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l.- RESUMEN 

En esta tesis se :1portnn algunos elementos 1mra In cnractcriznció11 de la cstructurn 
y organización de los genes c¡uc codiricnn pnra toxinas bloqucridorns de canales de sodio 
de nlncrancs americanos. Estas toxinas conslitu)'Cll unn familia de proteínas con 
secuencias muy conscr\'nd:ts. 

Se trabajó con dos géneros representativos ele América que habitan en ta ma)·or 
parte del continente: El r;:éncrn nurtcnmcric:mo Cellfmmides y el género sudmncricnno 
Tityus. 

La especie C. noxius, originnria de Nnyarit es de pai·ticular interés, ya que por 
la alta toxicidad de su nncno es considerada In especie mós ''cncnnsn de norlc:1mérica. 
Para determinar la estructura indhidual de los genes que en esta especie codifican 1mrn 
toxinas bloqueadoras de c:malcs de sodio, se realizaron experimentos de amplificnción 
por PCR. Durante la clonación y cnrncte1·ización de algunos productos de la 
amplificación se ohtm·o la clona CnA, cuya secuencia nucleótidicn pudiera ser la de un 
pseudogcn. Asi111lsmo, se amplificó y se determinó In secuencia nucleólidica de In regi<in 
que codificaría para la parte estructural y extremo 3' de la clona CnC c1uc corresponde 
n una nuc''ª secuencia muy parecida n la que codificaría para la toxina Cnl. De esta 
forma, se confirmó que en esta especie no existen intrones cuando menos en la región 
amplificada de estos genes. 

Por otra parte, se intentó determinnr la estructura de los gl~nes que codlncon 
para este tipo de toxinas en nlncrnnes del género sudamericano Tityus. El alacrán Tityus 
serrufatus es asimismo de gran interés puesto que su \'Cncno es uno de los más tóxicos 
de sudnmérica y del mundo. En particular una toxina de su veneno, In toxina gnmn, es 
de considerable Importancia puesto c¡ue presenta nfinidad tanto para los cnnalcs de sodio 
de insecto como para los de nmmííero. Esta toxinn ¡1rcscnta además In mnyor nfinidnd 
conocida pnra canales de sodio de cerebro de rota. 

Puesto que era conocida In secuencia del A DNc que codifica pnrn In toxina gnmn, 
se diseñaron ollgonuclcótidos para amplificar el gen cromosomnl completo. De cstn 
formn, se logró amplificar y secuenciar un fragmento 790 pb que corresponde con el 
ADNc de la toxina gama. Ln secuccin de tnl fragmento es intcrrumpid¡1 por un intrón 
de 462 pb situado en In región c¡ue codificaría para el péptido señal. 

Posteriormente, siguiendo una metodología similar, se colnboró en la obtención 
de los genes que codifican ¡mra los equivalentes ele la toxina goma en otras dos especies 
del género Tityus. 
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2.-INTRODUCCION. 

Esta tesis se conslitu,·l· dl' dos 1>nrtcs: Um1 publkada (artículos J ,. 2 1níg. 22 y 29) 
y otr.i en \'Íns de prcp:1rriril111 ¡mra 1mhlicnci1í11. E~la 1'11li111a parle se describe l"Oll ma)'or 
tlctallc en esta tesis. · 

l..os artíl'ulns puhfü.·:.ulos )'los datos de h1 lcsis, se anlcl'l~dcn l'Oll 1111a intru<lun·iún 
gcncrnl y 1111a l'C\ ish'ln clcl conodmicnto moís reciente rcspcl'lo a lns to\irtas dl' ul:n·r·:in. 

2.1.- El Al.ACRAN V l.A IMPORTANCIA DE SU F:STIJOIO. 

Ln!; a!ucnincs o C!>COrpinncs son los nrlrúpudos terrestre\ 1mís antiguos <111c se 
conocen J' 1>rnhabll'mcntc fueron los primeros miembros de este ¡>h)lu111 en c:mu1uistar 
la tierra. Los primeros al.arrane ... fueron ncuálkos y su rc~istro fósil dala del silúrico, 
los escorpiones terrestres aparecen en el dc\·cínico, hucc nproximadumcntc 350 millones 
de años (Bornes, 1983). 

Se han rcportndo alrededor de 600 c.c;1Jcdes de alacranes iucluidus en 70 géneros 
y 6 familias (Miranda et ni .• 1'>70). La maJor pnrtc de la.e; especies venenosas conocidas 
eshín dentro de la familia Bmflidm•, ~1 la cual pertenecen Jos ~énerus Tityus de América 
del Sur y Centruroides de Amérkn del Norte, Las especie.e; Cc•11trumides uuxius y Titym.· 
serrulatus, originarias ele Na_yarit _y Brasil rcspcl·th·amentc, son de partkulnr interés, ya 
que por la alta tosicidm.I de su.e; venenos están consideradas como dos de las especies rnñs 
venenosas del mundo (llas.\an, 1984; Ochesa-Dávila, 1989). 

Los alacranes mín rcpresl'nlan un problema médico y un riesgo pura la salud en 
!\léxico, Brasil, Medio Oriente .)' Arrica del Norte (ver rc,·isión Possani.. 1984). E:n 
nuestro país, anuahncnle son atendidos más de 200 000 casos de picaduras)' el pl'omcdio 
de 11ersonns rallecidns por esb1 causa cs del orden de 7fH) n 8(Hl, en su ma)·oría niños 
menores de 2 nños (0.1.opéz-Acuím y A. Alagón, comunicado durnntc la ses!ún técnica 
dl' In Sociedad !\:lexkana de Salud rúhJica, l\lcxico D.F. marzo de 1979). Lns cstndos mús 
arcrtndos por cste rirohll•ma son Colima, Na)~iril, Guerrero y l\lorclos <Kce~an. 19HO). 

No obslante <111e las pi<·mlur:is de alacnin mín representan ¡mm alJ_!nnos pní.o;es un 
problema de> salud p{1hlk:i. cl l•nrnc¡ue :wtnal de las im·estigudoncs sobre los ,·encnns de 
los alacrnncs dcj6 cll' ~cr ohjeto dl' interés 1ínicmncntc médico. En el 11rcscnlc. el 
conocimiento de <111c lns to,ina'i l'onlcniclas en los \'Cnenos de nlncrón hloc111cun en rormn 
específica dircrcnles canales i{mko.\, las ha rumcrtldo en \'Uliosns hcrrnmicntns 1111rn 
estudios de neurobiología, electrofisiología y rarnmcologín molecular (Cntternll et al., 
1986). 

Recientemente. con el ndvcnimicnta de las técnicas de biología molecular, se obre 
la posibilidad de acelerar el estudio de las relaciones cstructura-runción de este grupo 
de toxinas, así como la oq:m1ización y expresión de los genes que lns codifican. 



I NTl/OIJUCC/ON 

2.2.- EXTRACCION Y l'URIFICACION DEL VENENO DE ALACRAN 

En dh·crsns htnsti~neioncs en lns cuntcs se hn 1mrilicmlo el \'cncnn de nlncrtín, 
se hn demostrado que sus rnmpnnl'nlcs acliH1s son pnlipé¡Jticlos c¡uc n·dhL•n el 110111hrc 
de toxinas (\'cr rc\'isiiln Rol'lmt et ttl .• t 'J71J), 

1.n mn}'oría ele los trahajos him1uímicos reportados sobre toxinn'i de alacr~'in se 
hnn llc,·ndo n cabo con \'Cllcnn extraído por cslimulnriún 11u1111ml o clél'lrica de los 
tclsoncs (Bahin et ni., JIJ74: Zlotkin et fll .• 1978: ltochnt et t1/ .. l'J79: Pnssnni et ul.. 1981:1). 
3·n que el uso de glándulas homngcnci1.ndus presenta cl 11rohlc111:1 de cnntmuinnd•ín del 
\'cncno con componentes de nllo peso molecular (Possnni t•t a/ .• 1980.1981h). 

Ln presencia de las toxinas en los diferentes \'Cncnos es usualmente scguidn ¡mr 
el erecto que estas presentan ni ser i113·ertadns en animales de luhoratorio (Tu, 1977: 
Zlotkin el al., 1978; citado en rc,·isi6n rossani, 1984). 

La técnica más ampliamente utilizada parn la ¡1urificnción de roxinns de alacritn, 
consiste en su extracción del \'eneno crudo n través de soluhiliznción en agua y 
ccntriíugación seguida por una cromatografía en columna (\·cr revisión Zlotkin et <ll., 
1978). La filtración en gel con reciclamiento en Sephadex G-50, es seguida de l ó 2 
cronmtografias de intercambio iónico sobre soportes insolubles como puede ser In 
carboximctilcelulosa (Rochat et al., 1979; Possnni et al 1981n, c). Las resinas se 
equilibran y las muestras son aplicadas en una serie de diferentes sistenms de 
amortiguadores a valores específicos de pH y fuerza iónica. En algunos casos, In 
estrategia para Ju purificación inrnlucrn un paso cromatografía de intcrcnmhlo iónlco 
seguido de filtración en gel de Sephadcx (\·cr rc\·lsión rossani 1984). 

2.3.- ESPECIFICIDAD DE LAS TOXINAS DE ALACRAN. 

Las toxinas de alncrún, como nlgunus otrus de origen uninml, son prolcí1ms 
b¡\sicas y cortas de unn solu cadena polipép;idica (Miranda et al.1 1970) de 28 (Lazarovici 
et al., 1982a,b) a 78 mninmícidos (Toledo y Neves, 1976). Se ha reportado el nislnmiento 
de alrededor de 120 toxinas puras, de las cuales se ha determinado la secuencia completa 
de aminoácidos de más de un lcrcio (ver re\•isión ros.snni 198.i; Mcvcs et al., 1986; 
Rnmírez el al., 1994) 

Según su especificidad sobre los canales iónicos, se han reconocido hastn el 
momento 4 tipos diferentes de toxinas: las que bloquean canales de sodio (Mirnnda et 
al., 1970), potasio (l'ossani et al., 1982), calcio (Valdlvla, et al 1991 y 1992) y cloro 
(DcBin et al., 1993). Los toxinas bloqueadoras de canales de sodio fueron las primeras 
caracterizadas y hasta ahora son también las mejor estudiadas. 
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2.3.1.- Toxin~ bloqueadoras de canulcs de sodio. 
2.3.1.1.- Mecanismo de acción. 

/NTRODUCClON 

Ln potente accic1n ele este tino ele toxinas cshl rclncinnnda con su hnhilidncl 1rnrn 
unirse con nlta aliniclml n los canall'S de sodio 1111c son \'oltnjc dcpcnclicntcs en células 
excitables (Cnucrral, et <1/ 1976 y 198<1: Cournud y JO\·cr, 1984). 

Los canales de sodio permiten el innujo de este ión r>roducicndo la íusc lnicinl de 
dcspolarlznción rápida en el potcncinl de acción. La acth·idacl de estos canales es 
alterada cuando las toxirn1s se unen u ellos en diferentes sitios (Strichartz, 1989). Esta 
interrupción en el Oujo de iones de Nu+ a tra\·és de Jos cn1mlcs en Obras ncnlosns y 
musculares, trae consigo un erecto parnlizautc sobre el indh·iduo (Callcrrnll et al., 1986). 
Las arritmias respiralorias producidas ¡1or lns picaduras de olncriin son debidas 
principalmente a la despolarización de las fibras vicerales aferenlcs (Freirc-1\:fala, 1983). 

Las toxinas que hloc¡uean canales de sodio muestran entre sí diíercntc grndo de 
toxicidad para los diferentes grupos animales. De estn numera, se hnn reportado toxinas 
que han demostrado ser preferentemente específicas contra mamíferos (l\.'1irnndn et ni., 
1970) insectos (Zlotkin et al., 1971) o crustáceos (Zlotkin et al., 1978). 

2.3. l.2.- Toxinas específicas para canales de sodio de mamírcros. 
Al realizar una comparación de los di\'ersos estudios realizados sobre la unión 

específica de las toxinas que hloqucm1 canales de sodio de mamíferos, resulta C\'fdente 
que existen dos clases de éstas (!\leves et al., 1989). De acuerdo con Koppcnhofer )' Smith 
(1968) y Narushnshi et al., (1972} 1 los efectos ele las toxinas de los alacranes de los 
géneros Lciurus y Butlms del \'iejo mundo, producen un rclardamiento en In inactivnción 
de los canales de sodio. Por otra parte, Cahalan (1975) demuestra que las to~inas de los 
alacranes del género americano Ccutruroit/es inducen lu aparición de una nuevo 
corriente de sodio (cftndos por Frcirc-i\.fnia y Campos, 1989}. 

En este contexlo, Cattcrrall (1980) encontró 3 sitios receptores asociados n canales 
de sodio. El silio 1, al que se unen In tetrodotoxina y In saxitoxina (toxinas de especies 
marinas). El sitio 11, ni que se unen las toxinas liposolublcs como la \'eratriclina y 
batrnroto>;ina y el sitio r11, al que se unen las toxinas de anémona y de alacranes de 
géneros del viejo mundo. 

De ncucrdo con Jo\'cr (1980) y Couraud et ni. (1982) Jns toxinus de los nlncrnnes 
de Africa y Asia, se unen de manera dependiente de voltaje al silio 111 del canal de sodio 
afectando su inactivaci6n (uniéndose al canal abierto) y son denominadas toxinas ex. Por 
otra parte, las toxinas de alacranes norteamericanos se unen de manera independiente 
del voltaje a otro sitio del canal, que se llamó sitio IV, afectando su activación (uniendosc 
ni canal c~rrndo) y se denominan toxinas tipo n . 
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INTllOlJUCCION 

Un coso cs1>ccinl lo ronstitu3·cn lns toxinns de los alacranes sudamericanos del 
género Tityus. Lns toxinas del alacrán Tilyus serm/at11s Sl' unen n sitios dircrcntcs en el 
cnnnl de sodio. Ln tit3·uslnxirn1. nlslmln 1mr Gómcz y Diniz en 1966, tnmbién llnmncln 
TslV-S 1mr Possnni et al <111icncs ht scrucnl'fnron en 1985, se une al sitio 111 del canal de 
sodio y es 1mr lo ln11to una toxina a (Kir.o;;:ch et al., 1989}. Por otrn 1mrlc. la toxina l!mnn 
(Possunl et a!., 1977) tnmhién imlehiclamcntc llamada Ti·\'111 (Snm¡rnio et al .• 1983) ó 
Ts VII (Bcchis el ctl., 198-1, citado por i\lartin-Enuclnh·l', et al, 1992) se une a lus mismos 
sitios receptores <1uc las lo'l:inas del l!éncro Cellfruroide.\·, por lo 1¡11c 5c le <.0 onsidcrn mm 
toxina tipo ll (.Jmcr et al., 1980: Cnurnud et al .. 1982; Barlmnin et al .. 1CJM2), 

El estudio dl' In tm:ina gama rc\'istc consiclcrahlc interés ya que posee la nuís alta 
nfinidml hast;:1 ahorn descrita para los canales de sodio dl'I cerebro dl· mtn (con unn 
constante de disoriaciún en el rango picomolar). Esta toxina tiene udem:ís propicdmll'S 
fnrnmcoMgicas tanto de las to~inns del tipo B, como ele lns toxinas específicas contra 
insectos (De Lima et lll., 1986, citudo por t\larlin-Enuclairc et lll 1992). 

2.3.1.3.- Toxinas específicas contra canales de insectos. 
Las toxinas c¡ue bloquean canales de sodio de insectos se clasifican como 

cxcitntorins y depresanles (Zlotkin et al., 1971; 1985). Aunque estos dos tipos de toxinas 
producen efectos opuestos, ambos se unen al mismo sitio en los membranas neurom1les 
de insectos (Zlotkin el et!., 1985 ¡ De Lima et al., 1989), 

2.4.- ESTRUCTURA Dll LAS TOXINAS DE ALACRAN. 
2.4.1.- ~truclura de la.i;¡ toxinas bloqueadoras de canales de Na•. 

Lo'J toxinas que bloquean canales de sodio constituyen una ínmilia de proteínus 
que presentan entre sí grnn homología (Possrmi et t1l., 1984) (Ycr figura 2, artículo 1 pág. 
25), tienen de 61 n 78 nminmícidos )'presentan una com11ac1nción estructurnl dndn por 
4 puentes di.sulfuro (!\lirandn et ni., 1970; Kopcyan et al., 1974: Fontccilla Cnmps et 
al.,1980; Possani el al., 1982 y 1983). 

Los aminoácidos <¡uc son ronscrrnclos en este grupo de proteínas son de grnu 
importancia pnm In estnbilizaci(m de su estructura sccunclnl'in y terciario (ver rc\'isión 
Possani, 1984). Fontccilla Cnmps et al., (1981), realizaron un análisis de In estructuro de 
28 toxinas encontrando que mrnque lns secuencias exhibían considerable variación, 
mostraban tres reglones conserrndns. Ln región conser\'ndn más grundc corresponde n 
los residuos 1-6, In segunda región a los residuos 45-47 y In tercera n Jos residuos 51-53. 
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INTROIJUCCION 

Las principales cnrnclcrísticas de la estructura secundaria y tcrcinrin de las 
toxinns de nlncrón han sido estudiadas 1>or las técnicas de dispcrsió:l rotntori:1 óptica, 
dicroísmo circular, resonancia mngnéticu nuclcnr y cristalogrnfia por r.1)·os X (\'Cr 
rcl·isi6n Possnni et al., 1984). Aunque la combinación de varias de estas técnicas hu 
permitido conocer Jos detalles de In estructura de estas moléculas, la cristalogrnfín por 
difracción de rn)'OS X es sin duda la técnica que más información ha aportado. llnstn 
ahora, con esta técnica se ha logrado determinar In estructura tridimensional de la 
variante 3 del alacrán norlcamcrkmm Ce111rumitle.\· sculpluratus (Fontccilla·Cnmps et al 
1980; Alnmssy et al., 1983) )'de iu ui.xina Anll 11 del nlarr:ín norte:1frica110 1\111fmctm111s 
australis Jlector (Fonlecilla-Cmnps el al., 1988). 

