDNA 
ftom Cnlf cloncd in10 ).¡1J I; C"H. CtmrvroldtJ twxiWJ Ho!fmann; C.J'E;, 
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oí 700-800 people pcr year (D. Lópcz· Acuña and A. 
Alagón, communicalcd during thc tcchnical scssion oíthc 
Sociedad Mexicana de Salud Pública, Mcxico City, 
March 1979). 

Seorpion venoms constilutc a rich souroc of low-M, 
pcptidcs toxic to a varicty oí organisms including man 
(Miranda et al., 1970; rcviews by Zlotkin et al., 1978; 
Possani, 1984). Thc most dangcroils scorpion vcnoms so 

Ctnln.uolJts JC&1lp,1110IW Ewia¡: Cu, C61Sll"'oi4,. a1§t11WJ ~ai.O"UJMJi 
cud DNA,calf chymus sonlcalcd and dcn11urcd DNA: Daahardl"• aolu· 
lion, 0,02'/1 cach OÍ OOvanc Kf'\lm aJbumin/ficol)/poJ)'YJn)'lp)'trOUdone; 
E11.IDr, cthidium bromidc: kb, kilobasc(a) or 1000 bp; N, any nuck:o1idc; 
ni, nutlcolidc(1); oli¡o, oli¡odcoi.yribonuclcolldc: PCR. po17mcra11 
ch~in rcaclion: SOS, 1odium dodccyl ·aultatc; SSC. O.U M NaCl/0.01.S 
M NaJ·citralc pU 7.6; SP, si¡.nal pcplidc(s); STox. a.cocpion loain(s); T. 

1 
mchin¡ tcmpcu.lucc {lcmpcraiurc al wbich 50% ol thc hybrids formed 
bclWccn IWO nuclcfc adds are diJ.loci&tcd), Í 

G ¡~~ Nw;L e.e ~1w.-~) 



far nudicd have bccn •hown lo contain two kind• oí 
STox: Jong-chain polypeptidcs oí 60-70 aa which block 
Na• ·thannels o! e>eitablc cclls (Catterall, 1977; Couraud 
et al., 1982) and short-chain peptidcs o! 37-39 aa nffccting 
K • -channels (Carbone el al., J 982; Possani et al., 1982; 
Miller et al., 1985; Gimenez-Galkgo et al., 1988; Strong 
et al., 1989~ Rcc.:ntly, Valdivia et al. (1991) demonstratcd 
the existenc.: o! anothcr class oí polypcptidcs in lhe scor­
pion vcnom that activa tes thc Ca 1 + ªrclcnsc channcl of 
thc sarcoplasmic rcticulum. 

Neverthelcss, !he most thoroughly studied STox are 
those that modiíy Na• -channels and were classified as a­

and ~-STox (Couraud et al., 1982; Whecler et al., 1983). 
This classification was proposed based on the existcncc 
o! two dilferent binding si tes on the Na• -channels Cor 
thc a- and ~toxins (Jovcr et al., 1980; Couraud et al., 
1982). a-STox modiíy mainly thc inactivation mechanism 
oí the Na• -channels (Nonncr, 1979), while ll- STox prcí· 
crcntially alter thc activation mcchanism (revicwcd by 
Mcves et al., 1986; Strichartz et al., 1987; Thomscn and 
Catterall, 1989). 

Our group has contributed during thc Jasl decadc to 
thc knowlcdge oí thc structure-íunction rclalionship oí 
thc toJ.ins lrom thc vcnom of Mc.xican scorpions (Possani, 
1984; Znmudio et al., 1992). A ícw rcgions involved in 
toxicity or nntigenicity have bcen mapped in these STox 
u.sing synthc1ic pcplidc and monoclonal antibody 
npproaches (Gurrola et al., 1989; Possani el al., 1991). 
The possibilily oí using modero molecular biology stralc· 
gics for cloning, dircctcd mutagcncsis and cxprcs.sion of 
specific STox-cncoding genes ar gene fragmcnts in arder 
to use the purified products lo verily their intcractions 
with ion channels has grcatly molivalcd our work. 

The aim oí the present study was the isolation and 
characterization oí severa! cDNAs from the Mexican 
scorpion Ccntruroidcs noxius Hoffmann (CnH) and an 
initial charactcri1.ation of thc gcnomic rcgion cncodinr; 
these cDNAs. 

RESULTS ANO DISCUSSION 

(a) lsolation oícDNA clones encoding STox pcptidcs 
A degeneratc oligo probc coding Cor aa 42-48 o! STox 

Cn2, which are wcll·conscrvcd among Ccmruroidcs 
toxins, was used to screcn a ).gt 11 cDNA Jibrary prcpared 
from CnH venom glands (Jegend to Fig. 1 and Fig. 2). 
From this scrccning wc dctcctcd severa! positivc signals 
with diITercnl intensitics; wc decidcd to charactcrizc first 
1hc clone that gavc thc strongcst signa!. This clone was 
narricd Cngrl and had an inscrl oí approximalcly 230 bp. 
This inscrt was subcloned into thc EcoRI siles o! 
M13mpl8 and Ml3mpl9, and its nt sequcncc was detcr-
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mined. Whcn the aa sequencc írom this cDNA was 
deduced, we found thc targel ¡cquencc (aa 42- 48 oí Cn2~ 
however, the enlirc scquencc did not corrcspond to Cn2. 
Cngrl was a truncatcd clone that containcd thc scquencc 
for a (ncw) Na• -channel·blocking STox cDNA coding 
írom aa 25 through the polyadcnylatio11 silc. A compara­
tivc analysis of thc dcduccd aa sequcncc or clone Cngtl 
wilh reported STox an primary sequenccs rcvcalcd that 
from 41 an encodcd by this clone, 40 ~· wcrc idcntic:al 
wi1h thc STox variant J oí C. sculpturatus (scc Fig. 2), 
whose three-dimcnsional structure Is known (Fontecilla­
Camps et al., 1980). To explore the possibility of isolating 
a complete cDNA that cncodcd a STox closcly rclatcd to 
CsE variant 3, we decided to use thc Cngrl inscrt as a 
probc lo screen the cDNA library undcr conditions oí 
high stringcncy in ordcr to isolate clones highly homolo­
gous to thc Cngrl inserl. From this sccond scrccning, wc 
isolatcd severa! posilivc clones. 

The ncxl step consistcd oí probing Southcrn blots oí 
digested DNA o! thc isolalcd positive clones with n vari­
ant 3-spccific oligo (designed from aa 10-16; scc Figs. 1 
and 2). Two positivo inscrts with a siz.c adcquatc to 
encode a complete STox sequcncc wcrc subcloncd into 
thc EcoR V sitc al pBlucscript (pKS, Stratagenc, La Jolla, 
CA). Thcy wcrc called Cngrll and Cngrlll. 

From ~his second screening, two lcss strongly positivo 
clones wcrc isolatcd, subcloncd nnd sequcnccd. Thcy wcrc 
callcd CngrlV and CngtV. Thc ni scquenccs of clones 
C11g11l through CngrV are shown in Fig. l. Thcsc cDNAs 
are about 350 bp in Jength and eneodc STox precursors 
OÍ 86-87 na. 

lt has beco proposed, bascd on lhc analysis or thcir 
cDNA sequenccs, that STox mighl be synthcsizcd as prc­
cursors wilh a signa! peptidc (SP) oí 18-19 aa (Bougis 
et al., 1989; Gurevitz el al., 1991). CnH SP sequcnces 
mct nll thc rcquircmcnts Cor cukaryotcs as proposed by 
von Hcijne (1986). 