Las características mñs sobresalientes de la estructura de In Ynriunte 3, son dos 
y media n1cltns de ex hélice <1ue comprende de los residuos 23 ni 32, y un corto trecho 
de lámina B plegada de 3 hebras nnti1>nrnlelns que incluyen los residuo 1-4, 37-41 y del 
46-50. Ln lámina H plegada corre en forma casi paralela a la hélice o. )' se unen ambas 
mediante dos puentes disulfuro que incluyen las cisteínas 25-46 y 29-48. Cercas de esta 
región, se forma un tercer puente disulfuro entre las cisteínas 16 y 41. El cuarto puente 
disulfuro, entre lns cisteínas 12 y 65, csLi cx1mesto en un extremo de In molécula. 

La estructura tridimensional de Aall 11 de Androctmms a11slralis llcctor, presenta 
características estructurales similnrc.<; a la variante 3. De esta fonrm, nmbns toxinas 
comparten una región altamente estructurada la cual contiene In ex hélice, el triplete de 
hebras nntiparalelas de la lámina H plegada y tres de los cuatro puentes disulfuro. Como 
era esperado, los aminoácidos que componen las asas protuberantes varían en forma 
apreciable en ambas moléculas. Las mayores diferencias fueron encontradas en las 
regiones donde ocurren inserciones )' en el extremo COOH terminal (Fontccilla-Camps 
et al., 1988). 

2.5.- GllNETICA MOLECULAR Dll LAS TOXINAS Dll ALACRAN. 
2.S.1.- ADN complementarios. 

En el presente se han logrado aislar y secuenciar varios ADNcs que codlncnn 
para toxinas específicas contra c.·malcs de sodio tanto de mamíferos como de insectos. 

Androctonus austmlis llcctor (alacrán norteafricano). 
Bougis el al., aislaron en 1989 los primeros 6 11recursorcs c1ue codilicmt para 

toxinas de alacrán utilizando un banco de ADNc de la especie norteafricnna Audmctous 
australis Hector. De estos precursores, 4 codifican para toxinas específicas contra 
mamíferos del tipo alfa (Anti 1, Aalll', AaH 11 y AaH 111) y 2 especílir.os contra insectos 
del tipo excitatorio (AnH ITI, AalllT2). Los precursores de toxinas específicas contrn 
mamífero• están codificados por A RNms de alrededor de 380 pb (sin incluir poliA). lln 
In pal'tc codificante se presenta una región que codificaría para un péptido señal de 19 
antinoácidos y una parte estructural que codificaría para 64 6 65 aminoácidos de los 

12 



INTRODUCC/ON 

cuales el último (nrgininn} o los dos últimos (glicinu y arginina) rcspccth·mncntc, son 
aminoácidos que no se cncucnlr:m en el péptido maduro, por lo que se f)rcsumc <JUC son 
sitios de proccsamicto. Estos autores proponen que pura Ja nctimción de estas lm:inns 
se requiere el corle del tíllimo aminoiicido (argininn) en el cxlrcmo COOl I del precursor, 
Además, en el caso de Ja toxina Aall, se requiere que el penúltimo aminoiiciclo de) 
precursor (glicina) done su grupo amino ni aminoácido que lo antecede (l·cr figura 4, 
pág. 38) 

Los precursores de loxinas específicas contrn insectos tienen un pépticlo señal de 
18 aminoácidos, una parte cstrurlural que codificaría 1mra 70 muinoácidos y no 
presentan aminoácidos extra con rcspcclo ni péptido maduro. 

l~iurus quinquestriatus hehraeus (Asia) 
Gurcvitz y colaboradores (1991) reporlnron la secuencia de LqhcxlT1, un 

transcrito de 314 pb (sin incluir poH A) que codifican ¡>nra unn toxina cspccínca conlrn 
insectos. LqhcxlT exhibe un 75o/,, ,lp homologiu con respecto n la toxina ex 4 de Leiurus 
qui11questriat11s .)' solo un 53 % con respecto n la familia de toxinas a que afectan 
mamíferos del alacrán A11drocto1111.r; austro/is Hcctor. No obstante esta relnth'amentc bnju 
similitud entre In pnrrc c.'itructurnl de LqhcxlTl y la familia de las toxinas a de A. 
australis, ambas toxinas comparten un péptido señal muy semejante con solo 4 
diferencias en 57 nucleótidos codificnnlcs, por lo tanto, se presume que LqhcxlTJ es una 
toxina alfa específica contra insectos. 

Buthotus judaicus 
Zilberbcrg el al (1991) reportaron Ju secuencia de un ADNc que codifica para una 

toxina específica contra insectos del tipo dc{Jresante. Este transcrito de 323 pb (sin 
incluil' pulí A), inclu)'e las regiones c1ue codificnrínn para un péptido seiial de 21 
aminoácidos, la parte estructural de la proteína madura de 61 aminoácidos y tres 
residuos adicionales antes del cod6n ele lerminnción (Argininn-Lisina-Lisina) 

Tityus serrulatus (sudamérica) 
Martín Enucluire et al {) 992), reportaron la secuencia del AONc que codifica para 

la toxina Ts VII o guma del alacrán hra.'iilcño Tít)'us scrr11latus. Esta toxina es específica 
contra mamíferos y es del lipo de las ncuroloxinas beta. Este transcrito con una longitud 
de 343 pb (sin incluir poli A )1 tiene mm región que codificaría para 20 muinoñcidos del 
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1>é11tido señal, la región que coclificnría pum el JJéptido maduro (Íll n.n.) )' mm rcJ!ÍÓn 
c111c codifica para 3 uminmícidos que no forman parte de la toxina nmdura (Glicinn­
Lisina-Lisina) antes del cod6n de lcrmhmción. Por dctcrminnción de sccucnciu de 
aminoácidos se snbc que la última cistcína es amidadn (cistcinnmida). 

En todos Jos trmtscritus que codifican para toxinas de alacrán se ha reportado 
una posible señal de poliadcnilación en el extremo 3'. 

2.5.2.- ADN genómico. 
Bougis et al (1989), realizaron análisis mediante hibridación lipo So11thcrn 

utilizando como sonda el A DNc de In toxitm Anl 111. Estos experimentos sugirieron, scglin 
dichos autores, c¡uc este gen se encuentra en copia í111ica y tiene un tamaño mínimo de 
2800 pb. rostcriormcntc, i\larHn-Em1ch1irc et <11 (1992), presenlnron en el Congreso 
Internacional de Tm.inología de Singapur iníormación de que huhían determinado la 
secuencia nucleótidica del gen A:1ll I' del alacnín norteaíricano 11mlmctm111s 1111stralis 
llector. Dichos autores esh1hlec:ieron In estructura de este gen 11ern no reportan la 
secuencia nuclcotídicn. De esta nrnncra, el gen de Anll I' contendría dos cxoncs (exón 
1 = 48 pb y exón 2 = 207 pb) y un intrón de 426 pb <¡ue se cncontrnrín cercano al linnl 
del péptido seiial (longitud lol:tl del gen (181 pb). 

3.- ANTECEDENTES 
3.1.-Anleccdenles del grupo 

En los últimos años, en el gru110 del Dr. L.D. Possani se ha trnbnjado 
extensamente en la bioquímica de los venenos de alacranes americanos, princi1mlmente 
del género Cc11truroides de norteamérica y Tityus de sudamérica. lhista In fcchn, se hun 
identificado 8 toxinas bloqueadoras de canales de sodio de C. 11oxius (Possnni et 111., 1981; 
Possani et al.,1984; Valdh·ia et al., en prensa), 2 de C. limpidus limpidus (Alagón et al., 
1987), 1 de C. limpidus tecmm11111s (ltamírez et t1I., 1988¡ Mnrtin et al., 1988) y 4 de T. 
serrufatlls (Possani et al., 1991). 

De las toxinas de C. 1111xius, 7 son específicas contra mamíferos: Cnl (fracción 11· 
14), Cn2 (11-9.2.2), Cn3 (11-9.2.3), Cn4 (11-10.2.2), Cn7 (11-13.3), Cn8 (11-13.4) y Cn9 (11· 
14.4) (de las últimas solo se hn secuenciado su extremo N terminal) y una contra 
crustáceos CnS (11-5). Del nlncrnn Tityus serrulatus se hn logrado secuenciar 
com¡1lctamentc In toxina gama, In toxina IV-5 y la toxina 111-8. 

En forma más reciente, en nuestro laboratorio se han utilizado metodologías de 
biología molecular para el aislamiento y sccucnciación de los genes que codifican pnrn 
toxinas de alacrán. De estu manera, en el presente se han logrado secuenciar 4 
precursores completos que codifican parn toxinas blm1ucndoras de cnnules de sodio del 
tipo H del alacrán C. noxius. De estos precursores, dos son de la familia de gcnc.fi que 
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codifican pnra loxinns cspccílicns conlrn mamíferos (CngtlV, CnglV) y otros dos son 
toxinas específicas contrn insectos y crustáceos (Cngtll y Cngtlll). Dos de estos ADNc 
corresponden con In secuencia de aminoácidos de toxinas ya sccucncindas: Cngll I con 
CnS y CngtV con Cn4 (Becerril et al., 1993; Vú1.C(UCZ et al., 1993). De cstn nmncrn, ni 
comparar las secuencias de aminoácidos ck•ducidas n partir de las de nuclcótidos de los 
ADN complementarios, con In de aminoácidos de estas toxinas, se ha podido deducir lns 
modilicncioncs post-traduccimmlcs que sufren los 11éptidos precursores para generar las 
toxinas maduras, los cuales son similares a los de los otros 1>rccursorcs JlrC\'iamentc 
reportados: 

1) En primer lugnr, um1 pcptidnsn scñnl realiza un corte en lu 11rimcra lishm del amino 
terntinnl para escindir el pé¡1tido señal. 

2) Unn cnrboxipe11ticlasa cs¡wcífica corta los residuos básicos que se encuentran en el 
COOll terminal del péptido (Una y dns lisinas en Cn4 y CnS respeclivnmentc). 

3) Cuando ni último, o n los dos (11timos aminoácidos básicos antecede una glicina, una 
enzima a nmidnsa mnida ni aminoácido que a su vez le antecede. Este sería el caso de 
CnS cuyo péptido 11recursor terminaría con Asn-Gli-Lis. De estu manera, In loxina 
madura terminaría en nspnrnginnmidn. 

3.1.- Ant.eccdcntcs directos. 

Los antecedentes nuís inmediatos a este trabajo, los constituyen los resultados 
obtenidos en mi tesis de licencinturu titulada "Implementación de un método general 
1rnrn In caracterización de genes <¡ue codifican pnrn toxinas del \'Cneno del alncr1\11 
Ceutruroitfes muius 1-loífnmnn" (1992). En dicho trnbajo, se realizaron lnísicamente 
experimentos del tipo Southern y PCR que a continuación describo: 

n) Southcrn. 
Con el objeti\'o de obtener información rclath·n n la orgmtlzación de los genes que 

codifican para toxinas de ah1cnin <¡ue bloquean canales de sodio, se realizaron 
experimentos del tipo Southcrn hlot. Para ello, se realizaron digestiones con diíercntes 
enzimas de restricción utilizando 10 ~1g de AON genómico por ensayo )' se uliliznron 
como sondns lns clonas Cngtl y Cngtll. Este amílisis sugiere un tnmaño máximo de 18 
kb parn In región genómica total que codifica para esta familia de genes )' un tnmnño 
mínimo de aproximadamente 600 11b pnra los elementos de dicha familia (figura 3 
artículo 1, pág. 26). Si considernmos que In extensión de los ADNcs de esta rmnilia es de 
alrededor de 330 pb, podemos deducir que si existe un intrón en estos genes éste no sería 
muy grande. 
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b) PCRs gcnómlcos. 
Para obtener información rclntin1 a la estructura de los genes que codificnn )larn 

toxinas bloqueadoras de cmmlcs ele sodio en C. 1wxius, se realizaron experimentos de 
PCR. rucsto que entonces s61o cnnorímnos la secuencia de nuclcf)tidos de In donn Cngll 
(clona incompleta en el extremo 5') y la sccucncin de aminoácidos de nlgunas tm.ilms ele 
C. 1wxius; decidimos elegir In región del umino )' del extremo 3' 1mra dlscimr los oligos 
pnrn el PCR por las siguientes razones: i) La 1>artc N terminal es mm rc}.!irín bien 
conscnndu entre las toxinas hloc¡uc;uJorns ele ..-anules de Na+. (\'Cr figurn 1 J 2 nrtknlo 
1, pág. 24 y 25) ii) l..a rcgi(111 del extremo 3' 1¡11c elegimos ¡rnra el cliscim dl'I uligo fue 1:1 
región que inmcdiatm11cntc antcccclc n la posible señal de 1mliadc11ilnl'i(111 cll' Ja dnuu 
Cngtl, por lo tnnto, con este oligo amplilkarímuos la regh)n m:ís ampli:1 pnsihlc lrnda 
el extremo 3' (mín no sahíamo<t que esta rcgMn eni runsernuln en esh1 ímnilin de J!,CllCS), 

En este PCR (\·er condiciones cn artículo 1) se amplificó una banda específica ele 
270 ph (\·er figura 4 artículo 1), que es el tamaño <1ue se obtiene al usnr estos mismos 
oligos con un banco de ADNc, es decir, se oblicnc un tamaño que corrcsJlondería al que 
se tuviern si en esta región no existieran introncs. Por Jo tanto, estos experimentos 
sugieren que no existen introncs, en la parte estructural y el extremo 3", del gen o grupo 
de genes nmplificndos con estos oligos en C. 11oxi11s. 

4.- OBJETIVO 

DETERMINAR LA ESTRUCTURA DE LOS GENES QUE CODIFICAN rARA 
TOXINAS BLOQUEADORAS DE CANALES DE SODIO DE ALACRANES 
AMERICANOS 
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5.· MATERIALES Y METODOS 

5.1.· EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN DE ALACRAN 

El A DN gcnómico ruc obtenido mediante la técnica de Blin nnd Stnrrord (1976), 
con lns modificaciones que se describen en Corona M., (1992). Esta técnica consiste 
fundm11c11tnlmcntc en el congelamiento y trituración del cucr1>0 del alacrán, trntmnicnto 
con una solución que contiene protcínasn K y extracciones con renal J' fcnnl-cloroformo. 

Puesto que este A DN al111 contiene fuertemente unido, un 1>ig111cnto de hujo peso 
molecular 1>rolmblcmcntc cargado ¡wsitirnmcntc, se ncccsila de un trntmnicnto mlkionnl 
para rmrificarlo. Un método que implementamos pura este ohjcth·o consiste en pasar el 
ADN por una columna de .:1garnsa A-50 de filtración molecular (el cual se describe en 
en el artículo 1. rníg 26.) 

Otro método que po!'teriormentc implemcntmuos debido a la limitantede trahaj;lr 
con ntll)' pocos o incluso, un solo alacroín ()·n que para usar 1:1 colunuui nel'esilnmos una 
carga de ADN que sólo se ohticne con varios alacranes) consiste en el uso conjunto ele 
unn columna de Centricon HIO (,\micun) )'una columna de Glassl\fux (Giben Bl~L). 

Después ele In extracción del ADN, Ja solución que lo contiene se pasn a mm 
columna de Centricon 100 y se centrffuga n 1000g (cada carga 2 mi, si se tiene nuís que 
este volumen, se debe de recargar In columna cuantas \'eccs se necesite), el tiempo ele In 
ccntrifugnrión depende de Ja concentración del soluto y puede ser de '·arias horas. Esta 
columna tiene una membrana hidroffiicn ele baja adsorción, con un tnnmiio de poro que 
permite filtrar n las moléculas de bajo peso y retiene n las ele alto peso molecular. En 
el cnso de c~ntricon HIO~ In membrana filtra a las moléculas con un peso molecular 
inferior a 100 kD. Por lanto, se pueden eliminar de la solución, sales, ;ícidos nucleicos 
degradados, proteínas pequeñas o las fracciones peplidicas <1uc resultan de la 
degradación de proteínas ele nito peso molecular. Una limilantc lo constitU)'C el hecho 
de que no es tan elicienle la liltrnción de moléculas carguclas <1uc se adhieren 
clectrostáticmnente a un componente de alto peso molecular (como es el caso del 
pigmc11to <1uc 1Jrclcmlcmos climirrnr). 

Para eliminar por completo dicho (ligmento )'otros contaminantes, se utilizó una 
columna GlassMnx. Es importante notar que si no se utiliza primero el Centricon y se 
pasa directamente In solución con el ADN por el GlassMnx, se provoca la pérdida del 
ADN. Esta columna funcionu en 3 pasos: en el ¡>rimero, se agrega a In columnn la 
solución de ADN en presencia de un agente caotrópico (Nal) provocando que el ADN se 
una a una membrana ele silica; en el segundo paso, se pasan sucesivamente 3 l'olúmenes 
(0.4 mi c\u) de una solución de la\'ado (50% etanol, 0.1 M NnCI, 10 mM Tris 1>H 7.5, 1 
mM EDTA)¡ linalmentc se duye el ADN con aguan 65"C. 
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Con una columna Glassi\lu:\: es posible limpiur con cficicncin, desde nanogramos 
lmstn más de 50 µg de ADN de un tnmaño entre 0.2 n 50 kb. Si se intenta Jhupinr unn 
molécula de mayor peso molecular esta es fragmentada. De lo anterior se conch1.)'C, que 
pnrn la mn.)·orín de las aplicncioncs no es rccomcndmlo el uso de esta colunum para 
limpiar ADN gcnómieo (que después de In extracción de fenal tiene un tnnrnño de 
alrededor de 200 kh. Samhrook. et a/ 1989). Sin embargo, en el caso del PCR parece ser 
diferente. Numerosas ohscnncinm•c; indican que el fraccionamiento del A DN constituye 
una \'cntnjn para Ja nrnplificación ya que reduce la Tm del templado .)' además parece 
aumentar la cspccíricidad del nlincmuicnto {Corona t\1. 1992), por lo tanto, Ja rupturn 
del AON genómico en rragmenlos ele nlrededor ele 50 Kh podrín ser una \'Clllajn en este 
caso. 