In the case o! STox that affccl mammalian Na+ -chan­
ncls (Dougis el al., 1989) and in the case of a STox lhat 
affccts insect Na• -channcls (Gurcvitz et al., 1991), it has 
also bcen observcd thal thcy havc cxtcnsions al thcir 
C·lcrminal cnds: Arg, Gly-Arg or Arg·Ly•. Thcsc basic 
rcsiducs are nol prescnt in thc mature pcptides and whcn 
Gly precedes 'a basic residue, th~ residuo bccomcs ami· 
dalcd at thc C terminus (Bougis et al., 1989). 

Olthc STox coded by thecDNAsshown in Fig. l,only 
CngrV w~s thoroughly studicd. 1t corresponded to STox 
JI.Jo (Possani et al., 1981), a Na•-channcl cffeclor 
(Carbone et al., 1982; 1984), whose complete primary aa 
scqucncc has bccn dctcrmined (A.V., B.B., B. Martin, F. 
Zamudio, F.B. and L.D.P., manuscript in prcparation). 
As shown in Fig. 2, lhe dcduccd aa scquenccs of thesc 
cDNAs are closcly relatcd to Centruroídes STox that havc 
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Fl¡. l. N.dco1iJc ¡cqu<ni:\a ol.:lonc.i Cl\(lll-Ln.i1V anJ lhcir \\(JuNJ u lt>~urn.;n, SI' ••~u..:1h''' .tH u1nk1hnc.I lh\! \u"Un"'' ''' M~~n•~• [l~ll 
ud :246-26' (C"ompk:mcnlary)J ...-ere uuJ to t)lllh(Ji&e rcR r1imc11. l'1C,\llhH i""lllhlc1 •l•ll •1 1 u .... 11.1nu1nbu)1.11\ lt1( l.f'\ 1hk \.., CttJlll •• ,J l\n4h 
"11h u ruiduc 17 (bolJ numbu) 10 1hc 1i1h1 ~ thc Cl\l"lll n•qucm"C. l'L\l).1Jcnylo11wn 1i¡111h IAATAAA) •lf 1h1ut.ly UJuiulinhl. J\ld~ lh• 
tcrunina of lhc cDNA libnry wu ~.a11l"I ,,ul in twl' 1tq1t. 111 1hc t\111 •t,¡1, "'' 111.11,Yh"-I 1¡1p111\111111dy .HH\.\l rl••¡uc.t wh.h • ml•hU• PI 411i¡t1 
probc1 OcJiiocroS lrom a c-onu:rv-cJ rc¡.ion o! Cntl STo-: at 4l-.U in t·11.l {.Y·IA~liCNTl)l.iCNH1\1(iG.J(i, whcis N - A,\.i,C ,11 TJ. 1'1\ll"i-t 
... ,. •1nthuiud on. Myctruyn 14$-0A DNA 1ynlhui1cr by j\-cyanNthyl rhm)lhmu.t1\\i.lih chrn1i•ll)' áLl\' 11 1'·'1Ul·lab.1~1 by,. .. 1~)1ynocl,..Hkl4 
tdna~ RcrJ;a 611ua wcrc p1ch1bdJU.CJ ío1 l-1 h at 37•c In a.._ SSC ¡111 7.6 n1nt1ínin¡ ) "l)(nhaHh'tJ\l. l '1• Sl)SJU\l )11 ¡..;1 mi ¡-_.\f lh1mu• 
KIA.Íalcd and dcna1urcd DNA (c11J DNA)/0.0)~• Hldlum ¡1yu1ph~u¡1h11c. hhc11 1ocic 1hcn h)\11iJ11kl 111 ó" ~SC ,,11 l,()/I "l\1mha1Jl''-/ICkl .. , 
pu mi c1id ONA/O.Ol•/, toJlum py1011ho1phatc/ºl'·'nJ-1ab<kJ 0111,1 ¡,1rnt-c fut ll· lti h •I .\re. SU\"Huh• '-att10 ""'"' ¡i.o:tfonn..,1 lA ó w )SC pll 
1.6A').0.5'1t N1·py1opho1phllc/O.l % SOS al l,.C Cor 3 mln anJ nncc: al ,42•c fo1 .. \ min' t1Cfo1( 1iu111111Jiuiin11hy ~ui111 X·Ak Mm whh iuluuifylna 
tu"CCN lor 11 h •l -1o·c. Thc tcc,,n¡J Jltfl º' libllf)' J\:tN11in1 rn1uiilctl In lhc in1l11hrn ,,r d\UIO tiioilAr hl lho;: jll.\tllh~ diU.O e'"'' ht"ntlti~l l1\ 
lhC ftnt •lcp (Dli&o Km:ningi rOlitivc clontl \lo'CJC hytuidir.cJ "·ith 11\ tiligo llhl\>C iluignul fHll\I 111 10· 16 11( (?, Jn1Jphi161IUI u¡ianl ) (C1f,_.)) (rnm 
Fi¡. l (S'·OAfGGNTG~AAmGGNTG~ f"'1ehybri1Uu1fon an.1 h)h1iJ¡u1iu11 rnn1li1i111u fo1 1hci ll111.1blr·•l1•111lnl ¡1111h.: (C,.,..11 inml) tw''" timil.11 
10 lhoujuat ducribcJ UC'Cftl lhal incut-i.uion wu 11,.l'C In 1hc ¡11ucnrc uf ~m~ lm1111mhlc, lhc ¡1cr 0 •1111 h)"l11hliuli1111 l"On1lhhl1U l11r Cttd flll¡11• 
wcrc lhc umc u in thc (1nl 1tc-11 o! lil.11a1y 1..-:1ccni111. J•u,lli'' dunc inml1 "'"'- •11111lilihl l1y l'Cll t1•l111 ~1111 f1•f•Uf1I (.\'. 
OGTOGCGA.CGACfCCTGGAOCCCG) uuJ revene (l'·1TOACACCAOACL'AACl(iG"IAAlli) llfimc1~ (N'w l~111l•n1l l1iu•l-•IJ~ U1.ac p1iman 
hybridilc wllh lhc n.an~ina rc;ion• o! lhc l.1111 Ct:tiRI clonin• 1ilc. Thr. •111u·.tli111 h'lll¡>\·1111111,. .lr¡w:n1lnl un lh~ T ... 11l 1h• 1•1io1cu hui ly¡ijcally •u 
.s.o·c. Thc ruclions y,uc p<:1fo1mcJ in 1 ¡i1uar.1111111.1Mc hc•linJI d1amti<1(lh11tylk1)1Hlull )O 111un1h of u111¡w:1.111u1c. 1)'1Hn¡ (\l}-C fo1 1 mln, \tl'C 
lor 1.3 min and 7rC !ut l min) followcJ by 1 ftiul 10-rnin uc¡1 11 1l"C, A• "rnmmrn1l,1I h~ thc m•uuf•1.1uu:f. wi: u.t11 l00 n1 uí cuh flllmu/lOO 
n& oílcmpb1lc ONA/2.) units u! Ve.ni rolymcr.uc (Ncw t:n11.l.11HI Uiu·l..alu) in 1 (111.11 \'111. uf IOO 11l 1cHli11n liulkl, Tli•">L'" l'CM JlJ1k11ttU wm:: 1uojfi¡:;.I 
rrom ¡d, blunt-cndcd wilh T4 DNA l"IOl)lllCUl( anJ 111hdonc1I ÍUll\ 1hr fwlW IÍll: of 11lllurHup1 phtjCll\lil (!".lr•l•MCllC, 1.a foll1, CA~ n,, li1•liu11 
ructlon wu uscd 10 111n1for111 com¡w:ic111 E. ciJ/j 011 ~-•• ulh. Thc 1ul..:l11nc.t DNA w•' 1rqurnu1I "''"' thc Sfitt1011u• .. h (lJ!i lllod1c.•1h-.ll, 
Ocvcland, 010 on both IU•nd•. Thc >..¡111 furw.1111 a111t rcvcur. ulh:o 111i111cn wi:1c mnl 1111 m¡rn:ni il1.1t S11uc. lhc l1CU fUllion I• ~nuwn lu l..: 
auodatcd wllh. rcl11ivcl1 hi¡h UIC ol 111 mhinCOfJH.lUlu1n, wc Ji<IÍormnl l/u: l1Cll 1111111if11·,11io11 c1pql111rnh wllh Vcnl 1~bmcra&G in11u1I uf r .. i 
polymctU(, 1nd 1<vcral lndcpcnJcnl clonu wcic tcqucncc1I, Th~ <.'11.1r.·1ll·C11tlV ut m¡uc.nfU WCIC 1tq1utllrJ wlth 1lu: OcnlhnL tfodtnllJ1 Sc1¡uH11-4I 
Oatabaa.c untlcr acccuion No1. LOl060~Ullot1J, 1c1¡11.·c.:11vdy. 