Con el conjunto de procedimienlos descritos, fue purificado ADN de los cuerpos 
de un alacrán entero y nproxinmdamente la mitad de otro (aprox. 2 gramos de tejido). 
Con este material se obtm·ieron 60 µg de ADN genómico limpio (40 µg por alacrán). 
Puesto que hemos experimentado que desde 1 µg de ADN genómico como templado 
(aunque lo óptimo son S µg) se puede obtener una nm¡>lificación signlficath·n en 30 ciclos 
(de alrededol' de 0.5 µg de producto amplificado), con la cantidad de ADN purificado 
de un sólo alacrán podríamos realizar 40 ensayos de amplificación. 

5.2.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 

A continuación se describen lns condiciones de los 2 ti11os básicos de PCRs 
realizados con ADN de Celltruroides noxius y el realizado con ADN de las especies del 
género Tilsus. La Tm de todos los oligos utilizados fue eslimadn según In ecuación de 
Bo~ton y McCarthy, 1962 (citado por Snmbrook et al, 1989). 

1) C. noxius 

A) Con los oligos S'extBaml (extremo S' de la secuencia de la clona Cngtll con sitio de 
restric.ción) y CtoxEcoRI (región anterior o lo que codificaría el C tcnninal de la clona 
Cngtll con sitio de restñcción) 

Los oligonuclcólidos utilizados IJnra este PCR fueron los siguientes: 
Oligo SxtBam (Directo). GG~CTfCGAAGATGAACTCGTTG. 28mero Tm = 
64ºC. Oligo CtoxEcoRl(lm·erso) GGG'AATTCAGGAAGGGGATAAGTCGGTGT 
29mero Tm::: 64nC. Se muestran subrny~os de restricción. 

Lns condiciones fueron: 200 ~11\1 de cada dNTPs, 2 mM de MgCl2, oligos ScxtBam 
y CtoxEcoRI 1 µM c\11, ADN genómico 1.5 µg y Enzima Vent polimernsn 2 U. El 
programa se inició con 95"C S minutos, se agregó la enzima y se prosiguió con un 
programa inicial de 92"C 1 minuto, SO"C 1 minuto y 72"C 3 minutos durante 1 ciclo y 
se conllnu6 con 92"C 1 minuto, 53"C 1.5 minutos y 72"C 3 minutos durante 35 ciclos y 
finalmente, un período de extensión de 15 minutos a 72"C. El experimento se realizó en 
una máquina Biosycler • 
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B) Con los oligos Ntox 2 (región que codificaría para el N tcmúnal de la.'t toxinas 
bloqucadora.11t de canales de sodio contra mamíferos) y Extremo 3' (extremo 3'dc la clona 
Cngtll). 

Se utilizaron los sig11icntcs oligcmuclciítidos: 
Oligo Ntox 2 {Directo}: AAAGAAGGTTATCTGGTGG. 19mero Tm;::; Sl"C. 
Oligo Extremo 3'(lrl\'crso): AACTGCAATfAACAAGCGTfAC 22mcro Tm = 52"C. 

Se realizó un primer experimento de nn1plificnción con las siguientes condiciones: 
200 pl\1 de cmla dNTPs, 2 mi\f t\lgSO~, oligos Ntox2 )' Extremo 3' 1 ~tl\1 c\11, AON 
gcnómico 5 µg )' 2 U de enzima Vcnt polhncrasa. El progrnnm que se utilizó ruc IJS"C 
30 segundos, SO''C 20 segundos y 72"C durante 40 segundos, durante 33 ciclos. Se utilizó 
una mác¡uinn Pcrkin Elmcr 9600. 

El resultado de este PCR mostró un rendimiento muy pequeño (alrededor de 50 
ng), el cual hnstn cierto punto puede justificarse por tratarse de unn mnplificnción 
específica en pocas co11ins de genoma eucnriótico. Por tal motivo, se realizó una 
rcamplificaclón tomando como templado 1\10 del volumen de la reacción de 
amplificación y las mismas condiciones utilizadas en In amplificación. Este nue\'O PCR 
tuvo un rendimiento de alrededor de 3 µg del producto nmpllficndo. 

2) Tityus sp 

A continuación se describen las condiciones utilizadas ¡mrn la ampliricnción del 
gen que codifica para In toxina gamn de T. serr11lat11s. 

Los oligonuclcótidos usndos para la amplificación (TB 1 y TB2) fueron diseñados 
en base a la secuencia del A DNc que codifica para In toxinn gnmn de T. serr11ltltt1s (ver 
figuro 1, pág. 20). Las condiciones de In reacción fueron las siguientes: Se utilizaron 10 
µg (medido por D.0.) de ADN genómico como templado, 200 µM de cada dNTP, 2 mM 
de MgSO,, aligo TBI 4.4 µg (4.7 µ1\1}, TB2 5 µg (6.3 µM), enzima Ven! polimerasa 2 U. 
El prngram11 utilizado para In amplincación consistió en un paso inicial de 
dcsnaturali7.ación a 95"C 5 min, seguido por 92"C 1 mln., 53"C 1 mln. 72"C 3 min. 
durante 1 ciclo; se prosi~ue con 92"C 1 min., SS"C l min., 72"C 3 min., durante 30 ciclos 
y finalmente, un paso de extensión de 72"C 15 min. Se realizó una reamplificación 
tomando como templado 10 ng del rragmenlo de alrededor de 800 pb (purificado por 
cluslón de banda), las condiciones de la reacción fueron similares a la nmpllficaclón, el 
programa usndo también fue simllnr, excepto en la temperatura de alineamiento que en 
este caso fue de 56"C. 
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TBl 
CGMGAACAA'l'CQA'l'CTGAACG ATG AAA GGA ATG ATC TTG 'M'T ATT AGC TGC TTA TTG se 

M K G M I L F I S C L L -12 

TB4 
CTG ATC GGC ATT GTC GTA GAA TGT AAA GAA GGT TAT CTC A'l'G GAT CAC QAA GGT 112 

L I G I V V E C K E G Y L M O H E G 10 

TB3 
TGC AAA CTT AGT TGC 'ITl' ATC AGA CCA TCG GGA TAC TGC GGC AGA GM TGC GGA 116 
e K L s e F I R p s G y e G R E e G 28 

A'l"l' AAA AAG GGC TCA TCG GGC TAT TGC GCC TGG CCC GCG TGT TAC TGC TAC GGG 220 
I K K G s s G y e A w p A e y e y . G 46 

C'IT CCA AAT TGG GTG MA GTT TGG GAT AGA GCG ACG AAC AAA TGT GGC AAA. AAA 274 
L P N W V K V W D R A T N K C G K K 64 

TB2 , 
TAA A'ITTGTTTCGCTGAAAATCC'l'TTA~TGAACTGTAATAAGTTTGGCAAMA.TAAAAAAA.TGTTC 343 

Figura l.· Secuencia nucleólidica y la deducida de aminoácidos del ADNc que codifica 
para la toxina gama del alacrán TUyus scrrufatus. Se marcan con negritas los 
ollgonucleótldos ullllzados para la amplificación (TBl Tm = 64"C y TB2 Tm = 53"C), 
para la detección especifica de la toxina gama (TB3) y para la ldenllficaclón de la familia 
a la cual pertenece esla toxina (TB4). (modificado de Martin·Eauclaire et al., 1 ?92. FEBS 
Letl. 302: 220·222). 

20 



MATERIALES Y METO DOS 

5.3.- CLONACION 
Se utilizó el plósmiclo 1>BLUESCRIPT KS (Strntagene, La Jolla Cal. U.S.A.), 

purificado de una miniprcparación de lisis alcalina (Sambrook et al 1989), seguida por 
GlassMax. Se probaron ,·arins estrategias de clonación. En el caso del · PCR 1 de C. 
nuxius en que ambos aligas tienen sitios de restricción se digirieron el pliísmido y el 
inserto con las enzimas <JUe corlan en esto") sitios. En el PCR 2 de C. 11oxius, en el que 
ningún aligo tiene sitios de restricción, el vector se digirió con EcoRV parn generar 
extremos rasurados y el inserto no se trató (npro\'cchando la propiedad de la enzima 
Vcnt de generar extremos rasurados). En los PCR realizados con ADN de las especies 
del género Tityus, puesto que un aligo tiene un sitio de restricción (/Jqmlll), se realizaron 
dos estrategias de clonación: en un caso se digirió el plásmido primero con EcoRV y 
después con Bamlll y el inserto con Bmulll; en el segundo caso, se digirió el plásmldo 
con EcoRV y se clonó rasurado. Las reacciones de ligación se realizaron en un volumen 
de 10 µI con T4 ADN ligasa (Boehringcr Mannhcin, Gmbll, Germany) de baja 
concentración. Se utilizaron dos tipos de relaciones molares plásmido:inserto, 1:1 y 1:5. 
(O.OS pM de plásmido e inserto para una relación 1:1). 

En todns estas estrategias de clonación, incluyendo la de extremos rasurados, se 
obtuvieron suficientes recombinantes (\'er adelante), por lo que no parece ser necesario 
añadir sitios de restricción a los aligas n menos q~1e se <1uiern clonar dircccfonalmente. 

Para la prcpnrnción de las células competentes (E.co/i DHScx F') y pnrn su 
transrormación, se utilizó el protocolo SEM (lnove et al., 1990). Con este método 
obtuvimos una eficiencia de lrnnsformación de 2 x 107 trnnsfornmntcs por µg de 
plásmido supcrcnrrollado. El número de rccombinnntes obtenidas en las dos 
concentraciones molares utilizadas fue la siguiente: 

Recornbinantes Cµg): Rasurado 1:5 
1:1 

Cohesivo 1:5 
1:1 

8,000. 
<l,000. 
8,000. 

40,000. 

Como puede apreciarse, se obtm·o ma.}'or número de rccombimmtcs cuando se 
utilizó un extremo cohesh·o, con réS¡>ccto a cuandO se utilizó extremos rasurados. Así 
mismo, cuando se clonó con extremos rasurados, la cficiencin rue mayor.utilizando una 
relación molar de 1:5. Un dato más difícil de interpretar, es el hecho de que cuando se 
clonó con un extremo cohcsh·o se obtuvieron más recombimmtcs en la relación molar 
l:J en relación a 1:5. Una posible explicación In constituye In hipótesis de que a unn 
mayor concentración de insertos con extremos cohesivos, se favorece más In unión de 
varios insertos en concatameros, que Ja unión de un inserto·con el plásmido 

5.5.- DETECCIÓN DE CLONAS POSITIVAS Y SECUENCIACION 

Ver materiales y estrategia en los artículos 1 y 2. (pág. 22 y 29). 
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Cloning and characterization of cDNAs that code for Na+ -channel­
blocking toxins of the scorpion Centruroides noxius Hoffmann 

(Recombinanl DNA;J.gtl l cDNA library; Soulhcrn blot gcnomic analysis; nuclcolidc scquencc; polymcrase chain 
rcaction; todn gene evolution; inlrons) 

Baltazar Becerril, Alejandra Vázquez, Consuelo García, Miguel Corona, Francisco Bolivar and 
Lourival D. Possani 

Rctti'rd by LK. Mdlcr. ll Scplesnbcr 1992; Rc,ised 'Ac:ceptcd: 19 Janu1ry ~O Janu•rr 1991; Rt«hrd al J"'bliihcn 1 March 1991 

Wilh thc purposc of studying thc organization and characteristics oí thc genes that codc for toxins prcscni in the 
vcnom of thc Mexican scorpion, Cturruroides no.du.s Hoffniann (CnH), wc prcparcd a J.gtl I eDNA library from thc 
venom glands, Using spedfic oligodcoxyribonuclcotides (oligos} dcsigned according to kno"n amino acid 1a11) sequenccs 
oí C11H toxins {STmi.i we dctected severa! pmitive clones, detcrmincd thcir nuclcotide Jnl) scqucnccs and deduccd their 
11a scqucnccs. A compara ti ve analysis of thcsc scqucnccs with pre\iously rcportcd STox revcaled that CnH cDNAs codc 
for 11 íamily or vcry similar STox. The cONA coding for a known STox, IJ-10, was doned. Additionally. three other 
complcte (ncw) nt sequcnces werc obtaincd for cDNAs encoding pcptidcs similar to STox 1 from CnH or \•ariqnts 2 
11nd 3 from Cemruroldes sc11/p111ra1us Ewing. Southcrn blot gcnomic DNA anal)-sis showcd n minimum siz~ oí approxi­
matci)' 600 bp as f;toRI fragmcnts for clcments olthis family. PCR amplifica1ion1 of C11H gcnomic DNA and h)'bridiza· 
tion oí PCR products with spccitic probcs indicated that the gcnomic structural regions that code for these genes do 
nol conh1in introns, or al !casi not largc introns. 

INTRODUCTIO~ 

Of the 134 specics and sub·spccics of Me,ic:m scorpi· 
ons, only eight are dangcrous to man (Dchcsa·Dhi\a, 
1989). Spccics which cause thc most frequent cases oí 
scorpiJn poisoning in Mc.,ico bclon¡; to thc Cenrrurofdts 
genus. They re¡msent a scrious heahh prob\cm with more 
1han 200000 pcoplc stung pcr year and 11 mortality rate 

Corrnr<>n41...-.. rn· Or. L.O. l"m.inl. ln11m110 dt Biotecnolo¡ia. 
UNAM, A~. Uni•cn!dad 200\, Apartado ro111\ '10-), Cucrnauu .. 
Ma~IO$ 62271, J.lclko. Tcl !'2-7l) 172799, F:u 152-711 172)88: 
e.mal\: pou•ni'u rhrl:~ ccingcbi unam ITT\ 

Abbrcvi1uon1: aa, ammo acid(1), bp, ba!C ~11(1), cDNA.. DNA comp!c· 
mcnlary lo RNA; C//, c .. n1rurolJt1 limplJiu lttoma11ur. CJ1g1, cDNA 
from CnH clorocd in10).¡1 l l; Cnll. Ct"l"'•o/Ju rwiM lloffmann; CsE, 
Ctn/nm;JJn scitlpiwraru1 E"'in¡; Cu, Ctn1111ro/Jcs 111ff111us 111tru111r. 
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oí 700-800 pcop!c pcr yenr ID. Lópcz- Acuña and A. 
Al:i.gón, communicatcd durins 1hc technical session or thc 
Sociedad Mexicana de Salud Píiblica, Mcxico City, 
March 1979). 

Scorpion \'enoms constitutc a rich sourcc oí low-M, 
peptidcs toxic to a \'aricty of org:i.nisms including man 
(Miranda et al., 1970: rcvicws by Zlotkin et al., 1978; 
Possani. t 984). Thc most dangerous scorpion venoms so 

cnd DNA,calflh)mu1 l<lniutcd and dcna1u1cd DNA: Dtnh~rdt'l iolu· 
11011, OO!~t uch ofbovmc ¡crum albumm 1koU poly•m¡lp¡rruliJonc; 
Etdílr, clhidium bromidc. lb, l1lobnC(1)ot 1000 bp: N, 1ny nucko1idc; 
nL nuckoude¡1¡; oli10. oh¡odco~¡1ibon1K!Wlidc; PCR. polymcrnc 
cha.In rncuon; SOS, JOdium dodf\:¡\ 1ulí11c; SSC. O.U M NaCl.0.015 
M Na1·ci1111c pll 7.11; SP, tignJI pcptidc(1r, ST01, M:orpion todn!i); T •• 
mcltin¡ 1cmpcra111n Ucmpcralurc at "'hlch SO~ó of tbc h)bridi íormcd 
bct11orcn1 ... onuclcicacid1andim1c1atcdl 
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flJ l. Nudcol1dc .e.¡ucnu" oí don~ Cn~1ll·Cn1rV .and 1hc1rdttlut'«I u M:'lutn~H. SI' W'qUCntcurc undc1hnN lhc u•crhncd ni >C'tlucncn (l·~I 
.md ~4ft-~M>l~omplcmrn1•r¡1] "ere .,..,J 10 •¡n1hn1zc rcR primen. l'rccur-.n pcrtuk. •••n al t tbold numhcr1un1hc kf1 .,Je ofCIU'1ll •nJ tinnh 
1uth u 1noduc 117 tbold numh.:11 lu thc 118111 uf thc Cnrlll >n¡UCR<'C'. Pul¡•dt'1¡lat1<>n 11~n•b 1AATAAA1 are Jouhlj unJcrl1nrJ 'hrlto•h: Thc 
Krccnm,_ of thc cDSA hhr•T) ""' carncJ out in hul 11c¡'.I'\ In lhr Ílnl tlcp. "e an•!¡rcd appro\lmald) fü\l(JQ rlaquc1 11,11h a mt•IUIC of 01!1" 
proti..1 Jt••11no:d frum a .:nnw:ncJ rcf1<1n or (1111 STo• n1 4~-4S in f1~ ~ (~ ·TA~GcsmocsronGGTG. "hcrc s • A.G.C '" T] Pr.ibn 
... ere •Jnlhc1i1.J on • :'>!)m»¡n l.t50A 0:'1.:A •¡n1hc•11cr b¡ jl-q1n0l'th¡I pho•phuro•m•d11c chcmim¡ and ur~nd·l1bdrd b¡ TJ pol¡nucleoudc 
km•K. Rcrhca filie" 11crc prch)brid1~ for l-8 h at J7 Cm b• SSC pll 71> cun1•1n1111 S • Dcnh•rdt"sO l .. SOS 100 1'11 pcrrnl c•lí 1h¡mu. 
wmcatcJ and Jeutuml D~A tthJ D~A1005•. wJ1um r;ruphu.ph•tc. filie .. "'ere tMn h,bnd11eJ m b•SSC pil 71> 1. O.nh•1<h"• IOO l'I! 
pcr 1111 chd DSA ºº'"• •oJ1um r¡rophu1ph•1c ur-cnd·labclcd uh¡u.> pmbc for 1:- lb h al J~ C. Su,·.cul\c "ª'he• "'ere pcrfo1111cJ m b • SSC pll 
711 005"• Na p¡rupho•ph•lc O 1•. SlJS •t 37 C fur S 1111n •nd º""° a1 -1:·c for ~ mm bcforc •uto1ad1u¡or•rhl u1m1 >.·AR hlm 1111h m1cn.,f)1ni' 
Ktc-cn1 for IR h ;u -70 C. ThcKcond •lcpofllbrar) 1cr«nmgcon1 .. 1cJ 1111hc ''"l•tion C1r.:t,mc1i!m•lM to 1he po11tl\c ,1.,nc Cntrl idcnuhcd 1n 
1hc tini 11cp ruh10 M:rccnm11 Pmuo.- donc1 11nc h)bmJw:d 1111h an oh¡¡,, rr"bc Jc.i,nN íwm n1 Ul· I" uf C ""lrt"'~'"' 1 .. n•nt J1C•E•~1 Íl••m 
•. ,, l ¡S"-GA~GG!'-TG~AA~t<;GGSTG1 Prch¡b11d1uuon and h)b11d1uuon cond111un• íur 1hc J"ublc·•H•ndttl rmbc 1C11,rl tnKfll 11crc 111nil•r 
tv lho.c¡u•t Jc..;111>ed cwcr1 th•1 mcuh•U"n "•• .11-l:OC m thc p1c.cnccor .,.¡•, form•m1Jc. Thc ptc· anJ h)bndor•tl••n "'"d•ll•m• fo1 (',[,~ uhJI"' 
"º"~ lhc wm<' ª' In thc Ílhl •tri' of hbUI) M;rC'<"l\IMJ Po\111\( d•ln<' IMKlt. "'ere JmphlitJ b~ PCR U>IMI ;Flll (<lr11.ard I~· 
GGTGCiC'GACGAC'"íCCl{iG,\GCCC'G1 •nd re\Cr ... 15·TTG,\CACCAG-\C'CAACTGGTA-\TG1p11mcr.1Sr11 En1l•nd 81u·L.1t,,1 lh<'>'<" primttt 
h)h,,d11c 1111h 1hc H•nlm~ re~""" of1hf ).¡tlll f.,uRI .;hmm111nc. Thc Jnnt.along 1rmpcrJlu1c dt¡icndtJ .. m 1ht T,. oíthc primtn l>ul L)Jl..:.111) "ª 
~1 l". Thc ttac1ion• "'ere pc1fo1mcd 1n .a pmrr.amm.ahle hcat1n1 chJmbcr tlll•")dtrl u""ll 30 r.iunJs uf tcmpc1110rc <')chn¡ 111~ (' f.,f 1 mm. W C 
for 1Smm1nd n C fo1 l mmJ fuU.111ed b) 1 Íln•I IO·m1n •tcp al?~ C ,\1 r<'•"mmcndfd b¡ th<' m.anufacturcr. 11c uscd ~00 nf uf u,h rrim<"r ~l 
ns uft.-mrl•te OSA~ 5 1.1m11 uíVcnl pol¡mcraK 1~c11 lngl~nd llh•·L1b11 m .a final 1"1. of IOlJ JJI rrutmn bulftr. Tht.c PC'R pr.>Ju.:i. 11crr punlied 
f1om ¡cl.blunL·cnJcJ llHh 14 OSA l"'l)nlCIJ.C: .anJ .ubduncJ IMlO lhc L..vll\" ••le or plllucw;11pl rh•1cn11d 1su.1a~fnc. ~ Jull ... l -\1 Thc lit•••"ll 
ttJ11ion 1>;n u"!'d lo 1r~n•farm e<•mpc!(M1 ( cu/1 DHS·"2 cdl1 Thc >J"lv11td D~.\ 11n •Ci.jll<M>'«l u>1n111hc S.:.¡ucnJK L1l 1L"S 1l1"1.htn11,JI. 
ClcHlanJ. 0111 "" b.llh 1trand1 Tht ;.,111 for1>•rd and rc•erK ohgo p11mcr1 1>ne u•ed f,,, ,c.¡utn'1n¡t S1noc thc PCR ru•llun" lno .. n 10 be 
•nu.:1 .. ued ... uh• 1cWmcl) h1sh r•Lc uf ni mom•orp<H•U<>n. 11c pcrform.:J 1ht PCR •mphrk.au1m u~rimcnu "'th \"<'ni J1<11Jmcr• ... m•l<"•J of r..q 
pol)mtllK, 1nJ K•cral mdcpcndcnt don"' 11tre i.cqutn1-cd. Thc Ctl,l"rll·Cn"\" n1 .c.¡urn<:e• .... re <lcro\ntJ .. nh 1hc GtnDJnl ~udcouJc Scq1.1cnCl! 
O•t•b.iK undcr ·~..:nuon No\. LOSObO · LOXK>l. rtip«u•d} 

bccn charactcrilcd. As can be sccn in Figs. 1 and 2, thc 
íour linal C-tcnninal miducs íor STox 11-10 (C11g1V)arc 
Cys-Asn-Gly-Lys. lt has bccn dctcnnincd thal thc Asn 
rcsiduc is arnidatcd at 1hc C tcrrninus in thc rnaturc 11· 
10 STox (A.V., B.O., B. Manin, F. Zamudio, F.O. and 
LD.P .. manuscripl in prcp1m11ion). Now that the cDNA 
sequcncts cncoding hoth Nonh Aírican tBougis et al .• 
1989; Gurevitz et al., 1991) and North AmeriClln (this 
study) STox are available, we can sunnisc tha1 C-tcrminnl 
STox proccssing follows thc rules previously proposcd by 
Bougis et al. (1989). Additional proccssing consists of the 
removal or thc sr. 
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Maturc pcptidcs cncoded by the cDNA~ shown in 
Fig. 1 would be 66 aa rcsiducs in lcngth ror Cnx1ll. 
Cngtlll and CngtV nnd 65 na residucs for CngllV. 
Compnrative analyscs bctwccn thcsc scqucnccs JC\'Cal 
that Cngtll and C11gtlll are 92% similar al thc ni lc\cl. 
and thc pc¡nides cncodcd by thcsc cDNAs are 91% sim­
ilar. Also, CngrlV sharcs 80% similarity ""ith C11grlll al 

thc nt lc\cl and 68% al the na leve!. Similar rcsults are 
ob1aincd when CngtV is comparcd. In spitc of a Jowcr 
similari1y at the aa lc\·cl bctwccn thc pcptidcs encodcd 
by Cngrll lor CngrllH nnd CngtlV for Cng1VI. thc sim· 
ilarity at the ni lcvcl 1a1 lcast 80%) suggcsu that thcsc 
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Cloning and characterization of cDNAs that code for Na+ -channel­
blocking toxins of the scorpion Centruroides noxius Holfmann 

fRecornbinant ONA: }.gt 11 cDNA library¡ Southern b/ol genomic analysis; nucleotide sequencc; polymera5C chain 
reaction: toxin gene c\·oludon; inlrons) 

Baltazar Becerril, Alejandra Vázqucz, Consuelo García, Miguel Corona, Francisco Bolivar and 
Lourival D. Possani 

R.,;c1>ffl b} LK. MdJcr: ?J Stptcmber 1992. Rc•iM!d A~plcd: l9Janu.uy WJanuuy 199J; ~i•cd 11 rublishcrs: 1!o.fan:h1991 

SU.\f~lARY 

Wirh 1he purpose of studying the organization and characteristics of lhe genes thal cede for 1oxins prcsenl in !he 
venom of the Mexican scorpion, Cemtrliroldts no:d1u Hoff1Rann (CnH), ~ prcparcd a f.gtl I cDNA library from thc 
\·enorn glands. Using spcciíic oligodcoxyribonucleolides (oligos) dcsigned according 10 knO\\n amino acid faa) sequenccs 
ofCnH toxins (STO!I), we detected severa! positive clones, dctermin.cd their nucleolide (ni) scquences and deduced 1heir 
aa sequenccs.A comparali\'c analysis oflhese scquenccs with pre\iously reported STox re\'caled 1hat CnH cDNAs code 
for a family oí \cry similar STox. Thc cDNA coding for a known STox. 11-10, was cloncd. Adclilionally, lhree olher 
comp!::te (new) ni sequcnces were obtained for cDNAs eneoding pcplides similar lo STox J from CnH or \'llri~nls 2 
and 3 from Ct•ntr1irotdes .1culp111rat11s Ewing. Sou1hern blol gcnomie ONA analysis showed a minimum size oí approxi· 
malc/y 600 bp as EcoRI fragwicnts for elcmenls o{1his fomHy. PCR amplifkation1 ofCnH genomic DNA and h}bridiza­
lion oí PCR products with spccific probes indka1ed thal 1he genomie siruetural rcgions that code for 1hcse genes do 
not contain inirons, oral lcasl nol large introns. 

JNTRODUCT/O!>l 

Oí lhe 134 species and sub·spedcs oí Mexican seorpi­
ons, only eighl 11re dangerous to man (Oehcsa-Oá\·il11, 
19S9J. Species which cause 1he most írequent cases of 
scorpi.Jn poisoning in Mcxico bclong lo the Ce11rr11roldes 
genus. Thcy represen! a serious heahh problem'wi1h more 
than 200000 pcople stung pcr year nnd a mor1ali1y rnte 

Cpruiro11Jtnc<' 1<>: Dt. LO. f'osun1. JnsucuU> de Diolecnolo¡ia. 
UNAM. Av. Uni~c"idJd WOI. Ar-rudo Pomll 310-J. Cucrnanca, 
Marel11s 6?271, Mclk:o. TcJ (52-7ll 17:!799. Fu !'2-1J) 17!388; 
e·mmil: pouani'.iipbrJ!:?teingchi unamm• 

Abbren1tlon1: a.:a, amino aqd¡>J; bp, hai.e p;1ir(1). 'DNA. DNA complc· 
mentuy IO RNA; Clt, C:t'ntruro/Jt1 limpl4w l~romanur, C1111. cDNA 
ftom Cnll cloncd in to J.gl [ l;CnH. C:rntrurol4 .. 111nlu1 Uolftnann; C1E. 
c .. nrrurr,/Ju Jt'Ulplut<UUI E11ins; Cu, Cr11trurotdr1 JuffUJl'I i~ffu1u1: 
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of 700-SOO pcople pcr year (O. Lópcz- Acuña and A. 
Alagón,communica1ed during lhe 1cchnieal session oíthe 
Sociedad Me,icana de Salud Püblica, Mcxico City, 
Marchl979). 

Scorpion venoms cons1itu1c a rich sourcc oí Jow-M, 
peplides loxic 10 a \latie1y of orgnnisms im.:luding man 
¡Miranda et al., 1970; rc\liews by Zlotkin et aL, 1978: 
Possani, 198-1). The mosl dangerou~ scorpion \·enoms so 

""d DNA, c:ilflh)-mu11on1altd and dcru.turro DNA; Ocnhardf11olu· 
1ion. OO~~í uch ofbovine i.erum albumin licoll,polytinylpyrrol1donr: 
EtdBr,e1hidium bromidr; kb. l1lob.1t.e1l)or IOOObf". N,.ny nud«uidc; 
ni. nudco1idC(1); oli10. oli1odcol)ribonuclcoti<k; PCR. polymcrai.e 
chain u11;1ion; SDS, 1odium dodcql 1ulfate; SSC.0.1.S M N1C1 OUU 
M Na 3 ·citn1r pH 7.6; SP, 1i¡:nal p:p11dC(1J. ST01, KOtpion 101111(1); T •• 
mdtin¡ l~mpcrature (trmp:ratuu 11 11hich .50~• of the h)h1id1 formtd 
bcl11rrnt11onudcic1cids1ud111ociu!'JJ 
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rar studicd ha\'C becn !>ho\\"n to contain 1wo ldnds oí 
STox: long·chnin po\ypcptides oí 60-70 11a which block 
Na. ·chnnncls or C.\citablc cdls IÜUtcrall. 1977: Couraud 
et ni,. 19821 and short·chain pcptidcs uf .\7-39 ua :1ffccting 
K • -channcls ¡Carbone et al, 1982; Possani et at 1982; 
Millcr et ¡11.. 1985: Gimcncl·Gallego el :11.. llJR8: Strong 
el ni.. 1')81JJ, Rcccntly, \';1hfüia el u\. (19911 dcmonstratcd 
thC C.\iStCOCC OÍ l\OOthcr das~ l)f pOl)'f¡cptÍdCS in !hC ~OT• 
pion \·cnom thlll acli\alcs thc ca:•.rck:1r.c ch,mnc\ uf 
tlu:s;1rcl1pl.asmicrcticulum. 

Nc\crthclc'is, lhc most tlmroughl) ... 1mlicd STo\ .irc 
1hosc th;1t modify Na ··ch.annch .md \\CTC d,1nilkd ¡1s ".X• 

and ¡\-STO.\ !Clltmiud el al.. \')!\:!; Wh1:dcr et i1\.. 1~11;\J. 

This c\¡¡~silic;1tion Wil~ proposcd b,m:d on lhc c\islcncc 
oí l\Hl Jifü:renl binJing sit..:• on th..: N.1. ·ch.innel• for 
thc :i:- anJ (l·lo\ill.~ ¡JO\cr el al .. 1'180; Couraud et ;11.. 
JIJll:!t. '.J·STo:ir. mod1f} mainl~ lhc in,11:t1\.1lil>n m..:..:h.111i~m 
oí thc Na .. -ch;mn..:h 1N1mm:r. 197'JI. \\h1k (\· ST,,, prd­
crcntially alter lhc ;1cti\;111on ml.'ch.mi-m trc\ICl\Cd h~ 
~tcH:S et al.. 19116; Sirichar\/ el .11. 19!17; Tllllm~cn ;1111.I 
Ca11crnl1. 19891 

Our group h::.s contnhutcd during thc l.1~l dc..:.1de to 
thc knowledge or thc ~\ruclure-íunctíon relalionship oí 
thc 1o:ir.ins from lhe \'Cnom oí ,\lc:ir.ico1n .~corpionslPo.~,1ni, 
1984; Zamudio et al., 19921. A kw rcgions imohcd in 
1o:ir.ici1y or antigcnidty ha\'C bccn mappcd in thcsc STo" 
using synlhctic pcptidc and monoclonal antibody 
approaches (Gurrola et al., 1989; Poss.ini et al., 1991). 
The possibilily ofusing modero molecular biology suate· 
gies Cor cloning, dircctcd mut;1gencsis and C\prcssion of 
spccific STo:ir.-cncoding genes or gene frngmcnts in ordi:r 
to use thc purificd products lo \·erify their in1cr.1ctiom 
wilh ion channe\s has grca1\y moli\·ated our work. 

The aim oí lhe prcscnt 'itudy was thc i~o1.ition ;md 
characlerization of se1·eral cDNAs from the Me:ir.ican 
scorpion Ce111r11roldt'j 1111.ti1n 1-loffmann (Cnll) and an 
initinl characterization of thc ¡¡:cnomic region cncoding 
thcsccDNAs. 

RESt:l.TS "NO DISCUSS\ON 

(a) hol•tion ofcONA clonesencodlng STmc peplldes 
A degcncralc oligo probc coding for au 42-48 oí SToll 

Cn2, which are wcll-conr.crvcd among Centruroilk~ 

1oxins, was used to scrccn a ).gt\ 1 cDNA library prcpareJ 
from C11H vcnom glands (lcgcnd to Fig. 1 and Fig. 2). 
from this scrccning \\"C detectcd scvcral posili\ .. signals 
with diffc~nt inlcnshics; we dccidcd lo charactCrilc first 
the clone thal gavc thc strongest signal. This clone was 
namcd Cngfl and had un insen of appro'(imntcly 2JO bp. 
Thi\ inscrl \\as subcloncd into the EcoRI sitcs oí 
MIJmpl811nd MIJmp\9, and ils nl scqm:ncc wasJctcr-
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mincd. Whcn thc m1 scqucnL-c from this cDNA was 
dcduL-cJ. we found lhe tarp..:t s~ucnei: hm 4:!- 48 of Cn21; 
hl1We\·er, lhe entirc scqucnL-e diJ nnt corrcspond to Cn2. 
C11,i:rl was 11 uunca1cd d1lllc thut con1aincJ lh.: ~cqucnce 
for ;1 tnew) Na• -ch•mncl-blocking Sfox eDNA c<>ding 
fr.1m ;1.1 :!5 throug.h !he po\ym.lcnylalion 5i1e. A cumparn-
1in.• anal)Si'i of tl11.• dcJ~ccd aa .;cqucnL-c of clone C11,i:1I 
\\ith rcportcd STo\ lla primary scqucncc~ rc\cakd lh,11 
from 41 ¡¡¡¡ cncoJcd h~ 1h;, clone. -10 ¡¡¡¡ \\CrL' i1knlkal 
\\ith 1hc STo\ ':tri•llll J 11f C. •1·11/l'lur.r/u. 1~cc Fig. 21. 
\\hmc thrcc·dimcnsiunal ~1ruc1urc ¡, l.ml\\11 ll'11ntc~1ll.1-

(';1mps et al.. 1980). Tn c\pl1•r1.• th1.• pu'·'ihi\ity oíisolouing 
a c11111plc1c cDNA th.LI cn.:.idcd ;1 STO\ do~cly rci.11cd to 
C•E \ariant J. \\C JcciJcd 10 use 1hc C11gll inscn .1~ il 

pr.•IX" to ~cr.:cn 1hc clJN,\ hhrnr)· undcr conditi1•n~ 11f 
high ,1rin¡?ency ín ord..:r lu N1la1..: done~ lul,!hly homolo­
¡!OU~ to thc Cngll iti-..:rl. rwm 1hi' w..:1111J 'L'ít.'1.'lli11~. l\t! 
i"1l.11..:J \C\Cr;J\ p1hith.: cl1111..:'. 

Th..: llC\l )tcp con•Mcd 1•f prohin!_! S1•uth..:rn hl•lh 1•f 

d1gc,1cJ IJS,\ 11f 1hc l•t•l.111.·J pu,111\t.' L'lllm:' \\llh a \;ni· 
.mi J.,pci:ific 11lí1w 1Jc""1ncd from a;\ In \(¡; ~ce rig,. 1 
;md 21 T\\O po•ümc m•crh \\ilh a ,11c adc4uutc to 
cncoJc a compk1e STo\ )c4uenC1!' \\CTC suhcloncil inlll 
thc faoR V sitc of pOlue~~ript lpK.S, Slr;itagcnc, La folla. 
CAi. They wcrc callcd C11g11l and C11gtlll. 