bccn charactcrizcd. As can be sccn in Fics. 1 and 2, thc 
four final C·tcrminal rcsitlucs for STox 11·10 (C11s1V) urc 
Cys-Asn-Gly-Lys. lt has bccn dctcrmincd lhu l lhc A'll 
rcsiduc is nmidulcd al lhc C tcrmi1iu5 lu lhc muture 11· 
10 STox (A.V., D.n., U. Martín, F. Znmudio, F.B. and 
L.D.P., manuseript in prepnration). Now tl111t the clJNA 
&Gqucnccs encodinc both Norlh Afric<111 (Uou¡;i> et ni., 
1989; Gurcvitz et al., 1991) ancl North American (this 
study) STo;c are avalla ble, we can rnrmi!.c thal C·lcunlnal 
STox pr°'cssing (ollows thc rules prcviously proposcd by 
Bougis et ni. (1989). Additional procc,.inc con,ists o( thc 
rcmoval oí thc SP. 
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Maturc pcptldcs encoded by thc cDNAs i11ow11 in 
Fit. 1 wuuld he 6fo uu rcslJuos in lcnglh for C11g1ll, 
C11g1lll •ntl Cng1V nnd 65 nu. midues íor C11g1IV, 
Compurutivc unül,Y:iC~ hc&wccn thc•c acquencci ravul 
that C11g11l und Cnsllll nrc 92'/• •lmllor al lhc lll lcvr.1, 
;uul thc pcptidcs cuco<lcd hy 1hc1c cDNA• •re 91 '!. 1lm• 
ilar. Also, C11g1IV Aharcs 80% 1lmllarl1y wilh C11g1lll al 
thc ni lcvcl and GU% ul lhc aa kvcl. Slmllnr rcrnl" are 
ohlained wh<ll C11grV h r.omparr.d, In opile o( • lnwr.r 
similarily ut lhc na leve! hclwcen tho pcplldei cncoderl 
by Cnglll (or C11c1lll) and C11g1JV (ol' C11g1V), lhr. slm· 
ilarlly •l lhr. ni lr.vel (al lr.asl 110"/.) rneee¡h lh•l lhur. 
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lMNILLMITlCLrLJCTYWAltlGJLVMl,TGCKICCLL&.Ga 
GAT"'-C1CGTIG1TGATIOA'KACTtiCTTGTTTC<ttCCTAncc.c.u.cAG~~ccnATCTCCTMAC.U..C~C'1c;.c.ct~TN:.JJGnc;.cnctGCi~ 
JllllLL.M1TACLVLrcTVWAKtGTLYtilJl.ITGCltfGCrlllLG• 
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Ulfll:OCDltlCltAltNOGCITGJC't'AracNCCOLrr:•T•TT•LP 
AACc.u.coc:TccGAT~TCCAM~C.1.AC.U.CCMCCACCTAGTTAC:c;ac;tATTGCTACGCTTTTCCCTCCT'CGTGC~TTIGCCCCA.U.C;f~n•tccccno;1 
NtGCOll:tCltAll:NOCGITCTCTArccwcccLtltlTPTTPLP 

MCCATTATTCCAAT""""AATCC.U..UTCAAACACCl:ACCA.GCTAGTTACCCCTATTCCTACCCATTTCGGTCCfAt'TGTG.AACCAn.t.tc:ec..tAGTACACCGACTTc;.c;ccccncct 
NOTCNll.ltCkl1kM"-CCIYCICICrcc1ccci.101t•TVPLP 
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U. M 111. 1 C 1 & a •IMI •1' 
11 l AATMAN;.AT~TAAT'GGCM.Cc..ACTTMl'ATTCl'cc.AT~TATTCTMCCCTTCTTAATfCCA.CTTAAAT1;.U.ATUAATCCTMTMCAnMAAAMAAA 

MltTClltlt.nd --
lV MTJ.A.U,.CAT~TAATC.C.CM.CCACTTTTTATl'GTCCACCM.CJ4U.ATAc.TGTMC<fCTTCTTMTrec.u.c.tMAAAAJ.. 

M a 11. e e: a a •nd 
AAT.u..u.CA,~TM.Tc:;.c;c..ucG.AcTTITTATT(;CCC>.CCMCACA.U.TATTGTMCCCTfCTTAATTfCAATTAA.ATG.AAAT.U..V.TA•Tl'ATACCTTT/J.AAA.UAAA •• 
NkTCMC:ltHd --

fl¡. l. Nudcolidc aequcno::s ol clones Cnslll-Cn¡1V 1nd lhcir dcduc:cd aa Kqucocca.. SI' a.cqucnc:cs are undcrlincd. Thc OYcrUnod ni scqucnc:cs [1-21 
aftCf 246-266 (complcmcn11ry)] wcrc ua.ed 10 synlhuitc PCR primen. Precuraor pcp1idcs a.1u1 11 1 (bold numbcr) on lhc kll 1ide ol Ct111l 1nd finWi 
wilh u ruiduc: 17 (boSd numbcr) lo lhc ri¡hl o( lhc Cn¡lll aoqucncc. Poly.11dcn7la1ion a.i¡;nala. (AATAAA) uc doubly undcrlined. Mttboi&a: Tht 
JUccnina o( lhc cDNA library wu c.arricd ou1 in 1wo a.lcps. Jn 1hc firsl a.tcp, wc analyw.J appto1.ima1cly JO 000 pl.aquu with a miiuurc ot oli¡o 
probc1 dui¡.ood (rom a cona.crvcd rc¡ion or C"H STox~ 01 •2-48 In Fi¡. 2 (5'·TA~GCNTr;GCNTO~TOGTG, whcrc N • A.o.e or T]. Probcl 
Wltl 17n1huiud on a Myaos7n J450A DNA 1yn1hcsizcr by Jk:yanoethyl phoJphoroamidilc chcmimy and nP-cnd·l•bclcd by T4 polynuclcotidc 
lcinuc. Rcpliic.a fil1ci1 'tlf'crc prchybridiud for 2-B h 11 J1•c in 6 >e SSC pH 7.6 conlainin¡ 5 >e Dcnhard1'1/0.I Y. SDS/100 PI pcr mi cal( lh1mw 
aoW1cd 1nd dcn11urcd DNA (ciad DNA)/0.05% 1odlum pyropho1ph11e. Fihcn wcrc lhcn h)'bridiz.ed in 6 x SSC pH 7.6/1 x Denhardt'l/100 l'I 
pcr mi cud DNA/0.05•/, sodlum pyrophosphatc/uP-cnd·1abclcd ollao p1obc Cor 12-16 h •l 37•c. Sucus.sivc washct wcrc perfonnod ln 6 icSSC pH 
7.6¡0.0n', N1·pyropho1ph.alc/O.I% SOS 11 l7'C Cor' min and onc.c 11 4l9C Cor 5 min.bdore auloradiosraphy win& X·AR film whh in1crui.Cyin1 
KltCN 'º' J 1 h 11 -10·c. Thc sceond Jlcp or librar)' s.crccnin¡ cona.Utcd In lhc isol.111lon or clonCJ similar lO thc positivc done c,,,.11 Jdcnlificd in 
lhc ftn1 accp (oli¡o Krecning~ Posilivc clonu wcrc hybridiu.d wilh an oli¡o probc: dtsigncd rrom nt 10-16 or C. n11lp111ra1w varianl l (CJEYJ) trom 
Fi¡. l (Sº·OA~OGNTG~AA~~OONTG~ Prchybridiulion and hybridi.ution condi1ions for thc doublc·atrandcd probc (C"lll insc:rl) wcrc similar 
lo lho"jull dcscribcd cuxpl 1tu1 incubation was 11 42"C in 1hc prcscncc or 50% forma.mide, Thc pre• and hybridiution condiliona Cor CJEd 0Jj¡o1 
wcrc thc samc aa. in lhc finl 11cp or library scr«nin¡. Posilivc clone inicUa. wcrc amplificd by PCR win¡ ).¡1 l I tof'tlf'ard (5'· 
GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCGJ and reverse (5.·TTOACACCAOACCAACTGGTAATG) primcrs (Ncw En¡land Bio-Labs). Thu.c primera 
h)'bridiu: wilh thc Oankin¡ rc¡jona. or lhc l..¡t 11 EcoRJ cloning a.ilc. Thc anouling tcmpculure depended on lhc T. o( lhc primera but 17pieally wu 
SOºC. Thc reactions wcrc pcrformcd in a progr;imm.ablc hcating chambcr (Dioa.yclcr) u1ing 30 round1of1cmpcr11urc cyclin¡ (9rC ror 1 min, .5o•c 
lor l.~ min and 72'C for 3 min) Collowcd by 1 final IO·min J.tcp al 7l'C. As rccommcndcd by 1hc mDnur1c1urcr, wc us.cd 300 na oí cach primcr/SOO 
DJ oílcmplalc DNA/2 . .5 uniu o( Vcnl polymcruc (Ncw En¡land Dio·Labs) in a final vol.oí 100 ~l rc1elion buffer, Thes.c PCR producU wcrc puri6cd 
from Jcl, blunl-cndcd wilh T-1 ONA polymcusc and a.utx:loncd inlo lhc EcoRV a.i1c of pUluescript pha¡cmid (S1n11gcnc, La Jolla, CA). Thc Ji111ion 
rcac1ion wu uscd lo lunafonn compclcnl E. coli DH.S·a c:clb. Thc subcloncd ONA wu a.cqueneeJ usin¡ lhc Scqucnue lch (US Blochcr.:ic:.al, 
Ocvcland, OH) on both suanda.. Thc >.gtl 1 forward and reverse oligo primcrs were um~ for scqucncin¡. Sincc lhc PCR ruclion is lcnown lo be 
1uoci11cd with a rclalivcly hi¡h ralc of n1 mi1incorpou1ion, wc pcrformcJ lhc PCR 1mplií1e.alion upcrimcnls wilh Vcnt polymcruc ina.tud oí To.q 
polymcruc, and a.cvcral indcpcndcnt clones wcrc 1equcnttd. Thc Cntlll·Cn&rV ni scqucncu wcrc dcposilcd wilh 1hc OcnDan~ Nuclcotidc Scqucnec 
D111baa..c undcr aco::uion Noa.. L05060-LOj06J, rcspcclivcl7, 

bcen characaerized. As can be seen in Figs. 1 and 2, lhc 
four final C·lerminal residues íor STox 11-10 (CngtV) are 
Cys-Asn·Gly-Lys. 11 has bcen delermined that the Asn 
residue is amidated al !he e lcrminus in !he malure 11· 
10 STox (A.V., B.B., B. Martin, F. Zamudio, F.D. and 
L.D.P., manuscripl in preparation). Now that !he eDNA 
sequences encoding boah North Afriean (Bougis el al., 
1989; Gurevilz el al., 1991) and North American (this 
sludy) STox are availablc, wc can surmise that C·lcrminal 
STox processing (ollows the rules previously proposed by 
Bougis et al. (1989). Additional proccssing consisas of lhe 
removal of thc SP. 
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Maturc peptides encoded by the cDNAs shown in 
Fig. 1 would be 66 aa rcsidues in length íor Cngrll, 
Cngtlll and CngtV and 65 aa. residues for CngtlV. 
Comparative analyses betwecn these sequences revea) 
1ha1 Cngtll and Cngtlll are 92% similar al the ni leve!, 
and !he pcplides cneodcd by these cDNAs are 91 % sim· 
ilar. Also, Cngt!V sharcs 80% similarity wilh Cngtlll al 
the ni leve! and 68% ni the aa level. Similar resulls are 
ob1aincd whcn CngtV is comparcd, In spilc of a lower 
similarity al the aa lcvcl bctwcen thc peptides encoded 
by Cngtll (or Cngrlll) and CngtlV (or CngtV), thc sim· 
ilarity al lhc nt Jcvcl (al lcast 80%) suggcsts that these 
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fi¡. 2. TM u acqucnu compariion oC principal rcprcscn111ivu oC CtniruroiJtJ STo:i. Toiin acqucnccs wcrc ¡roupcd 1ccordin¡ 10 1hcir 1imil1ri1ics. 
Ci1pt. N wcrc lnuoduccd lo muimiu: 1imilari1ie1. Bclow cach aimilarily group, lhc conscn1us scqucncc is 1hown in bold. Thc aa 1equcnCCJ dcduccd 
l"tom cDNA.s 11c includcd. Thc C11.1rV deduc.c:d primar7 acqucncc hu b«n corrobor11cd by diiccl u 1cqucm:c or lhc mtlurc ST01 (A.V .. B.B. 8. 
Martia.. F. Zamudio, F.O. and L.D.P .. m1nusaip1 in prcparalion}. Data are Crom this study, Mcvca el al. {1984) and Zamudio el al (1992).. ln cons.cnsi.u 
aeq..cncu, X upracn11 a nriablc raiduc. Thc u are ali¡ned with lhc lu1 t.li¡ils o( lhc numculs. 

cDNA.s ori¡inate from mRNAs transcribcd írom closely 
rclated genes. Comparative studi.. with the North 
Arrican Androctonu.s austro/is Hector .~Tox cDNAs show 
that allhough the regions encoding maturc pcptides are 
more variable, the nuclcotide scqucnccs cncoding SP and 
the 3' non-coding regions are rclatively well·conscrvcd 
(data not shown). Thc cDNAs encoding STox l, l', 11 and 
111 of A. awrralls Hcctor (sce Dougis et al., 1989) have a 
similar variation in thc rcgions that codc far the maturc 
pcptid .. , but !hose encoding the SP and tite J' non· 
eodin¡: regions are also wcll-conscrvcd. Thesc rcsulls indi· 
cate that both scorpion spccies (A. australi.s Hector and 
CnH) ha ve followed a similar strategy to gcnerate varia­
tion in their STox: gene duplieations and indepcndenl 
evolution or lhc duplicatcd genes. 