From lhis sccond scrccning. l\\'O lcss strong\)" positivc 
dones ""ere isoliltcd,subcloned unJ sequcnced. Thcy wcrc 
ca1\cd Cng1IV and C11RfV, The nt scqucncc.~ of clone) 
C11g11l through C11glV are shown in Fig. l. Thcsc cDNAs 
are about 350 hp in 1cngth anJ cncode STo:ir. prccur~ors 
of86-87 a:t. 

lt has b«n propo~ed. b;hed on 1hc analysis or thcir 
cDNA scqucnces, lhilt ST11\ mighl be S)nthe~iled in prc­
cursors with a signa\ pcptide tSPJ oí IR-19 aa tllougis 
el al., 1989; Gurcvit1 et al .. 1991¡. C11!1 SP ~cqucnces 
mct ull thc requircments for cukaryotcs as pruposcd by 
von llcijnc 0986¡. 

In the case of STox th.11 alTcct mammalian Na• -chan· 
neis (Bougis et al., 1989) and in !he c.:1se oí 11 STClX lhat 
affecls inscct N:t '·channcls (GurC\'itz et al., 1991), it has 
also bccn observcd that thcy have c"tensions at their 
e-terminal ends: Arg, Gly·Arg or Arg·Lys. Thesc basic 
rcsidues are not prcscnl in the ma!Ure pcplides nnd when 
Gly precedes a basie rcsidue, lhe rcsiduc bccomes ami· 
dated al thc C lerminus (Dougis et al., 1989). 

Ofthe STox coded by the cDNAs shown in Fig, l, only 
Cm:1V was lhoroughly studied. lt corresponded lo SToll 
11·!0 (Po!>sani el al., 19811, a Nu'-channcl dfcctor 
!Carbone el al., 1982; 198-1), whosc .;ompletc primary U:t 
scqucncc has beco dctcrmincd !A.V., B.U., B. Martín, F. 
Zamudio, F.B. and L.D.P., manuseript in prcpar.1lion). 
As shown in fig. 2, 1he deduced aa sequence~ of lhesc 
cDN,\s are closcly rclated lo CemrnrofdtJ STox lhat h:tve 
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Fi¡. l. N"dc'1l1dc\cqu•n•'C•UÍd"nn C11,1ll-C11.ir1V 1nd tllcir llcduCl'd u lequ•M•-C> SP.....¡ucn«• UIL' unJcrlinrJ Thc o•cfl1ncJ ni >tqucn"'• {l ·~I 
1nd 24h-26t>1.-umrkmcnlM)lj "ere uw:J 10 >)n1hn11c f'CR pnmcn Precursor ~pLnfc, il • .rl 11 l 1bold numbcrion thc ldt 11dc uí("n.('111 •nd lin1>h 
,,.,.h u reuduc ~7 1bold numllCrJ u• lhc 111111 or ihc C11,1U >tqucn<-c: Pol)•dt~)ll11on >1~n•l1 iAATAA.i.1 are doubl} undtrlmcd \lr11tod\l Tht 
~rcc1u1111 or !he dlSA hhr•r) "'•• urrml ou1 m '"" llCf" 111 1hc firn •tcp, "'C •M•l¡nd appro11matcJ¡ )OUOO pl.u¡uc• "•th il ml\1urc oí uh¡" 
prnbn dC"0.111nnl lrum .i (un.tr.cd rtSmn oí Cufl Sfo• ni 4~-~k in r11 ~ [~ ·TA~GC~mGCSTG~TGGTO. "herc S '" A.G.C or T] 1'1.>bn 
111crc 1)nlhe111ed on a ~l¡cru•¡n 1450A OSA i)'n1hn1zu h, il·c)lnocth¡I pho•phuru•m1d11c chcmmr) •m1 11 P-<"nd·lill>tltd b} T4 Jl<ll,nuclcoudc 
kmuc. Rcphca filler•""' p1ch¡brid1nd fot 2·11 h 11 37 Cm 6 • SSC pli 7 1> cunt•1111111 5 • lknh.rdi'• O l .. SOS 100 ~I! pi:r mi nlí th)mu. 
1on1<a1nl 1md Jcnalurcd OSA lchd OSAJ uo~·. 1oJ1um p}rophu1ph.ite. F1hcu 11.rc 1hrn h)b11ducJ m 11 • SSC pH 7ti 1 • lknha1dl'1 IOO ~r 
pctml ~hd OSA U.O!º• >Ud1um p¡1urhu•ph.otc 'lP-<"nJ·!.obckJ uh10 p1<1bc for l~·ltth at 3i C Su .. ..:cm1c ""'he. "'ere re1fo1mcJ m b •SSC p!I 
7.11 005"• N11p¡lophu•ph.ilcO1•. SOS •t )7 C fo1 5 mm •nd Un>i: 11 .i~·c for ~mm bcforc auturad1u11••Ph} uun1 X-.\R film .. uh mtcn .. r)in~ 
,¡o;rttnl for IM h MI -70 C. Thc oc.:1md •lcp oíhbr11) "''"""'"I CUMlll!ed m lhe h<>llt1on of~1one111m1l.ir tu thc p<11U1\C ,1.,ne C111rl ldcnUl1cd m 
thc finl llcp!uhf<> i.cr...,ninfl Pd>1ll\C dunC\ 111crc h)blld1zcJ 1111h In ul11•' prulic Jc111ntJ frt•m MI IU lh uf C 1<1</prurllr11114U4111~1C1Ed1í111m 
F111. 2 ¡S'·OA\GGSTG'1AA~r<jGGNTG~ P1ch!bfld1u11u11 •nd h)bnJ1u11un cond1hun• for thc J"ut'olc·>lrJndcd prubc tCntrl ll!Klll "frc >1m1IJ1 
1u 1ho..r ¡u1t dn.;11bcJ c•ixr1 th•1 m•·ul..i"'" "••JI ~::"Ctn thc prtscnt"C .,r ~o•. fu1mJm1Jc. Thc pre- anJ h)hnd1lJll••n (unJ11h•n• for C,[,J oh¡u• 
"Cl'C lhc ••me J> 1n •he Ílhl •!tp uf lihr.ir) Kr...,ntnJ. Po>11l\e dune 1n~111 "tre JmphlicJ b) PCR 11\!hl ;.Jtll fur ... 11J 1S­
GG'IGGCGACG.i.C-íCC"TGGAGCCCG1 .tnd roerse 4~ ·TIGACACCAG.i.CC..i.ACTGGTA .\ TG1primer>1Nt" E1111l.tnd 01l>-L.ob11 Thf~ pnmcn 
h)b11J1ze "'"b 1he n•nl1np ic111on• ,,f lhc i.¡tl 1 l..10111cl1•111nt111c The JnncJh1111cmpc-1<1turt dcptnJN un 1hc T .. oí 1hc rumcr• l>ul •)P"•ll~ "'ª 
50 C. Thc rc1ction• ""e rtrfurmcJ m" pru1r<1mmJhlc hu11n1 •·h•mlicr tB•"')dcrl u>1nf ~u ruund• uf 1tmpt11turc 1;~chn¡ 1ll! C f"r 1 m1n. ~ C 
fur l.S mm 1mJ n C fur) m1nJ fuUu .. eJ b¡ .t lin.ol IU-m1n •1ep al 7~ C A• rc-.;omm<nJcd b) lhc mJnuf1~1u1cr. "<' uscd .11.kl MJ oí tJ•h pnmcr m 
n¡ uflcmplJ1C O,_A !5 un1t1 of\'cnt pul)mcrasc f~c" LnJl1nJ H">·L•b•t m J final 101 of 10!1 µl fU(tl"n bulfe1. Tbcoc rcR pr<>du.:h ""'e purili<'d 
f1um 1el, blunt-cndcJ 111nh T 4 OSA pul)mc111C ilnd •ubo.·foncd 1n10 the l..1 "R \' 111c ,.r pDluc..,npl ph•pcm1d IS!f•l•wcnc. l.~ foltJ. (" .\1 Thc llt•!t"n 
re.i,hon llo<li u~J lu l1Jn•fo11n wr11pc1c"l l. ,..¡, UHS·::z n:lh lhe 1utxlorocd IJSA "" IC<¡ucn.-.:d uun~ 1hc Sc..¡uen .. c lll 1l:S 81....:htm".ol. 
Clc>elanJ, 011! "ll b.1th ,11and1 Thc ~ltll f"r"'Md 1nd /Cler~ oh10 pnmeu "'" u.cil for ""'111Cnc1n¡ Smcc lhc PCR IU•'l1on e> kno"'n '" ~ 
.i•>UC1alcd 111i1h a rcl•mrl) hi1h r•IC of ni m1•incorpur.ouun. "'' retformcd thc PCR .omrhfkJ11<>n copc11mcnr• "''h \'ent p.>l¡mcrJ1c m1tc.0J of T"'I 
pul)111Cll>C, 1nd ..r.cr1J mJerenJcnt done. .. ere ocqucnctd Thr Cll,l'lll·C"~'\' ni .c<¡LICno-.:1 .. ere Jcp..•111cJ "•!h lhe GcnB,nl SudrouJc Scqucncc 
D.olJb.uc unilcr~•'C'C111on No1 L050!\0-LOSOf>).rc.pcc1hcl) 

hccn charac1eritcd. As can be sccn in Figs. 1 and 2, thc 
four flnal e-terminal rcsiducs íor STox ll·IO (CngrVI are 
Cys·Asn-Gly·L)'s. 11 has bccn dctcrmined that thc Asn 
residue is amida!cd at thc C terminus in thc maturc fl. 
10 STox (A.V .. 8.8., B. Martin, F. Zamudio, F.8. and 
L.D.P .. manuscript in prcpanition). Now thal thc cDNA 
scqucnccs cncoding both Norlh African (8ougis et al., 
1989; Gurc\ilz et al., 1991) and North American (lhis 
study) ST011 areavailablc, wc can surmisc that C·terminal 
STox proccssing íollows thc rules prcviously proposcd by 
Bougis et al. (1989). Additiom1l proccssing: consiSIS of thc 
rcmoval of thc SP. 

24 

Maturc pcptidcs cncodcd by 1hc i:DNAs ihown in 
Fig. 1 \\Ould be 6b aa miducs in lcngth for Cnglll, 
Cngtlll and CngtV and 6S aa rcsidues for CngtlV. 
Comparati\lc analyses bctwccn 1hcsc scqucnccs rc\cal 
that Cng11J and Cngtlll are 9:!% similar at lhc nt lc\cl, 
and 1hc pcptidcs encodcd by 1hcsc cDNAs are 91% sim· 
ilar, Also, CngtlV shares 80o/e similarity wilh Cngtlll al 
the nt lc\cl and 68% al thc aa lcvcl. Similar rc1ults 1m: 
obtained whcn CngtV is comparcd. In spite ora Jower 
similarity at thc aa le\lcl bctwecn thc pcp1idcs cncodcd 
by Cngtll (or Cngtlll) and CngtlV for CngrV), 1hc sim· 
ilarity al the ni lc\·cl (at lcast 80%) suggcsls 1ha1 1hcsc 
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cDNAs oril,!inatc from mRNAs transcribed from dosel} 
rclatcd genes. Compar.lli\e studic~ with the Nonh 
Aírican A11Jri1t·f1mus 111u1rnlis Hcctor STo'I( cONA~ !ihow 
that uhhough the regions cncoding m.1turc peptidcs are 
more ~ariable. thc nuclcotide sequcncc~ encl•dmg SP and 
thc 3' non-coding rcgions are rcl.tmdy y,cl\·cun~cncd 
(data not sho...,n). Thc cDNAs cncodlng STo~ l. I'. 11 and 
111 or A. m'1tt<1/i<; !lector !<;ce Uou1ü' et al.. \91\'J) ha\c a 
similar variation in lhc rcgion~ that cudc Íl'í thc maturc 
pcptidcs. but 1hose encoding thc SI' and thc 3' non­
coding rcl:!iom are also y,cl\.con<;CrH~d. Thc..c rcsults md1-
eatc th;1t both scorpion 'fJCcic~ IA. 1111.~rr,d/\ llcc1or and 
C11H\ ha\'C fo\lowed a similar .'ltr.th:gy IO l,!Cllcratc \atiJ­
tion in thcir STo.\: gene duphcatmns and indcpcndcm 
ernlution oí thc duplicalcd genes. 

(b) llcduccd aa scqucnccsderht-d from cl>!"A"i. Anul)~Í\ 
und comparbon l'ilh dilfcrcnl Ctntr11r1ddt1 primary STo'\ 
sequcn«s 

In ordcr 10 comp.uc thc aa ~cqucnces dcri\ed rrom thc 
c\oned C11!1 cONAs, dilTcrcnt Crnrrurn/Jts STox wcrc 
groupcd according to thcir similaritiC\. Gaps werc intro­
duccd whcrc nccc~<;ary to ma.\imize similaritics. Thc STox 
can be clustercd into threc groups as shoy,n in Fig. l. 
Thc ~qucnccs y,crc aligncd with rc~pcct to Cys rc<;iducs. 
Each main group was aligncd, anda consensus scqucncc 
was proposed for caeh onc of thcm. Cng1V(ll-I01 ís 
includcd in 1hc first group. whcrc Cn:!: can be considercd 
reprcscniative. Cngrll and Cfllrllll are included in the 
sccond group, whcrc CsE mriants 2 and 3 are nho p1c­
scn1ed. Cng1IV is includcd in thc 1hird group, whcre C11l 
can be considercd rcprcscntathc. Sorne spccific d1ffcr· 
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cnCC\ .imoni.! lhc 1hrcc group., r.:an be ub .. cncd. espcci.tlly 
~cHral dcJctÍOIJ~ llÍ 1 ~IJ rC~iJuC in J¡ffcrcnt fJOSi\ÍonS. 
Examplcs of ,uch ddctions or imcnions can be dedm;cd 
from cDNA sequcnce~. Thc Ja residuc numbcr 9 that is 
;1 Ser in Cnl:"!tll and Cngtlll i~ mi"ing 1n Cngtl\' (figs 
1 .md :!1. 11 is intcrc.,ting to nole. hl1"C\cr.1ha1 thi~ region 
m C1•11/ruruilfr~ l\l\ins i~ \CT) \ariuhlc 1Zanmdio et al. 
19'1:!), ind1ca1inl,! 1hat il., c1m1ding DNA C•luld be a hot 
"fJOI for ITlU\,Llhl/I 

(e) Sou1hcrn hh11gcnomk11m1l_\!>is 
To determine thc '1/c of thc l,!Cnomie DNA reg1on con-

1aining the gene\ cncodmg the pcptilk'i ~hu\\n in Fig. l. 
Southcrn blol h)bridii;ition an.11ysi~ y,;¡.¡ carricd out. 
Whcn using C11~·1I or Or.i:tll imcm a~ probcs IFig. 31, 
only two DNA fragmcnts are clc;1rly ohscned: onc oí 
apprmimalcly 18 kh y,Jicn the gcnomic DNA was 
d1gcsted y,Í\h lJ,1111111. llimllll or Bamlll + tlindlll and 
a second ~ci.!mcnl ofappto:41matclyO.ó kb whcn the digcs­
tiom were pcríormed y,i\h Er11RI. f~roRI + Hmulll or 
EroRI + Ili1zdlll. Thc~c rcsults and !he fact 1ha1 C1tglll 
and Cngtlll share 92~o s1mil.r.nt)' .al the ni bel sugi:;c\t 
that al lca~t two dilTcrcnt 0.6-kb froltl DNA scgmcnh 
should contain thc gcnomic DNA rcgions encoding lhesc 
two cDNAs (mRNAsJ. Sincc C11g1IV (or Cltgf\') is 80% 
similar al the ni \c\·cl to C11g1ll (ur C11n1lll), and sincc 
the bnnds mcntioned ahove are thc only two bands prc­
scnt in thc Southern blot cxperiment ( 1 K kb und 0.6 kb), 
wc pro¡wMi that thc gcnomic regions that specify thcsc 
íour cDNAs {mRNAs) are contained within thcse 0.6-kb 
fa·oRI DNA frngmcnts. l11c doublc digestions with 
f;"coRI + Uamlll or froRl+lliudlll suggest tlmt thc 18· 
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21.22-

5.14'--
4.97.r-
4.27-

3.53-

2.03-
1.90-

1.58-

1.37-

0.94-
0.83~ 

0.56--

2 3 4 5 6 .. -
--

FiJ . .1 .. Southun bfot fi'nomu; •nal)11• CnH DNA d1gc>1C'd .. uh 
1n¡nchun cndonudcai.n ".u bloned in l¡ntt.. t. t:noRI; ~. 8.i,.,111 . .l. 
W1M:lll1: 4. Cn•Rl+&i"'lll: 1. E10RI +ltond\11: 6, ff.imltl + /lrJtdlll 
Mt1W.. H11h ,\f, ¡cnum1c DNA ""' p1tp.uC'll l1om 1hc ... hok bo..J} 
o( Cnll. Af1cr cth.inol pm;ip11a11on \he DNA ""' 1e1u1~ndcd m "''e' 
and 1ub1et1N lu m<>ln:ul.ir liltrallun chrom,110•1.iph) un ;in .IJ.lfl>><' 

Á•50 IB•o·R•d. O 1 •~~cm columnl c4u11lbf.1tcd l•nd thcn clu1rJ1 "llh 
10 m'I Tr11 pll 7.6 1 m.\I [Dl" 07.~ .\t N.iCI T"n1ty fr"tl{lno ol 
O 5 mi "UC collrctcd. and 1hc OSA rrufik .. u dctcrmmcd b) 1b1<11· 
bance 11 !htl nm. fricllon• ~ur!f1pondin1 to 1hc maumum o( 3Mt>t· 
lwntt "Cf" ruoled and t1h.1nol-p1n:1p11.11o:d Th•• •ICP "U nrtt.UI) 
inotdcr1ochmin.11c.11111rncn11h.1t{oprox1pt1.11co ... 1th...:urpmnON.\ 
Thc ..ul.,rcd m.i!Cr~l ,.H 1hu"n 10 mh1bt1 lht:' cnrim•l1{ d''"""" of 
OS.\ Aftt:'r d1¡nnon .. uh 1hc 1nd1cated cndonu~kJU.., 10·11' urnpk• 
of ON.\ ""'" cln:Uophorcud in 1 O.l•o a1Jrnu gd. bloued onh> • 
n11to.:cllulosc mnnhr•nc •nd probcJ mdcptndcnU) "Uh 1hc •n~rh 
ikmcd fmm donn c,,..11 or C11,111ll. Thc probc• '"'R Hp.1.ibcltd usm, 
•he random rmmrr l.ibrbn1 Lu frum Ouront Thc tiltcn '""' prch'· 
bndtzed.h)bndmd.md .. nhnf:udcKllbc-dm thck~m.I tn 1'11 1 for 
~•oublc:·11randcd prn!>e>hccnnd tltp K1a:nin11.nc-ep1 lh.1t ln •ddi· 
nona! •ath al 6S C for 10 m1n 1u1 puformcd. 

kb band might contain at kast lhcse íour 0.6-kb EMRI 
segmcnts. An al1crna1h·e cxplanation is lhat each cDNA 
lmRNAJ could be encodcd by a dilTercnt 18-kb band. 
Thus. their corresponding genes may also be encodcd in 
the sume or diffcrent 18-kb ONA bands. and come· 
quently, lhey might havc thc samc organitation as the 
0.6-kb EcoRI fragmcnu in which a substantlal part oíthc 
rcgion iranscribcd in10 their respective mRNAs might be 
prcsent. Furthcrmorc. thcsc rcsuhs also suggcst tha1 thc 
genes cncoding thcse STox lack largc introns. 
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(d)PCRgrnomic1n11)lils 
In onkr hl umkntand thc l:!Ct1l1mk organi1ation uí 

lhc s1rm:tur;1J ONA rcgfons cncl1din1:! Cnll SToir.. a rcR 
Jmplilic.tlion expcrimcnt usinp: 1:!Cnt1mic ONA ami 
)pccilic primer.; \\:1, pc:rformed. Thl.! ONA ..cqucnccs 1hal 
\\ere uscd for tite s~nlhcsis uf thc l'CR primcrs Cllfrc· 
Spont.I lo \\C\l·co1hcncJ M:qucm:c' uf C111l cl>NA. Thc~ 
are 'ihown n\crhncd m f1¡?.. 1 :111J llanl :1 s1rctch uf 
~ti) ~lió bp ,,f DNA that indudc) 1hc ma1urc part ,,f 1hc 
SToir. cncodcrJ b) 1hc~ cDNA. A) can he ~ccn in Fig. 4, 
\\hile SC\cral DNA banJ~ \\Crc ,¡~u;1\i.il.!d :1ftcr stainin1:! 
\\ith E1J1Jr. \\hcn u)inp. O.!'i 1•1:! of 1:!Cne>mic ONA as 1hc 
PCR )Ub,1ratc 1Fi1:!.4A. lanc '.!l. e>nly onc ~rccilic ONA 
tlJnJ. uf ab,iut :!70 bp. was ob:>encd .1ftl.!r h)btidi1.ation 
lfip.. 48. lanc .:!). This band corrcsp,1nrJ, 10 lhc smallc)l 
bJnJ staim:d wilh EtdDr. Whcn ten timci mure gcnumic 
DNA IS 111:!1 \\J.S u~ed as the )Ub)lnllC for PCR amplilica· 
lion, :1 \CCORrJ spccific banrJ nÍ aboUI JJO bp Y.ih dclCCICJ 

A 

1 2 3 

475.._ ..... 

368-

315- --

B 

1 2 3 

1 'l' J l't"R l'Cnum"; ~n.il~•I• l'rtmfh for 1cn .. 1111~ l'l"R ~mp~li•;iuunt 
"'ere •)nlhe•lled 1> <lci.cnh:d in 1he krend to f"11.I. Thc for .. ud 
rnmcr IS"·A.\AGAAGGTTATCTGGT.\.\ACL cmra¡10nd, to 1 "'•11· 
coni.t1Hd ONA w¡ucnce th~I co•kt ror 1hc fint 1 n or m1turc C. 
rwxou• umn• ti.ce Fi¡\. 1 and 2~ Thc rcnnc primer IS'· 
A.\CTGCAATTAAGA.\GCGTI.\I j5 {t)mplcrnent.ry to a "'clt· 
conuocd nt 246-21>6 i.eq~nc:c oí cDNA O.ce f1¡. I~ The wurce oíthc 
DNA v.u thc umc u for the Southern blot pnorn..: •oal)'•i•. PCR 
cond111on1 '""~ the u.me 1u dei.cnbed in the Je¡cnd 10 Fi¡. l. ncepl 
that o S ¡.i¡ or S 111 uf lcmpl,tc ONA .. c1e uicd. tPancl Al Producb nf 
l'CR amphfia11on; lam:s: l. pBRli? IBoliv;u et •l. 111171 d1¡n1cd .. uh 
Ta.¡I u1iie ma1Le1; 2. P'CR umplc l\'W or1otal R1tlion1 uiin10.S 
111 or ttnomic ONA ª' templa te; ), umc as lane l bul u1in¡ S 111 ol 
lcntpl~lc ONA. The ttl -..11 11.iincd v.nh E1dBr and photo¡r,phed 
under ul1rn1olc1 ll¡ht. tPanel BJ A111or1d1o¡r'1phy of PCR producu 
tho-..n 1n panel A. h¡brld11ed wi1h Cll,(tl inu11. Thc pBRJll DNA ,..., 
al..otr1n~crrcdandh)bndircduancg1ti•ccontrol 



"º 
(fig.48, lanc )). 11 is importan! lo obscn·c lhat thc JJO­
bp band was dctcctcd only whcn high conccntrations oí 
gcnomic DNA wcrc uscd as a substralc íor l'CR, SU[lgcst­
ing that this band might corrcspond to a rcgion th¡¡t 
mighl hale an al !casi tcnfold lowcr copy numbcr than 
thc 270·bp band \'Ctsions. Taking 1hc cDNA ~cqucnces 
sho1111 in Fig. 1 as prototypcs oí DNA scqucnces that 
cncndc C111l STox, lhcsc PCR rc~ults indicatc thal thc 
270-bp product should codc for 1hi: maturc parl of 0111 
STox closcly relatcd to 1hc oncs cncodcd by lhc 
C11_i:tll~Cn.i:t\' cDNAs. Thcsc rcsuH~ also indicatc that 
1hosc gcnomic rcgiom do not contain introns. Howc1cr, 
thc tcsults in Fig. 4U ilanc 3J clcar!}' show thc prcscm.-c 
oí a 330-bp íragmcnl which could accommodatc an 
intron ofaboul 60 bp in its gcnomic rcgion. Anolhcr pos· 
sibilit}' is that lhe 330·bp band comsponds to a rare 
\•crsion of a closely relalcd gene. Prcliminary resolis 
aimcd al \crií)in¡; thc cxi.,tcn~'I! ofintrons in thc gcnomic 
regions cncoding lhc 5' cnd of C11ll STox cDNAs{includ­
ing thc SPJ <lid not dctci;;t introns. \\'e ba\c scqucnccd 
somc of lhc doncd PCR products, and we <lid no1 ílnd 
introns at lc;1st bctwccn thc rc¡;1ons coding for the Sr 
und lhc C terminus (data not shc111n). An in1crprctilc 
rc\·icw of thc rcsult~ prcsentcd in tlm \\OrJ.., induding 
dctailcd eomp;1rati\e analyscs and rcecnl d,11;1 on lhc 
STox ~1ruc1urc·funetion rd;Hionship. ¡., now in prcp;1ra· 
tion for publication 11111 .• A.V .• C.G .• M.C.. L.D.P. ami 
~B.) . 

(c)Conclu~ions 

(/) We ha1c preparcd and prohcd a l.gtl 1 clJN,\ 
libr;.iry from 1he 1cnom gland .. ofthc Mcxican Cnll seor· 
pion. From lhi~ cDN1\ libr;1r) Y.C h.i1c isolah:d four 
cDNA\ thal codc for ditkrcnt STox 

(.:') Wc hale dctcrmincd thc nt ~equcncc ofthe~l·cDNA~ 
and dcduccd lheir a;1 scqucncc'i. l"rnm thc.,c .. cqucm·es 
wi: h;nc shoy,11 that thl.'} are dmcly rcl.ucd to the STo'ló 
C11I oIC11ll ;.ind to 1ari;mt" .2 and J ofCsE. C11gtV corre· 
spondcd hl STox 11· 10 of C:11!1. \\hid1 has becn purifkd 
and ~c4ucnccd in our group. 

(JJ From 1hc nt sequcncc data, it ~ecms 1ha1 thesc C11H 
cDNAs dcrhcd fwm a common ¡;ene an.:c,lor. Wc pro· 
pose that this gene might ha\c duplicaccd,;1111.J cach dupli· 
cation 1hcn evol\cd independently. 

(4) From Sou1hern blot gcnomic illlaly.~i'>, it can bl.' 
propo>cd th;1t thh fa mil y oí doscly rclatcd genes, includ· 
ing al least thc genes codin¡; for thc four cDNAs rcportcd 
h'crc, shows a minimal sirc of ahout (i(){l bp whcn thc 
senomic DNA i~ digestcd \\Üh EcoRI. 

(51 PCR genomic amptificnlions of C11ll DNA with 
specific primers and h}·bridization "ith spccific probcs 
suggest lhat thc region(s) cncoding !he maturc pan of 
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STox dosely rclatcd to lhc ones reporlcd herc do nol 
secm to cont;iin largc introns, 

(6)Comparison oíST011: scquenccs dcduced from Cnll 
cDNAs pro1·idcd background for thcir dassilic;11ion. in 
1crms oí thcir similarity, in threc dilTcrcnt groups. 
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1'.Jndl'un.1n1.L.D.Anun.•.1'"'d"'<1ucn"•"'J1mnnrnnt••1".1lch.1r· 
J'tt111Jt1un "'th nwnc'<'lnn.1l .mt1t"H.oJio• ,1r1"" ""'"' frum 1hc 
•cnom or thc "'º'"'"" c .... ,, ....... 1r. """"' ll<11fm.m11 l.ur 
J llio.:hcm. :o~ 1l<N!1:111-~Q!. 

ZJntkm. L. '-lir.in.JJ. I .iod R•"hJ1.C'. ( hom"l'J J,,d Jlh.uniJ.:"I.'~~ 
c>f Ou1l11n.1c ..,urp1on •cnum. In Uo11m1. ~ll"dl. ll•nllt"H.ool uf 
l:\~un•cntJI f•h.um.i•·lllnj!¡.\'ul JN Spr1n11cr-\"c:1l.1~.lkrhn. l'l71!. 
pp\17··3h'J 
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The genomic region cncoding toxin gamma from the scorpión 
Tityus serrulatus contains an intron 

B. Becerril", M. Corona•, M.C. Mejia•, B.M. Martinh, S. Lucas~, F. Dolivar", L.D. Possani•·• 

1 /llStituto de BiotrrnologÚI, Uni1ersidad Narir.m<JI Autónoma de MI.tiro, .·h-. Unl1rrsMad WOJ, Apdo. Postal 5/fl-J. c,,..rnmuru, 
62271 M~.tlro 

'National lmtltult o/ ,\ftntal llral1h. Molrro/,¡r NnJrogrnrtlrs Unir, Clmical Nc1ir0Jcftnu Oranrh. 011/ldmg 49, 1111:."F.16, Brthrsda, 
MD 2089], USA 

•ftulilu/o Britantal/, A1·. Vital Bra:ll 1500. Srl<J p,m/r>. Bra:i/ 

R«ei\-ed JOSeptembcr 1993 

The acne cncodmg lotin 1~mma. rrom thc scorpion, T1t)11J Jtrn.latus, "lll amphfinl by J'CR from 1cnomic DNA cmplo)ina l)nlhe1ic oti¡¡onudc­
olidcs dcsignC!..I írom lhe reponed cDNA i.equcnce. Thc nudMtide !.<'<¡Ucncc or thb gene r"·e.als 1he presente or •n intron of 415 bak' f'<lin (bp) 
10hlch in1crrup111hc rc¡ion tbat encodes the signa! po:ptide of 1he prc.;unor 1otin A compari1on or thc in1ron OOundary scqumci:) of1hc ¡amn1a 

to.\in BCne .. 11honc.1fromo1hcr11r~•hn1d~nciH•hopre-c:n1C!..I. 

l. INTROOUCTION 

Scorpion toxins nrc cxtremely uscful tools for thc 
study ofionchannels [IJ. Toxin samma. the first chem­
ically charactcrizcd toxin from Tity11.r sarulmus \•cnom 
{2J, has played nn imponant role in 1hccharnc1criuition 
of\•oltage-scnsitivc Na• channcls (scc re\·icw in (JJJ. Th~· 
complete amino acid scqucncc of this pcplid,• wa~ oh· 
tairied by two independcnt groups (-1,5). An extended 
report on thc modifü:ation of thc Nil' channcl gating 
mcdmnism by this pcptidc has prcviously bccn reponed 
(6J. Toxln gamma (2J, nlso callcd 1o:dn VII (5J. bclongs 
to thc class of fi·scorpion 10.lins, binds to the 4th site of 
thc Na• channcl and has h«n the subjcct of intense 
rcscarch bttausc it is toxic to hoth mammah and insccts 
17J, Rcccntlf, cmpha~is has bccn placed on cloning thc 
sene thal encodes this pcptidc, with the aim of exprcss· 
ing recombinan! variants for the study oflhc sttucturc­
function relationship uf thc 10.,in ~channcl interaction~ 
fBJ. A complcmcntary DN1\ s,·qucncc cncoding to.\iu 
VII was rcportcd 19], howc~cr, m1 information on thc 
nuclcolidc scq11c11cc at the gcnomic DNA lc\cl is 
known. In this communic.uion, wc rcport !he complclc 
nuclcotidc scquencc of 1hc gene tlrnt cncodcs gamma 
toxin of T. srrr11fut1u. Thus, this toxin is thc first íor 
which the complete pcptidc scquence. nucleotidc mcs­
scnger RNA (cDNA) scqucnce and genomic DNA sc­
qucncc havc bt.'Cn dctcm1incd. 

ºCorrcspondingauihor. f¡n:(S2)(73)J72388. 
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2. M1\TERIALS ANO METHODS 

:!:.l. P,.nficall•"' ,,¡ D.\',f from T. i.erru!a1us 
Gcnomic 0:-.0A .,.;n runfled from "!iolc bod) ai dc-cnbnl (10). 

:? !. S1 n11i.-JIJ o/ olltrmudtotukt 
The ohgonuclcondcs uscd íor l'CR Coligo 11n11-20; oh¡o2, ni 

76ó-790(«1mplcmentary, fr¡¡. 1) and lheone ui.cd toi.crttn for 1hc 
vamma to\ln ¡ene lol1¡0 3, corrnpondmg 10 amino acid rcsiduc1 
~4 30, í1¡i 1), "ere S)nlhemed u Je...,nbed [JO) 

!J f'11/>m.-raitcM111.,,zr11onfl'CR1an,/J<'trctld•11ofg4"'"'~''""'" 
rtlaudnudrfJltd<"Jrqutntr• 

The l'CR "ai pcrformal m a programmJble hNlln¡ chamber 
lil)b4iJ)u•ins JOround)oftcmpcra1u1cc)chn¡(\12'C for 1 m1n, 
ss•c ror 1minand7'.!.'C forlm1njfo!to>1ed b> a IO.mms1cpa1 72'C. 
A 1-1mpleoíthc f'CR rcacuon ";uclcc1ruphorc!alm a I~ a¡arosc 
J!cl,hl0Ualon1oanilroccl!ulo1.emcmbranc11ndprobcd"l!h3•f'C"IÍIC 
1·l'·lJbe!nlohso11udeoude(ol1ilol. flr 1). 

! 4 C/orimg a~d chfJ;arur/:a1wn o/ l'CR pr1.Juf/1 
l'CR p1oducu "ere purifled í1om ¡el, blun1-cndrd "llh T4 DNA 

po!¡mera-c: and h¡alcd 1n10 the E.-.•R V •ÍlC of pll!uo..:npl phagcmid 
!SlrJTJfrnr. l.:1 l<'lll, CA, l:SA). TI.~ hg.il1uu 1u.:uon "u 11..-d lo 
tr~111fom1 cum¡>Cl•nl F;_ .-oll f)llS-:r a:lh Pla•miJ OSA írom "hi!c 
~u!11nie1 .. a1 punlied and d1ge\led u.uh B.1mlll arnl /fmdlll. 01~c1· 
1inn1,.crecl.-.:Hc-phorescdinana¡¡Jro~gd.b!onrdon1ono1tuccllu­
lok' and prohed "nh rad1od~Í\c aligo J ~K'i: le'CUon 2 !. abo.o). 
Po1iti\ecJoncs .. cr•k'quenci:d u1ingthcSe.¡ucnasckn.Hrn<>n2(US 
lliochomical,Clnoland.Oll,USA1onbo1h11r1nd1 O!rlm1 l,2(1« 
J.CC1io11 2.2. aOO~eJ. MIJ -W, Mil K1cn.e and 4 (comptemenluy lo 
nt 5Jl-5~0. Fi¡. 1). "ere useJ for oeq~rn;mg. 

3. RESULTS ANO DISCUSSION 

3.1. Somhun hfot a/ PCRprodurll 
Elcctrophorcsis and staining with c1hidium bromidc 

of PCR producls revealed the prcscncc of severa! fainl 

Publuhrd by F.bto/rr St1rnrt /'r.b//JMtJ B. I". 
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E1om 1 lnl 1-551 Jnd:? lnt ~31 7901 Jrt "'11ct~n 1n •Jr•tJl klltu. Tht mm•n 1n1 ~t• ~.\01 '' "!UMI m '""'~' CJ"" ktur. 

bands oí di,crsc sizc and a strongcr une of appro\i· 
ma1cly 800 bp. Southcm blot of thc5e h.mds, using ra· 
dioi1ctí\·c oligo 3 (scc scction 2.2.) as :1 prube. ~ho11cJ 
1hat on\y thc800 bp bJnd 11as spci:ifü.•(Jat.1 nDt shtmnJ. 
According to thc strctch fiJnkcd by oligos 1and:?1)15 
bpl on thc cDNA (9), thcsc rcsuhs suggcsted thc pre~· 
cncc of an intron of ;ippro.\im.i.h:ly -185 bp. A~ ~ho1\11 
in Fig. l. it is actually-175 bp. 