(b) Deduccd u sequcnccs dcrivcd Crom cDNAs. Analysis 
and compu¡son with dilfcrcnl CcntruroiJes primary STox 
scqucnccs 

In arder to compare thc aa scqucnccs dcrived from thc 
cloned CnH cDNAs, dirfercnl Cencruroidcs STox wcrc 
groupcd according to their similaritics. Gaps were inlro· 
duc:cd where ncccssary to maximizc similnritics. Thc STox 
can be clustered inlo lhrcc groups as shown in Fig. 2. 
The scqucnces wcre aligncd with respccl to Cys rcsidues. 
Each main group was aligncd, and a conscnsus sequcncc 
was proposed Cor each onc oí thcm. CngtV(ll-10) is 
includcd in 1he first group, whcrc Cn2 can be considercd 
reprcscntalive. C11gtll nnd CngtIII are includcd in thc 
second group, whcrc CsE variants 2 and 3 are also pre· 
scntcd. Cngr!V is includcd in thc third group, whcrc Cn 1 
can be considercd rcprcscntative. Sorne spccific dilfcr· 
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enccs amone thc thrcc groups can be observcd, e1pccially 
severa! delctions of 1 aa residuc in difl'erenl positions. 
Examplcs or such deletions or inscrtions can be dcduced 
from cDNA scqucnces. The aa residuc number 9 thal is 
a Ser fo Cngtll and Cngllll is missing in CngtlV (Figs. 
1 and 2). ll is intcresting to note, however, thal this rcgion 
in Ccnlruroidcs toxins is vcry variable (Zamudio el al., 
1992), indicating lhat its eneoding DNA could be a hot 
spot far mutation. 

(e) Southern blot ¡:enomic analysis 
To determine the size of lhe genomic DNA ~¡ion con· 

taining the genes encoding the peplid .. shown in Fig. 1, 
Southern blol hybridization analysis was carricd out. 
When using Cngtl or Cngrll inscrts as probcs (Fig. 3), 
only two DNA fragments are clearly obscrvcd: onc of 
approximately 18 kb when thc genomic DNA was 
digesled with DamHl, Hindlll or DamHl+Hindlll and 
a second segmcnt of approximalcly 0.6 kb when thc digcs· 
tions were pcrformed with EcoRI, EcoRI + BamHI or 
EcoRI + Hindlll. Thcsc results and thc facl lhal Cngcll 
and CngrIII sharc 92'!. similarily al thc ni leve! suggcsl 
that al lcast lwo difl'ercnt 0.6-k.b EcoRI DNA segmcnts 
should conlain the gcnomic DNA rcgions cncoding thcse 
two cDNAs (mRNAs). Sincc Cng!IV (or Cn¡1V) is 80% 
similar al lhc nl leve! to Cngrll (or Cngrlll). and since 
1he bands mentioned above are thc only two bands pre· 
senl in thc Soulhern blot cxpcrimcnt (18 kb and 0.6 kb), 
we propase that lhc genomic regions that spccify thcsc 
rour cDNAs (mRNAs) are contaiiied within thcse 0.6-kb 
EcoRI DNA fragmcnts. Thc doublc digcslions wilh 
EcoRI + BamHI or EcoRI +Hindlll su¡¡ge5t thal thc 18· 
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Fl¡. J. Soulhcm blol rcnomic analysi.s. CnH DNA di¡CJtcd with 
rutrklion cadooudcuc.s wu blollcd in Janes: l. EcoRJ; 2. DamHI; 3, 
H/lidlll; ~. EcoRl+BamHI; j, EcoRl+Hlndlll; 6, BomHl+l/lndlll. 
M1tWI: Hi¡h M, ¡cnomic DNA WlJ prcparcd rrom lhc wholc body 
ol O.H. AOcr clhlnol prccipi111ion lhc DNA wu re.suspended in water 
aMf 1ubjcctcd to raoleculu fihration chroma101r•ph)' on an 1¡aro1c 

io-Rad. 0.7 x 21 cm) columo cquilibratcd {1nd thcn c. luled} wilh 
Tris pH 7.6/1 mM EOTA/0.7.5 M NaO. Twcnly fnc1ion1 o(O • .S 
collcclcd, and thc DNA protilc wu dclcnnincd by absorbancc 

nm. Frac-tions corrc.spoDding 10 thc maximum oí 1bsorb1ncc 
wuc poolcd and ic1h1nol-precipit1tcd. Thi• stcp wu nccc::uary in ordcr 
to climin11c· a pipncnl that coprccipilatc.s wilh scorpion DNA. Thc 
colo red material w.u 1hown 10 inhibit Lhc cnzymatic di¡cstion oí DNA. 
Aflcrdi¡csllon wilh lhc indicalcd cndonuclca.scs, 10.µg iamplo oíDNA 
'lll'Crc cleclrophorcscd In a 0.7~. 1¡uos.c: gel, blollcd onlo 1 nilroccllu· 
Joac mcmbranc •nd probed indcpcndcntly wi1J1 thc inscru dcrived rrom 
doflC.I C"lll or Cn11Jt. Thc probcs wcrc JJp.Jll:>elcd usins 1hc random 
primer l1bclin1 kil lrom Dupont. Thc tillen wcn: prch)'bridiz.cd, hybdJ· 
lud 1nd wuhcd u dcscrlbcd fn thc lc¡cnd to Fi¡. J for doublc·sttandcd 
probcJ {ucond slcp scrccning). ucepl 1ha1 an 1ddilional wuh at 63•C 
IOt 10 min was pcrformcd. 

kb ·band might contain al leas! 1hese four 0.6-kb EcoRI 
scgmcnls. An allcmativc explanalion is that cach cDNA 
(mRNA) could be encoded by a differcnl 18-kb band. 
Thus, their corresponding genes may also be cncoded in 
thc same or diffcrenl 18·kb DNA bands, and conse· 
quenlly, lhey mighl ha ve !he samc organizalion as !he 
0.6-kb EcoRI fragmcnts in which a subslanlial parl of the 
rcgion transcribcd into their respective mRNAs might be 
prcscnt. Furthcrmorc, thcsc rcsulls also suggcst that thc 
genes encoding thcse STox Jack Jargc introns. 
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(d) PCR E<namic analysiJ 
In ordcr lo undersland thc genomic organiution o( 

the structural DNA regions encoding CnH STox, a PCR 
amplificalion expcrimcnt using gcnomic DNA aod 
spccific primers was pcrformed. The DNA scquenccs that 
werc uscd for !he synthcsis of the PCR primers corre· 
spond lo wcll-conservcd scquenccs of CnH cDNA. They 
are shown ovcrlincd in Fig. 1 and Hank a strctch of 
263-266 bp of DNA lhat includes thc maturc part of the 
STox cncoded by thcsc cDNA. As can be sc.:n in Fi¡. 4, 
whilc scvcral DNA bands wcrc visualizcd aítcr staining 
with EtdBr, whcn usins 0.5 µg of genomic DNA as the 
PCR substra1c (Fig. 4A, lanc 2), only onc spccific DNA 
band, of aboul 270 bp, was obscrved afler hybridization 
(Fig. 48, Jane 2). This band corrcsponds to !he smallcst 
band slaincd wilh EtdBr. Whcn ten limes more gcnomic 
DNA {5 ¡1g) was uscd as lhe substralc for PCR amplifica· 
!ion, a sccond spccilic band of about 330 bp was dctcctcd 