3.2. Nud1•01id1• H'qltt'llfl' d~·t.•r111i1111ti1111 
From tite final ~rccning (scc section 2.-1.J, 3 clone' 

werc sclcctcd on thc basis of thc C.\¡>ci::ted si7c ;ind 1hc 
strcngth of llu! autorndiographic signa!. ThC)' "ere pJr­
tially scqucnccd ¡md fina\Jy. onc ofthcm "hidt cncudcd 
gamma to.\in, w;1s complctcly scqucnccd on both 
strands ming thc o\igonuclcotidcs describe..! in ~cction 
:?.-1. as scqucncing primcrs. This nuclcotidc scqucncc is 
5hown in Fig 1. Analy~i~ or lhi~ <,C(JUCllCt? illcnlifics I"º 
C'lons (ni \-SS and nt SJ J.-790) and an intron (nl 5<1 -
530) with a sizc of 475 bp. To our knowlcdgc. thi~ is thc 
lirst fonnal rcport of a ?>Corpion }lene in "hich thc com· 
plctc gcnomic nuclcolide scqucncc is prcscntcd. Prelim­
inar)' results obtaincd with a gene írom ~111drocwmu 
armmlis H~tor {8), suggcstcd thc prescncc of an intron 
of similar siic and position, bul providcd no nuclcotidc 
scqucncc (SJ. The nuckotidc scqucncc oí lhc two C.\Ons 
from the gene cncoding gamma to.\in of T. sar11/111m 
prcscntcd herc. coincides cxactly with thc rcportcd 
cDNA scqucncc for 1oxin VII (9], c:\ccpl for positions 
745 and 760 in which a thyminc (cDNA) is rcpl:1ccd by 
a C)'losinc (gcnomic DNA). Thcsc resu\ts are consis!cnt 
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•cnmpJr11"n of 3' 11nd 3' mlltm OOundJnn rrum JirTcrtnl ¡me'I uf 
ar¡¡chn1<!!.0nl) thcliri.1 \Oandl11•l \Onucloot1dcsoí1hcintrun111rc 
shown.Thcprof>t'\"1conW"rUu•for5'ilnd.l'intronboundarin.1rc 
\ho,.na11hchottomof1hi1ubleCnn1cJn1•nYnu.1coudcl.lnuons 
1 11 conc~rond to 1hc ¡;ene e1~ms subum1 e oí hcmocy~n1n from 
thtur¡ntu!.tJi'"ripd"111r../1/<"•«1mr.tn1rc.9corrcsl"lfldst1•4hc 
ll~mma ln•in cn • ...Jinl! ¡tcnc í1om 1he St1u1b Ame1kan r..orrion. 
T11_1u1 Um•/.,1u•. lntron• lll 16 corrc~J"llld 10 the 11cncs cn,o<hns 
C)SICIOtprOIU'>C\ f1nm lhcm11C1. fl~mWWf'/r<J¡(ftJ<ftlfat111Url!nl1<lnS 
10· UJ, Eut~gl}/>lrU• mu¡irdtintrun• 13-14) •nd Dtt,.l<Jtvplwl(oJ¡,/,•J 
plttVllJ'lfllru1(intrunsl5-161 
•orrus,.urk 
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wilh the eonclusion 1ha1 the gene encoding toxin gamma 
(2), alsocailed 1oxin Vil (5), írom TilJ'W serru/mus, has 
becn cloned and scquenccd. Also, it 11ppears thal nati\'e 
toxin gamma is in faet proccssed at the C·lerminal re­
gion, afler synthesis, by a similar mechanism 10 that 
describc:d for toxin Cn4 of 1he scorpion, Centruroides 
no:rius fl IJ. As shown in Fig. ), prior 10 thc termination 
codon, in thc transla1ed pcplide therc is a glydne fol· 
lowed by two basic rcsiducs (lysincs). Thus, the cysteine 
al lhc end ofthe mature peptidc may be amidated, nfter 
C·tcrminal processing as dcscribed [5) and suggestcd by 
Marlin-Eauclaire et al. [9J. 

3.3. lntron uqucnrc analysis 
A scarch cfthc Genílank (release August. 1993) using 

the program Gcnc·Works, re\caled the cxislence offour 
genes conlaining introm from other mcmbcrs of thc 
group ofarachnids. Onc from thc larantula (EiuJpdma 
cu/ifarnicu) encoding ~ubunit e oí hemocyanin (12) 
which contains eight introns and othcr lhrcc cncoding 
cyslcine prote.t\Cs from !he miles. Eurog(1plius map1ei, 
with tY.O inuons, D,•muuopl1<1goilÍt'lfc1ri11ac with threc 
introns, and Der111au1plwgoid.·s ptcronyuimu y. ith two 
introns (unpublishetl rc~ults of Ken1 et al. (13]1. Com­
parison or the sequence§ from thesc fifteen introns Y..Ílh 
thc intron OÍ gamma lO'lóin gene (Table J). rc\cals a 
divcrsity of sizes from 58 hp lo 14.3 khp. The only 
common sequcnccs are thosc at !he 5' and 3' bounda· 
ries. A consensus scquence is proposed far lhcsc bound­
aries in Table l. When thcse boundary consensus se­
qucnccs are compared lo othcr eukaryotic intron 
boundarics (14), it appears that thcy are a regular íea­
IUre oí ali eukaryotic introns thus far rcported. 

Arlno11ltJ1rmr11u· Thi1 ,.ork wu puliall) 111pponcd h grann From 
lloward llu¡hn MWi~al ln11i1111e 17'1'11·Sl71CM), DGAPA·ÜNAM 
(IN 2058?1) 10 L.O.P .. and CONAC)T·Muico (00111·!"9105) 10 
L.D.l'.and F.r. 
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION. 

A continuación se discutinín los resultados de Jos cxpcrimcnlos rcali1.ndos. 
1.- Centruroides 11oxi11s. 

PCRs GllNOMICOS. 

En los experimentos iniciales de nmplificnción rcnlizndos en cstn especie (ver mi 
tesis de licenciatura) ruc utiliwdo un nligo correspondiente n In región mnino terminal 
que es almmcntc conscnnda en cstn familia de tm.inns. El otro oligonuclcótldo ruc 
diseñado con bnsc en una región del extremo 3'dc los ADNcs hastn entonces 
secuenciados~ Los rcsullaclos ele C.'itos experimentos sugieren <JUC no hny intro11cs en la 
purtc mnplificada. De esta manera, rullalw iin·cstignr si había introncs en In rcgi6n <111c 
codifica para el péptido señal y el extremo S'dc estos genes. 

Con el objcti\'o de obtener más información sobre In cstructurn incli\'ithml de estn 
fomilin de genes, se realizaron 2 tipos nu1s de experimentos de nmpliricnción. 

1) Con los oligos S'cxlBaml y CtoxEcoR/, 
2) Con Jos oligos Ntox 2 y Extremo 3'. 

1) Con los oligos S'cxtBam 1 (extremo S'con sitio de restricción) y CloxE'coRI (región un 
poco anterior a Ju que codificaría parn el C terminal de Cngtll con siUo de restricción) 

Cuando realizamos este PCR conocíamos adenuis de la clona Cngtl (incompleta 
en el 5'), las secuencias nucleótidkns completas de lns clonas Cngtll y Cngtlll (\•er 
figura 1, artículo 1). El conocer el extremo S' de estas secuencias, abría Ja 110sihilidnd 
de lm·cstignr si había inlroncs en esta región, El oligo S'cxtBam/ (directo) ruc diseñado 
con base en In secuencia del extremo 5' de Cngtll. El aligo CtoxEcoRI (iu\'erso) se 
diseño con base en In secuencia de una región un poco anterior ni COOll terminal que 
se conserva en In suhínmilin n In cunl pertenece CsEv3, Cnglll y.Cn1ttlll (\·er figura 2, 
artículo 1, pág. 24 y figura 2, p:1g. 33). 

El resultado de este experimento mostró la am1>lificación de un fragmento de 
alrededor de 225 el cual rue clonado y secuenciado. Al análiznr dicha secuencia se 
encontró que aunque presentaba considerable homología con las secuencias de ADNcs 
antes determinadas, exhibía varías carncterísticns ntípicns (ver figurn 2, pág. 33) c1uc 
podemos enumerar de la siguiente mancrn: 
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Cno;ttII1 C'M'CGAAG ATC AAC 'l'CG TrC TI"C hTG A1'C 1\CT GCT TGT TJ'G ere CTA TI'C' CCA ACA GTG 'l'GG GCA llAA 

H ll S L L 11 1 TAC LV L P G T '/ l'I AK 
CnA C'l"l'CCAAG ATG AAC 'l'CG TTG Cl>.OOA ACA QTQ TGQ OCA AAO 

cnatnt 

c:nA 

Cngt111 

L GTVWAK 

10 20 JO 40 50 60 
GAA GGT TAT C'I'C GTA AAC MG AGC ACT GCC TGC AAA TAC GGT TGC TTC TGG 'M'G GGA AAA 
EG'ILVflKSTGCKYGCPt-ILGK 

GAC CG'r TAT C'l'G GAG AAC ATG AGC ACO CGC TQC AAA TAC ACT TGC 000 MA 'M'C GGA OAA 
D G 'l L ,!:. U!! S T G ¿-if-y:! e$! .!i L G .§. 

'10 RO 90 100 110 120 
MC CM GGC TGC GAT AAG GM TGC AAA CCG MG MC CM GGA CGT AGT TAC GCC TAT TGC 
ltEGCDKECKAK?IQGGSYGYC 

MC ACT GAC TGC GAT A.V; GAA TGC OAA GCG MG MC CM GGA OOT AGT TAC GGC TAT TGC 
NTE.CDKEC.§.AK?IQGGSYGYC 

130 140 150 160 1'10 lRO 
TAC GCT '1Ti' GGG TGC TGG TGC GAA GGT TI'G CCC GAA AGT ACA CCG ACT TAT CCC C'l'l' CCT 
'iAFGC'tlCEGLPESTPT'iPLP 

TAC GCT '1Tl' GC".O TGC TGG TGC GA.I GGT TJ'G CCC GM AGT ACA CCG ACT TAT CCC C'M' CCT 
'iAFGCWCE'-GLPES 

Figura 2. .. Secuencias de las clona genómica CnA. Con fines de nmllisis se compara con 
In clona de ADNc CngtllJ. Se presenta doblemente subrayadas lns secuencias de los 
aligas usndos para la nmpHncación, con negritas las bases en que dHiere CnA con 
respecto a Cngtlll y subrayas y con negritas una secuencia de 7 nuclcótidos que se repite 
(nquí se omite la repetición). 
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RESULTMJOS 1' DISCUSION 

i) Carece de un trecho de 30 nuclcótidos en la región que codilicnrín paro el 11éptido 
sciiol. ii) Presenta unn rcpclición de 7 nuclcfítidos nlrcdcdor ele In rcgi6n <1uc cndirknrin 
pnra el aminoácido 40. iii) rrcscntn 2 mrclcólidos mlirimmlcs <JllC se Clll't1cntr:m después 
de la secuencia del aligo s•cxtBamlfl y antes del triplctc <111c codificarfo rmra Ja ~lidmt 
15 del péptido señal. IV} Por lo antcrinrrucntc expuesto, esta sccucnch1 no L•staría en fose 
de lectura. 

Debido n que esta dmm 110 había sido :mies sccucncimfn. se desl·nrt:1 In 
posibilidad de CJllC sea una cnntmuinnción del PClt Aclcnuls, 1mcstn <111c esta dona 
presenta una secuencia partkul:ir <JllC se diferencia en forma signiricntin1 de ctml<¡11icl' 
otra secuencia conocida (17 l'mnhios C'Oll l'CS(Jl'C'to n Cngtlll) crcc11111s <JUc es ¡>Ul'O 

probable que se trate de un artch1cw, 1>ri11ci1rnlmcntc pur las siguiente.e; rnzoncs: 

i) Se utilizó In enzima Vent polimcrnsa con ncli\'idad correctora 3'- S'exonuclcnsn, In 
cual introduce un error en promedio por cada tOO 000 nncleótidos incorporados, por Jo 
tanto, la posibilidad que introduzca 17 cambios en un rrngmento de 270 pb es muy 
remota. 
ii) El tipo de errores mas comunes introducidos por la polimerasa son transiciones 
(cambios de nuclcótidos del mismo Hpo químico, purinns o pirimidinas) o 
desplazamientos de una base. Con respecto al primer caso, los cambios observados cou 
respecto a Cngtlll no son en su mayoría de este tipo (6 de 15); en cuanto ni segundo 
caso, no se observan desplazamientos en In secuencia de CnA. 
iii) El hecho de que en el mismo e>0perimento1 se haya amplificado otro írngmento cuyo 
secuencia (en 4 clonas independientes) es idéntica a In clona Cngllll, nos indica que bnjo 
esas condiciones In enzima Vent polimernsa tiene una gran fidelidad. 

Por tales razones, creemos posible que lo <1ue se amplificó y clonó en CnA es mm 
secuencia de un pseudogen que se encuentra en estado críptico en el genóma ele C. 
noxius. 
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RESU/.TADOS l' DISCUS/ON 

2) Con Jos ol,gos Ntox 2 (región que codificaría parJ el N terminal) y extremo 3'. 

En el tiempo en que se realizó este PCR, se conocía además de lns clonas Cngtl 1 

Cngtrl y Cngtrtl, dos clonns nucrns: CngtlV y CngtV. La clona IV pertenecen una 
subfamilia diferente a las otras donas (ver figura 2, artículo J, pcíg. 25) y su secuencia 
deducida de aminoácidos presenta altn homología con respecto a las toxinas Cn1 
(írocción 11.14) y Cn2 (fracción 11.9.2.2) en su región N terminal. Debido a <111c crn 
interés del grupo encontrar los genes que codifican para estas toxinas, se diseño un aligo 
de la región N tcrruinal el cual pudicrn amplificar en formu específica los genes 
relacionados a Cngtl\', Cnl y Cn2. 

Al analizar los 11ruductos de este PCI~, se obscnó que el fra~mcnto mupliricado 
maJoritariamcntc era de alrcdcdol" de 270 pb (lo cual coincidía con el tammio cspcrnclo) 
(ycr fotografía J, pnhinm págilrn). Si bien en la amplificación no se obsen·ó 
contaminación en el contrul 11cgatho, en el e:\:pcri111e11to de rcampliricación se obserrnron 
\'arias bandas una de l<is cuales pudiera coincidir con la banda de 270 pb. Dicha bnnda 
podría ser producto de una contaminación de la misma clona genómica o de algtín 
ADNc. 

El producto de este PCJ.t l'uc clmmdo y fueron secuenciadas 4 clonas, 3 de las 
cuales fueron iguales (Cnll) y una diferente (CnC). En la región amplificada, la clona 
CnB difiere con respecto n la CnC, en 4 cambios de nudeótidos y 2 de aminoácidos y 
con respecto a la clona CngUV, en 6 nucleótidos y 5 aminoácidos (ver figura 3, próxima 
página 37). · 

Por otra parte, In secuencia deducida de aminoácidos de la clona CnB tiene 4 
cambios de aminoácidos con respecto u In S'!cucncin publicada de Col. De estos cambios, 
3 son en el COOl-1 terminnl y 1 1111 poco antes en la posición 60 (prolinn por treoninn). 

Coru;irlernndo In alta similitud entre las secuencias de la toxina CnJ con res11ecto 
o la deducida de aminoácidos de In clona CnB, proponemos lus siguientes 2 hipótesis: 

A) La clona CnB podría codificar para la toxina Cn 1. Pura ello, se tendría prcscnrc las 
siguientes 2 premisas: 

i) El precursor péptidico que codificaría In clona CnB sufriría un procesamiento en el 
extremo carboxilo similar ni propuesto para los p1·ecursores de las toxinas AaHll, Ts 
gama y CnV (\·er figura 4, pág 38). Este procesamiento incluiría In eliminación efe In 
Jisina COOH terminal por una carboxipcptidasa específica y In nmidación del 
antepenúltimo residuo (serina) por el grupo amino del pemíltimo mninmícido (glicina). 
Puesto que este aminoácido modificado no se detecta mediante el análisis convencional 
de los fenil-tio-hidantoínn (PTH) aminoácidos, podríamos suponer que no se detectó 
cuando se realizó la secuencia de lo toxinu Cnl y por tanto, se tomó el mninoócldo 
precedente (cisteína) como el COOH terminal (ver figura 3, página 37). 
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270 

Fologralía 1.- Producto de la reamplllicación del ADN genómlco de C. noxius con los 
ollgos Nto•2 y e.tremo 3'. En el carril 1, se presenta un control negativo (15 de 100 µI); 
en el carril 2, un control sin m11cstra; en el carril 3, el producto de la rcampllficaci6n 
(2 de 100 µI pasados por centricon). En el carril 4 se muestra el marcador VI de 
Boehringer (2176\1766\1230\10331653\ 517\453\394\298\234\220 154). En el carril 3, se 
observa que el producto principal de la reamplificación es de alrededor de 270 pb. En 
el control negativo (carril 1), se aprecia una banda muy tenue de alrededor de 270 que 
puede corresponder a una contaminación. · 
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IV) 

CnC) 

CnB) 

enl) 

IV) 

ene) 

CnB) 

Cnl) 

IV) 

CnC) 

CnB) 

Cnl) 

RESULT."lDOS Y DISCUSION 

10 20 
AAGGACGG'ITATCTGGTGGACGTMAGGGCTGCAAAAA.GAATTGCTATAAAT'l'GGGAGAAAACGAT 

K o G y L V D V K G e K K N e y K L G -E N D 
AAAGAAGGTTATCTGGTGGACGCAAAGGGCTGCAAAAAGAATTGCTATAAATTGGGMAJ\AACGAT 

K E G y L V D A K G e K K N e y K L G K N D 
AAAGMGGTrATC'TGGTGGACGCAAAGGGCTGCMMAGAATTGCTATAAA'ITGGGAAAJ\J\ACGAT 

K E G y L V o A K G e K K N e y K L G K N D 
K o G y L V n A K G e K K N e y K L G K N D 

30 40 
TATTGCAATAGGGMTGCA/\MTGMACACCGAGGAGGTAGTTACGGCTATI'GCTACGGAT'I'TGGGTGC 

y e N R E e R M K H R G G s y G y e y G F G e 
TATTGCAATAGGGMTGCAGAA'l'GAMCACCGAGGAGGTAGTTACGGCTA1'TGCTACGGATTl'GGC'l'GC 

y e N R E e R M K H R G G s y G y e y G F G e 
TATTGCAATAGGGMTGCAGM'I'GAMCACCG;\GGAGGTAG'I'TACGGCTATTGCTACGGA'l'T'roGGTGC 
YCNRECRMKHRGGSYGYCYGFGC 
YCNRECRMKHRGGSYGYCYGFGC 

so 60 67 
TATTGTGAAGGA'ITATCCGATAG'l'l\CACCGACT!'GGCCCCTl'CeTAATAAMGATGCCGCGGAAMTM 

y e E G L- s D s T p T w p L p N K R e -G G K End 
TATI'GCGAAGGAT'l'GGCCGAAAGTACACCGACTTGGCCCCTTCCTMTAAMCA'l'GCAGTGGN\MTAA 

y e E G L A E s T p T w p L p N K T e s G K ~d 
TATI'GTGAAGGA'M'GTCCGATAGTACACCGACTI'GGCCCCTI'CCTAATAAN\CATGCAGCGGAMA'l'AA 

y e E G L s o s T p T w p L p N K T e s G K End 
YCEGLSOSTPTWPLTNKTC 

IV) TGGCAACGACTTTTTATTGTCCACCAACAGMATAGTGTMCGCTTGTTM'J'TGCAGTT 
ene) TGGCAACGACTI'T'l'T1\ TTGTCCACCMCAGAAATAGTGTMCGCTTGTTAA'I'"I'GCAG'I'T 
ene) TGGCAACGACT'ITI'T1\TTGTCCACCAACAGAAATll.GTGTll.ACGCTTGTTAATTGCAG'M' 

Figura.- J.- Secuencia nucleótidka de lns clonas CnB y CnC. Son comparadas con In 
secuencio nucleótidicn de In clonu C ugUV (ADNc) y con In secuencia de mninoácidos 'fue 
fue reportada para In toxina Cnl. Los oligonucleótidos usados para Ja amplificación son 
subrayados (oligo Ntox2 19mero. Tm = SJ''C; oligo extremo 3' 22mero Tm = 52"C, 
ecuación por Bolton y l\lcCarth.)' 1962). Se marcan con negritas los cnmbios de In clona 
CnC con respecto a CnB y Jos cambios de esta con respecto n In secuencia originalmente 
reportada para Cnl (fracción 11.14). Asimismo, son subrayadas las bases que cambian 
en Ja clona CngUV con respecto n la clona CnB. 
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~ ~ EXTENSION P. SE!IAL R.ESTRUC. +!fil!.:. 