A 

bp 
1444 __ 
1307--

475-

368-
315-

~· 

B 

2 3 

--

1 2 3 

bp 

---~ 330 ....--210 

Fig. 4. PCR gcnomic 1nalyJÍJ. Primen íor ¡cnomlc PCR 1mplific:.11Jon1 
wcrc synthcliu.d u dcscribcd in thc lc¡.end lo Fi¡. 1. Thc forward 
primer (l"·AAAGAAGGITATCTGGTAAAC~ conc1pond1 10 a wcll· 
conscrvcd DNA scquc.ncc lhll codcs far thc finl 7 H o( maturc C. 
no.xill.S' 1oiins (scc Fi¡s. 1 and 2). Thc rcvcrx primer (S'· 
AACTGCAAlTAAGAAGCGlTA) ;, complcmcn1117 10 a wcll· 
COnlC'l\'Cd ni 246-266 acqucncc ore O NA (su Fi¡. 1). Thc IOUft'C o! lhc 
DNA was lhc samc a.s ror lhe Southcrn blot ¡cnomic analyais. PCR 
conditions wcrc thc umc u duc:ribcd in lht k¡cnd lo Fi¡. 1, cr.ccpl 
th:H 0.5 ¡1¡ or 5 µ.g or tcmpJ11c DNA wcrc ulCd. (Panel A) Producll o( 
rcR 1mplifica1ion; IAnc.s: l. pBRJ22 (Dolivu et al .. 1977) di1u1cd wilh 
Tuql u 1iu m;irlccr; 21 PCR samplc (1/20 or .1.0111 reac:tion) win¡ O.l 
JJI oí ac:nomic DNA as tcmpltlc: l, nmc u Jane 2 but usin¡ 3 PI o( 

1cmpl11c DNA. Thc ¡el wu aiaincd wllh EtdBr 1nd pho10¡1aphtd 
undct ullraviolct light. (Panel b) Au1oradio111phy or PCR ptoducls 
shown in panel A hybridizcd wilh Cntil inJc:r1. Thc pBRlll DNA wu 
also tranifcrrcd and hybridiud u a ncgativc control. 



(Fi¡. 48, Jane J). 11 is imporlanl 10 observe thal lhe JJO· 
bp b.lnd wu dc1cc1ed only when high concenlralions or 
¡enomic ONA wcrc uscd u a subslralc for PCR, su¡¡¡esl· 
ing 1ha1 lhis band mi¡ht corrcspond to a rcgion 1ha1 
mi&ht have en at lcast tcnfold lowcr copy numbcr 1han 
thc 270.bp band vcrsions. Takinc thc cDNA sequcnccs 
shown in Fig. 1 as prototypcs of DNA scquenccs lhal 
encade CnH STox, thcsc PCR resulls indicate lhal lhe 
270.bp product should code for thc ,,;ature part or CnH 
STox closcly rcl a ted to the oncs cncoded by lhe 
Cnr1ll-Cnx1V eDN;¡._ Thcse results also indicate lhat 
tho1c gcnomic rcgions do not contain introns. Howcvcr, 
the results in Fig. 48 (Jane J) clcarly show the prcscnce 
or a 330.bp fragmcnt whieh could accommodate an 
intron o( about 60 bp in its gcnomic rcgion. Anothcr pos­
sibility is that thc JJO.bp band corrcsponds 10 a rore 
"cuion o( a closcly rcJatcd gene. Prcliminary rcsulls 
&imcd at veriíyin¡; the existencc oí inlrons in lhe genomic 
regions cncoding thc S' cnd or CnH STox cDNAs (includ­
in¡: the SP) did not delcet introns. We have sequenccd 
sorne or !he cloned PCR products, and we did nol find 
introns al least between the regions coding for lhe SP 
and the C lerminus (data not shown). An interpre1ive 
review or the results presented in this work, includin¡; 
dct1ilcd comporativc analyscs and rcccnl dala on lhc 
STox structurc·function relalionship, is now in prepara· 
tion Cor publica1ion (B.B., A.V., C.G., M.C., L.D.P. and 
F.B.). 

STox closely relalcd 10 1he oncs rcportcd hcrc do nol 
sccm to contain largc introns. 
!9-Comparison of STox sequcnccs dcduccd from CnH 
cDNAs providcd background for thcir clauification, in 
tcrms oí thcir similarity, in thrcc diffcrCnt groups. 
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V METODOLOGIA 

V.1.- Expresión del gene Cngtfl: para este ensayo se utilizó un "kit" comercial (Biolabs) 

para expresión y purificación de proteínas de fusión. El kit cuenta con dos vehículos de 

expresión uno citoplásmica (pMAL-C) y el otro periplásmica (pMAL-P). Ambos vehículos 

presentan el mismo "polylinker• (Fig.# 4) . Como proteína acarreadora se usa una 

proteína de unión a la maltosa. La purificación óe los productos se hace por 

cromatografía de afinidad utilizando una resina de amilosa, también nos proporciona 

anticuerpos contra la proteína de unión a la maltosa. Para el corte de la proteína de 

fusión el "kit" cuenta con el factor Xa el cual corta en la secuencia lle-Glu-Gli-Arg-Pro 

codificada por una región en cuyo borde existe un sitio para la enzima de restricción 

Xmnl, por lo que al clonar en este sitio se puede tener una separación exacta de Ja 

proteína de interés. 

V.1.1 - Edición: se llevó a cabo mediante PCR usando como templado el DNA de la 

clona en gt11 . Para este paso se diseñaron dos oligos: #1 N ( 5' ATG AAA GAA GGT 

TAT CTG GTA AAC 3') para el extremo amino, el cual nos permite delatar el péptido 

señal completo y agregar una metionina al inicio del gene para separar la proteína de 

fusión mediante un corte con CNBr. #1C ( 5' TIA GCT GCA AGA TIT ATI AGG AAG 

3' ) para el extremo carboxilo y el cual nos permite delatar las dos lisinas que preceden 

al codón de terminación. 

V.1.2 - Clonación: el producto de PCR ( 0.2 kb) fué rasurado con Po/T4 y ya purificado 
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polyllnker 

mol~/ocza; 
rmB 

p ' terminator 
tac \ \ 

pMAL-c2,-p2polylinker 
1soc1 1 

pMAL-2 
vectors v···' 
---'./"+ ·"""--= - 114 13 ori 
pBR ori 

mo/E" TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC AAT AAC AAC AAC CTC GGG 

#1 Mal/N 

r-..%mn1---, rEcoñ't1 r&w1Hl1 rx.001 1 1So111 rP.rtt1 [Hmd111 
ATC GAG GGA AGG ATITCA GAA TTC GGATCC TCTAGA GTC GAC CTG CAG GCA AGCT,:\, ... /Di:'ZO:. 
lle Glu Gly Arg 

~ Factor Xo cleovoge site 

it2 Mal/C 

Fig.# 4 Diagrama de los vectores pMAL: La reg1on del polilinker se encuentra 
amplificada, se pueden observar los sitios de restricción únicos. Las regiones subrayadas 
corresponden a los sitios de unión de los oligos #1 Mal/N y #2Mal/C. La flecha marca el 
sitio de corte del factor Xa. 
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se subclonó en pMAL-C en el sitio de Xmnl (Fig.# 4). El producto de la ligación se utilizó 

para transformar la cepa TB1 de E. coli, la cual permite a. complementación, por lo que 

las colonias recombinantes fueron seleccionadas en cajas con medio de cultivo 

conteniendo X-gal e IPTG. 