Androctonus australis AaH I 331 pb 19 a.a. 63 a.a. R 
Androctonus australis AaH I' 331 pb 19 a.a, 63 R 
Androctonus australis AaH II 331 pb 19 a.a. 63 G-R 
Androctorrns austral is AaH III 331 pb 19 a.a. 64 R 
Androctonus australis AaH ITl 320 pb 18 a .a. 70 
Androctonus australis AaH IT2 320 pb 18 a.a. 70 
Buthotus judaicus BjT2 323 pb 21 a.a. 61 a.a. R-K-K 
Leiurus quinquestratus Lqhf'XIT 314 pb 19 a.a. G4 H-R-K 
Tityus serrulatus Toxina gama 321 pb 20 a.a. 61 G-K-K 
Centruroides noxius CngtII (CnSl 328 pb 19 a.a. 66 K-K 
centruroides noxius CngtIII 349 pb 19 a.a. 66 R .a. K-K 
Centruroides noxius CngtIV 323 pb 19 a .a. 65 a.a. G-K 
Centruroides noxius CngtV(Cn4) 349 pb 19 a.a. 65 a.a. G-K 
Centruroides noxius enB ( "CnlM) 266 pb 19 a.a. 65 a.a. G-K 
Centruroides noxius ene 266 pb 19 a.a. 65 a.a. G-K 

Figura 4.- Comparación de A DNcs que codifican 1mra toxinas de alacrán. Ln extensión 
de estos ADNcs incluye desde el péptido señal hasta antes del poli A. En el caso de las 
clonas engtJI y engtlV, es posible que el ollgo T (para la síntesis del ADNcJ haya 
alineado antes del poli A. 

Las. clonas enB y ene son clonas genómlcas obtenidas por reR en las que se 
amplificó desde el N terminal hasta el extremo 3' (no se amplificó In región del péptldo 
señal). Aún no se ha aislado los posibles péplidos que estarían codificados por las clonas 
engtnl, engtlV y ene, por lo que se señala la región estructural (toxina madura) 
deducida y los aminm\cidos que se ha propuesto que son procc.'indos en el C terminal. 
Proponemos que CnB codifica para la toxina Cnl. 

Se presenta en la columna +Ter los aminoácidos del C tcrmlnnl del precursor que 
no aparecen en el péptido maduro. Ha sido propuesto que los aminoácidos básicos son 
cortados por una carboxipéplidasa específica. Cuando antes de estos mninoúcidos básicos 
hoy una glicina (señalada en negritas), una et amidasa tomaría su grupo amino paro 
ornidar al aminoácido precedente. Las rcfcrcncios de las secuencias son mencionadas en 
la figura 5, pág. 40) 
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RESULTADOS YDISCUS/ON 

ii) Debido u un error técnico ni realizar la sccucni:ia del péptido, se confundió una 
prolina en In posición 60 por una trconina. 

8) El gen que codifica 1rnra In toxilm Cnl. es 1111 gen diferente ni de la clona CnB. Estos 
genes, junto con los de las clom1s CngllV .)' CnC, forman mm subfomilin de genes que 
codiricnn para toxinas hlnqucmlorus de canales de sodio de mamífero. Puesto que 
durante Ja purHicncMn de In toxilrn Cn1 se obscn·ú en la misma írnccitín Ja presencia 
de cuando menos 2 co1111>rmcntcs 111inoriU1rios nclkionnlcs (Pos.'irini et al. llJHln); cahc In 
11osibilidnd de <JUC cxist:111 oln1s lm.inns similnrcs a Cnl. Estas toxinas puclil•ran 
corresponder con nlgmms de lns genes antes mcndonndos. 

Resulta claro que para poder corrohurnr cualquiern de estas dos hipiítesis, e.o;; 
indispensable realizar la rc\'isión de lu secuencia pépticlicn ele la toxina Cn1. 

Un poco después, en el Jaborntorio se secuenció una clona de A DNc con una 
secuencia idéntica a la clona CnB; puesto c1ue existe In posibilidad de c1ue en el PCR 
genómico hubiera contnminnción (\·er foto 1, pág. 35) el hecho de que se hnyn 
secuenciado el mismo gen pudiera ser corrclncionndo en ese sentido. Sin embargo, puesto 
que se obtuvo otra secuencia de 13 mlsnm amplificación (CnC), no se puede descartar 
que Ja clona CnB sea unn clona gcnómicn. 

Considerando que cuando menos In clona CnC es una clona genómicn, se puede 
concluir que no existen introncs en In parte estructural de este gen. Esta conclusión es 
consistente con los datos prc\•inmcnte oblcnidos. 

2) Tityus serrofah1s 

Por los trabajos de nougis et al (1989) en los que se reportaron 7 ADNc de A. 
australis y Jos de nuestro grupo (Becerril et al., 1993; Vñzqucz et al., 1993), en los que 
se secuenci:uon 4 ADNc de C. nu.ti11s, resultaba clnro <111e existía cnnscnación ele his 
regiones que codifican para el péptido sciml y el extremo 3' (ver figurn J, artículo J, JHÍg. 
24 y figura 5, próxima pilgina). Por otrn pnrle, por cx¡>crimcntos de PCR renlizndos en 
C. 1wxi11s, teníamos dalos que sugeríun que no había intrones en la región filie 
comprende Ja parle estructural y el extremo 3' de estos genes. Aunque no sabíamos si 
hnbín un intrón en la parte anterior n la región que codificaría para el N terminal, los 

. datos obtenidos por análisis del tipo Southcrn sugerían que en caso de haber un hurón 
en esta zona, éste no sería muy grande. 

Cuando Martin-Eanclnire et al (1992) obtuvieron la secuencio nucleótidica del 
ADNc que codifica para la toxina gama de T. serrulatus, en nuestro grupo se consideró 
(teniendo en cuento Jos antecedentes mencionados), que era factible obtener por PCR In 
secuencia gcnómica de este gen. 
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I) ALACRANES DEL VIEJO MUNDO ( NEUROTOXINAS ESPECIFICAS CONTRA INSECTOS) 
1) ATGAM'ITATTGCTI'TTA'ITAGTTAT"l'TC'l'GCTTCAATGCTGC'M'GAG'I'GTTI'GGTTACCGCC 

MKLLLLLVISASMLLECLVNA 
2) ATGAAATT'l'CTCCTATTGTTTCTCGTAGTCC'ITCCMTAATGG GGGTGCTTGGC 

M K F L L L F L V V L P I M G V L ~ 

3) ATGAM'ITTCTCCTATTGTTTCTCGTAGTCCTTCCAATMTGG GGGTGTTI'GC:C 
M K F L L D F L V V L P I M G V V G 

4) ATGAMTTTCTCCTAT'rG'ITTCTCGTAGTCC'ITCCAA'I'AATGG GGGTGC'l'TGGC 
M K F L L L F L V V L P I M G V V G 

C ATGAMTTXXTCCTATTXTTXXTXXTXXXXXXTXCAATXXTGX GXGTGTTTGGX 
MKXLLLXXXXXXXX 

XI) ALACRANES DEL VIEJO MUNDO (NEUROTOXINAS TIPO ALFA) 
5) ATGMTTATTTGGTAATGATTAG'IT'f'GGCACTTCTCC'.l'C'ATGA TAGGTGTGGAGAGT 

MNYLVMISLALLLM IGVES 
6) ATGAATTAT'I'TGGTAATGA'f"l'AUT'T'rr:c:cACTTC'l'CCTC ATGA 'l'AGGTGTC:GAGAGT 

M N Y L V M I S L A L L L 11 I G-V E S 
7) ATGMTTATTTGGTMTG.YM'AG'l"I"I'<:GCACT'l'C'I'CCTCATGA CAGGTGTGGAGAG1' 

MNYLVMISLALLLM TGVES 
8) ATGAATTACTTGG'l'GATGA'M'AG1TrGGCACT'rCTC'I"fCGTGA CAGGTGTAGAGN;1' 

MNYLVMISLALLFM TO VES 
9) A TGMTCATTTGG'I'A.i. TGA1'1'AG1'rI'GGCAC'l"l'C'l'CC'I'G'I'TGA CAGGTG'l'GGAGAG'f 

MNHLVMISLALLLL LGVES 
C ATGAATXAXTTGGTXATGATTAGT'M'GGCAC'ITCTCXTG'ITGA CAGGTGTAGAGAGT 

MNXLVMISLALLLX XGVES 
rxr) ALACRANES AMERICANOS (NEUROTOXIt-1AS TIPO BETA) 
1 O) ATGA.MGGAATGA'I'CTTG'l'TTA1TAGCTGC'l"J'A'I"I'GCTGA TC.QQCA. rl'GTCGTAGMTGT 

MKGMILFISCLLLIGIVVEC 
11) ATGAACTCGTTGTTGA'I'GATCACTGC'ITG1"I'TGTTCCTGATCGGMCAGTGTGGGCA 

MNSLLMITACLFLIGTVWA 
12) ATGAACTCGTTGTTGATGATCACTGCTTGT'M'GGTCCTATTCGGMCAG'fGTGGGCA 

M N S L L M I T A e J, V L F G T V W A 
13) ATGAATTCGTTG'I'TGA'I'CA'l'CACTGC7'I'G'I"l'TGGTCCTGATCGGMCAGTGTGG\.CA 

MNSLLIITACLVLIGTVWA 
14) ATGAACTCGTTGTTGATCATCACTGCTTG'I"l'TGGCCC'J'G('.'l'CGGMCAGTGTGGGCA 

M N S L L M I 'I' A e L A L V G T V W A 
C ATGAAXXXXXTGXTXXTXXTXAXTXXX'l'GX'M'XXXXCTGATCGGXAXXG'I'XXXXGXAXXX 

M X X X X X X X X e L X r, X G X V X X X 

1) Buthotus judaicw: BjT2 (Zilberborg ot cll 1991) 
2) Androctonus austr<lli:; {Añil I'l'l) (Bouais et al., 1989) 
31 Androctonus a11i::trali!l (A<tH !Tl) CFlouai!l et al., 1989) 
41 Androctonus ,1ustrdlls (Ac:itl l r2 <Bougis et cll., 1989) 
SJ Androctonus australis (AaH IJ (Bougis et al., 1989} 
6) Androctonus austnllis (Aa!I I') (8ougis et al., 1989) 
?l Androctonus austrc1lis (Aail III) (Bougis et: al., 1989) 
SJ Androct:onus aust:ralis {Aafl IIJ (Oougis et: al., 19891 
9) Leiurus quinqu!?'strci~us hcbrcu.s LqhulT íGurevitz et al., 1991) 
10) Tityus serrulatus toxin.,, gnma, (M:irtin-E<tucla.ire et al., 1992 J 
11) Centruroides noxius Cngt!I {Becerril et <11., 1993) 
12) Centruroides noxlu.!i Cngt.!Il{Becerril et al., 1993) 
13) Centruroldes noxlu:; CngtIV (Becerril et al., 1993) 
141 Centruroldes noxlus CngtV {Becerril et al., 1993) 

Figura s •• Allncmnic1110 de los péplit.111" .\cíl:1I lle los !!CllC1' lle w:·dn:L~ h:l\ln :ihom sccuc11ciado.\, Tt1th1s l:1s 
sccucncim; provicncu de ADNc. En c;tlla uno de los 3 ~rupos .se cscrihc uua secuencia con.~cnso, la cual se 
cvuiulj 10111ando las hasc.s y mnino~citln., 1¡uc sor1 cnnsc11.'o en la 111bm:1 c. .. pccic y L'Oll rc.~pcc1t1 :i olrn c.,pccic 
clisliula en el mismo grupo. Se i111rndujcmn espacios para dar mayor homología 11l nli11cmnic1110. En el grupo 1 
se introdujo 2 cspncios en Jm; ~ccuc11L'iit' de las 1oxinas L'tllllr.t inM:ch1s tJe Aall con n:s~c1t1 u BjT2. Nnlc <1uc 
mln cmmdo con es1os espacios a11111c11111 la hmnu/ogf:1entre11uc/c1~1idllS (scílalndn con 11..:gri111s en el (.'on~nso), 
se pierde Ja f:t'\C de Jcclura tic Jos nrninrnkidns. Eu el grupo JI, se illlnidujo J c.<;p;1cio y 11i11gu110 en el grupo JJl. 
Se subr.iynn las h.1scs domlc se snhc 1¡uc son honJcs de un in1n111 fcn Ts y AaH J'), No1c l:t cni11ddc11ci11 clllrc 
los silios donde se inlnltlujcnin c~p;idm para maynr hrnnnlogf;1 en Jos grupos 1 y JI y el si1iu Llom/c .\e c11cuc11tr;1 
el hurón de Ja 1oxi1111 g:una lle T:-.. Oh~rvc en el l.'nni.cmo del grupo 3 la co11:-.c1vm.:it'n tic la ¡r1111:1 donde se 
CllCUClllnt el intrdo . 
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RESULTADOS 1' D/SCUSION 

En Ja figura 1 (p1lginn 20) se muestra In secuencia del ADNc c1uc codinca 1mrn 
In loxina gama de T. scrrulatus. Se mucstrnn los oligos disciindos ¡mm In nmplificnriún 
(TH 1 y T02) así como los utilizndos pnrn la h1ísqucdn de las sccucndns amplifkmlns 
(TB3 y TB4). 

El producto de In a111¡1lincncilín de este PCR fue 1111 frag111cnlo ele alrededor ele 
800 pb el cual mostr<) ser l'spccínco cuando se hihridó con Jns sondas TB3 y TB4. El 
fragmento fue clonado y se scc11cncinro11 3 donas ele 790 1>h c¡nc mostr:.11·011 ser idéntkns 
entre sí. 

Las secuencias de cslm; clonas ~cnómicns. son idénliras al A DNc pre\ iamcntc 
reportado ¡1or l\1nrtin.fümdnirc et al., excepto por dos cnmhios en las poskinucs 745 y 
760 del extremo 3' no traducido, en lns cuales se cambia mm limina del ,\ONr poi* mm 
citocinn en el Al>N gcnómico (\'Cr figura 1, artículo 2, página 30). Este es el primer gen 
que codifica pnra unn toxina de nlncrán del cual se hn determinado In secuencio 
genómicn, el ARN (AONc) y In secuencia peptídicn. 

OTRAS ESPECIES DEL GENERO TITYUS 

Utilizando unn metodología similar, se colaboró en la obtención de lns secuencins 
genómfcns de los equirnlentes de la toxina gnnta en otras dos especies del género 1'ilyus. 
Las secuencias no son moslrndai;; porque se prC\'é utilizarlas pnrn una patente. 
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9.- CONCLUSIONES 

Las conclusiones de este trabajo las podemos enumemr de la siguiente 
manera: 

l.- Se Implementó una nueva metodología para la purificación de ADN 
genómico de alacrán. 

2.- Utilizando ADN genómico de C. noxius, se amplificó una secuencia que 
pudiera corresponder a la de un pseudogen. 

3.- En esta misma especie, se amplificó la región genómica que codificaría 
para la parte estructural de una toxina parecida a Cnl. De esta manera, se 
con6nnó que no existen intrones en la parte estructural y extremo 3' de 
este grupo de genes. 

4.- Se amplificó y secuenció el gen que codifica para la toxina gama del 
alacrán sudamericano TiJyus serrulatus. Este gen tiene un tamaño de 790 pb 
y presenta un intrón de 475 pb en la región que codificaría para el péptido 
señal. Al publicar esta secuencia, se realizó el primer repo1te formal de una 
secuencia genómica de alacrán. 

5.-Utilizando una metodología similar, se colaboró en la obtención de las 
secuencias genómlcas que codifican para los equivalentes de la toxina gama 
en otras dos especies del g~nero Tityus. 
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