La presencia y tamaño del inserto se determinó en un gel de agarosa, previa purificación 

del DNA del plásmido el cual fué digerido con las enzimas Sacl y Eco Al. 

V.1.3 - Expresión: para probar la expresión del gene Cngtll, se prepararon varios cultivos 

utilizando 5 mi de LB-Amp, tomando como inóculo algunas de las colonias que 

presentaron un inserto del tamaño correcto. Se incubaron a 37°C con agitación hasta que 

los cultivos alcanzaron una densidad de 2x10º células/mi. Se agregó el inductor ( IPTG 

0.3 mM ) y se incubó 2 h más. Una alícuota de cada uno de los cultivos, antes y después 

de la inducción, se sometió a electroforesis (SDS-PAGE). 

A las colonias que mostraron expresión de una proteína del tamaño esperado ( 49,260 

Da= 42,000 de MBP + 7,260Cngt11) se les determinó su secuencia de nucleótidos para 

comprobar la orientación del inserto así como la edición del gene. Para este fín se 

diseñaron los oligos #1 Mal/N y #2Mal/C (Fig.# 4). 

Tomando como inóculo una colonia, cuya secuencia nucleotídica mostró la orientación 

correcta del inserto, se iniciaron los ensayos de expresión. En el primero se prepararon 

dos extractos diferentes para verificar si la proteína de fusión se encontraba en forma 

soluble o si formaba cuerpos de inclusión. 

Para determinar la cantldad óptima de inductor y el mejor tiempo de cosecha se hicieron 

varios cultivos en 80 mi de medio rico adicionado con glucosa y ampicilina a 37ºC . 
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VI RESULTADOS Y DISCUSION 

Vl.1. Análisis de la estructura de los cDNAs ( Cngtll y Cng/111 ). Ambas secuencias 

mostraron un marco abierto de lectura capaz de codificar para precursores completos de 

una toxina de alacrán. Se observa una reg~ón que codifica p¡;;~éptido señal de 19 

aa. Sigue la región encargada de codificar para la parte estructural de una proteína de 

66 aa más el codón de terminación (Fig # 1 del artículo, página 3). Sólo en uno de los 

cDNAs (Cng/111) se encuentra presente una señal de poliadenilación típica aunque 

ambos presentan la región del poli A. Esto se debe.probablemente, a que la clona Cngtll 

se encuentra truncada antes de dicha señal y que lo que parece ser el poli A bien 

pudiera ser el complementario de el aligo dT que pudiera haber servido como primer para 

la síntesis de la primera cadena de cDNA. Este efecto se puede observar en otras clonas 

aisladas por nuestro grupo. La region 5' no codificadora es en un caso de 8 nucleótidos 

mientras que en el otro sólo hay 1. La region 3' no codificadora es en ambos casos 

mayor de 70 nucleótidos. 

La homología que existe entre las dos clonas es tan alta (92%) que podemos suponer 

que ambos genes pertenecen a una misma familia. Además la secuencia primaria para 

la que codifican presentan homologías aun mayores con otras proteínas del grupo de las 

variantes (Fig.# 5) por lo que podemos afirmar que se trata de dos grupos de genes 

homólogos (uno en C. noxius y el otro en C. sculpturatus). Se pueden observar regiones 

altamente conservadas y otras regiones donde se encuentran todas las variaciones, las 

cuales estructuralmente representan las asas o vueltas de la molécula. 

Asimismo los péptidos señales de ambas clonas son altamente similares y presentan 
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CsEv2 
CsEv3 
Cngt II 
Cngt III 

1 10 20 30 40 50 60 
JS!SfSfs exexexexexexacm ggggg ggggg * * * * * * 
KEGYLVKKSDGCKYDCFWLGKNEHCNTECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNK-CS 
KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNK-CSS 
KEGYLVKKSDGCKYGCLKLGENEGCDTECK.~KNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSC 

KEGYLVNKSTGCKYGCLLLGKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPESTPTYPLPNKSCS 
KEGYLVNKSTGCKYGCFWLGKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPESTPTYPLPNKTCS 

* + e * + e 
12 16 25 29 41 46 48 65 

GRADO DE HOMOLOGIA 

CngtII-CngtIII = 95.4 % 

CsEvl-CsEv2 
CsEvl-CsEv3 
CsEv2-CsEv3 

84.8 % 
86.4 % 
90.9 % 

CsEvl-CngtII = 83. 3 % 
CsEvl-CngtIII= 86.4 % 

CsEv2-CngtII = 92.4 % 
CsEv2-CngtIII= 90.9 % 

CsEv3-CngtII = 87.9 % 
CsEv3-CngtIII= 84.8 % 

65 ªª 
66 ªª 
65 ªª 
66 ªª 
66 ªª 

Fig.# 5 Comparación de la secuencia de aminoácidos de las toxinas denominadas variantes (1, 2 y 3) de C. scu/pturatus 
E., con las secuencias primarias deducidas a partir de las clonas Cngfü y Cngfill de C. noxius Hoffmann. Se muestra el 
grado de homología que existe entre estas secuencias primarias. Los símbolos corresponden a los datos estructurales de 
CsEv3. B= región B plegada, ex= hélice ex, ***=región altamente contorsionada. Los símbolos y números de la parte inferior 
corresponden a las cisteínas que se encuentran formando puentes disulfuro: 12 con 65, 16 con 41, 25 con 46 y 29 con 
48. 



diferentes grados de homología con el resto de los péptidos señal conocidos de toxinas 

de alacrán (Fig.# 6). Estos péptidos señal presentan una región que cumple con la regla 

( -3,-1 ) que nos permite predecir la posible region de corte del péptido señal (ven Heijne 

1986). Se puede observar que en todos los casos la posición -3 es ocupada por una 

valina mientras que en la posición -1 se encuentra un aminoácido pequeño. 

La estructura de los cDNAs nos muestra que estos genes codifican para un precursor 

de toxinas y que el proceso de maduración de estos péptidos es el propuesto para otras 

toxinas de alacrán (Bougis et al., 1989, Martin-Eauclaire et al., 1992) y para péptidos 

neuroactivos (Fricker 1988): separación del péptido señal mediante una peptidasa señal 

y remoción de las dos lisinas del extremo carboxilo por una carboxipeptidasa específica 

para residuos básicos. 

Vl.2.-Expresión: en la Fig.# 7 se observa el resultado de la edición y clonación del gene 

Cng/11. El péptido señal no está presente y en cambio sí aparece una metionina inicial 

que no existía. Se puede ver que la orientación fue correcta, esto es que se encuentra 

en el sentido de LacZa pues se puede leer la región final de Mal E, el polilinker y por 

último la región amino de Cng/11. La edición correcta del extremo carboxilo se comprobo 

mediante secuenciación de nucleótidos en una clona que presenta la orientación 

contraria pudiendose observar que las dos lisinas fueron delatadas. 

Los ensayos de expresión se pueden resumir en la Fig.# 8. Se observó claramente la 

aparición de una banda, después de la inducción, de aproximadamente 50,000 Da que 

es el tamaño esperado. En cuanto al tiempo de cosecha se observa que 3 1/2 h después 

de la inducción la concentración de proteína es máxima y no hay una degradación 

aparente de la proteína. Para determinar la cantidad óptima de inductor se probaron 
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-20 -15 -10 -5 -1 Ref. 

CngtII M N s L L M I TA e L F L I G T - - V W A 1 
CngtIII M N s L L M I TA e L V L F G T - - V W A 1 
CngtIV M N s L L I I TA e L V L I G T - - V W A 1 
CngtV M N s L L M I TA e L A L V G T - - V W A 1 
TsVII M K G M I L F I S e L L L I G I - V V E C 2 
Cons. 1 M N s L L M I T A e L V L I G T - - V W A 

AaHI M N y LV M I s L A L - L L M I G - V E s 3 
AaHIII M N y LV M I s L A L - L L M I G - V E s 3 
AaHII M N Y LV M I s L A L - L L M T G - V E s 3 
LqhCXIT M N H LV M I s L A L - L L L L G - V E s 4 
Cons. 2 M N Y LV M I s L A L - L L M T G - V E s 

AaHIT M K F L L L F L V V L p I M - - G - V L G 3 
AaHITl M K F L L L F L vv L p I M - - G - V F G 3 
AaHIT2 M K F L L L F L vv L p I M - - G - V L G 3 
BjIT2 M K L L L L L V I s A s M L L E C L V N A 5 
Cons. 3 M K F L L L F L vv L p I M - - G - V L G 

Cons. 1-3 M N X L L M I X h X L X L h X X G h V X X 
K a M V L F h A I M T 

Fig.# 6 Comparación de los péptidos señal de toxinas de alcranes de diferentes 
géneros. En el primer grupo se encuentran las de alacranes de América. En el segundo 
grupo se encuentran toxinas contra mamíferos de alacranes del viejo mundo. Por último 
están las toxinas contra insectos de alacranes del viejo mundo. En cada caso se obtiene 
una secuencia consenso. Nótese la valina en posición -3 en todos los casos y en la 
posición -1 un resíduo pequeño (Ala, Gli, Ser ó Cis). Referencias; 1: Becerril et al., 
(1993), 2: Martin-Eauclaire et al., (1992), 3: Bougis et al., (1989). 4: Gurevitz et al., (1991) 
y 5: Zilberberg et al., (1991). 
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SECUENCIA NUCLEOTrDrCA DE LA CLONA Cngt rr / pMal c 

10 20 30 40 
1 1 1 1 

TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC AAT AAC AAC AAC CTC GGG 
mal E -----------------adaptador-------------------------

50 60 70 80 90 
1 1 1 1 1 

ATC GAG GGA AGG ATG AAA GAA GGT TAT CTG GTA AAC AAG AGC ACG 
--------------- M K E G y L V N K s T 

100 110 120 130 
1 1 1 1 

GGC TGC AAA TAC GGT TGC CTG CTA TTG GGG AAA AAC GAA GGC TGC 
G c K y G c L L L G K N E G c 

140 150 160 170 180 
1 1 1 1 1 

GAT AAG GAA TGC AAA GCG AAG AAC CM GGA GGT AGT TAC GGC TAT 
D K E c K A K N Q G G s y G y 

190 200 
1 1 

TGC TAC GCT TTT GGG TGC TGG TGC 
c y A F G c w c 

* resíduo no. 48 

Fig.# 7 Secuencia nucleotídica de la clona pMAUCngtll. Los primeros dos codones 
corresponden a mal E, la región subrayada corresponde al polilinker de pMAL. Sigue la 
metionina que se insertó por medio de PCR y no se encuentra el péptido señal que fue 
delatado usando la misma técnica. La región que sigue corresponde a la toxina ya 
procesada. 
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80 kDa 
67 kDa 

43 kDa 

30 kDa 

1 II 

-1 
1-• 

A B e 
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Fig.# 8 Gel de proteínas que muestra los resultados de los ensayos de expresión. En ·el 
carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. En el carril 11 se muestra el perfil 
electroforético de la cepa sin transformar.Los tres grupos de carriles siguientes: A, B y 
C corresponden al perfil electroforético de diferentes ensayos en los que la variable fue 
el inductor (IPTG; 0.5, 0.7 y 1.0 mM, respectivamente). A su vez en cada uno de los 
ensayos se varía el tiempo de muestreo. Se tomaron alícuotas que corresponden a: 0.75 
h., 1.5 h., 2.25 h., 3.25 h. y 4.25 h., que se muestran en los carriles 2 a 6, 
respectivamente. En los carriles 1, de los tres ensayos, se muestra la cepa sin inducir. 
La flecha marca la posición de la proteína de fusión. 
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c~:r~ r~srs: Ha EJmE 
SAlt~ fit L~ ~~;LJél'ffCA 

varias concentraciones desde 0.1 mM hasta 1 mM, siendo 0.5 mM la concentración 

elegida dado, que no se vé un claro aumento en la concentración de la proteína cuando 

se induce con una cantidad mayor a 0.5 mM. 

Aunque se observó una pequeña cantidad de proteína en la fracción insoluble la mayor 

parte de la proteína se encuentra en forma soluble. Pensamos que esto puede deberse 

a que la proteína está formando los puentes disulfuro adecuados y por lo tanto no 

quedan cisteínas libres para formar los enlaces intermoleculares que le permitan formar 

agregados. O bién que por encontrarse en un ambiente reductor, no se dé la formación 

de ningún puente disulfuro y por lo tanto tampoco haya agregados. 
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VII CONCLUSIONES 

1.- Dado que las dos clonas obtenidas durante el desarrollo de esta tesis codifican para 

un péptido que presenta una alta homología con la toxina CsEv3 podemos afirmar que 

se cumplió el objetivo del trabajo: aislar un cDNA que codifique para una proteína 

semejante a CsEv3, a partir de un banco de cDNAs del alacrán C. noxius Hoffmann. 

2.- Podemos decir que nuestro trabajo permite confirmar las propuestas sobre la 

existencia de un precursor y un procesamiento para maduración de estas toxinas. Sin 

embargo existen pequeñas diferencias. Mientras que en el trabajo de Bougis et al (1989) 

el procesamiento del extremo carboxilo se presenta sólo en las toxinas contra 

mamíferos, en nuestro caso, ambos genes muestran la región de procesamiento del 

extremo carboxilo y no son toxinas contra mamíferos. Esto ha quedado demostrado con 

la reciente secuenciación de la toxina correspondiente al gene Cngtll, toxina Cn 5, por 

nuestro grupo (datos no publicados). Dicha toxina no presenta el péptido señal ni las dos 

lisinas del carboxilo terminal y no afecta a mamíferos (datos no publicados). 

3.- Respecto a la expresión, aunque no tenemos la toxina caracterizada los resultados 

preliminares apuntan a que se está expresando. Si acaso no tuviera la estructuración de 

la toxina nativa se intentará renaturalización in vitro ó expresión en periplasma antes de 

cambiar a un sistema eucariote. Esto es porque un sistema procariote ofrece muchas 

ventajas para su cultivo y los rendimientos que se pueden lograr son muy altos. Sin 
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embargo, existen algunas toxinas en el veneno del alacrán que requieren un 

procesamiento que no se puede lograr en sistemas procariotes (cx.-amidación, además 

del corte de los resíduos básicos) y para éstas el sistema de expresión deberá ser 

eucariote, en el caso de la toxina que trabajamos no es así. 
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