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A P•nlr del •nlillala de I• aecuencl•• nucleotrdicaa que han sido 
obtenid•• de I•• clon•• de Acido Deaoxlrribonucl•lco Complementario 
(DNAc), que eodific.n para toxinaa bloqueador•• de canales de Ne•. del 
•l•crlin C•ntl'urold9• noxiua Hoffmann, ha podido obaervarae la alta 
homologl• de .. cuencl• que existe entre ellas. L• aecuenci• de I• clona 
CngtVI de I• que •• comprobó que codiflc• p•r• la toxina en 1 (11-14) 
del •l•crlin C. noJdua Hoffm•nn, preaent• algun•• c•racteríatlc•• útilea 
que pennitleron el diaefto de un conjunto de oligonucleólidoa utilizado• 
para I• detección y ampliflc•ción d• I• región genómlca que codificara 
par• eat• toxina, o bien para un• toxin• aemej•nte, al se toma en cuent• 
I• homologl• de aecuencl• entre I•• mismaa. Loa oligonucleótldos 
diaeft•doa, ae utillz•ron par• el empleo de I• t•cnic• de Reacción en 
Cadena de I• Polime,.... (PCR), en donde .. uaó como templ•do el DNA 
genómlco de I• eapecle mencionad•. Deapu•a de llevar a cabo varioa 
Intento• de •mpliflc•clón del DNA genómico, fin•lmente •• montaron 
I•• condlclon•• de •mpllflc•clón eapeclflca y ae •ialó un• clon• de 
1292 pb, que co"9apondló • I• unidad 11•n1c• eatructural que codifl­
pmra UfUl v•rlmnte de I• toxin• Cn1 (11-14), aar como t•mbl•n ae aialó y 
aecueneió un• clon• de .,rededor de 1100 pb, la cu•I ap•rentemente 
eatli trunc•d•. pero conalder•ndo laa c•racterlatic•• que preaent•. 
pudier• tr•t•rae de la región genómic• codiflc•nte para una toxina 
aemej•nte • I• 11-14 (Cn1). L• reglón genómic• que codific• P•ra la 
v•rlente de I• toxina Cn 1 (11-14) conatltuye I• primera en aer aislada y 
c•racterlz•d• par• un •l•crlin mexicano en eate caao Centruroid•• 
noxlua Hoffmann. El enliliaia de ambaa secuencias se discute en este 
lr•bajo. 



INTRODUCCION 

Loa alacranaa aon animal•• artrópodo• parteneclantaa a la Claae 
Arachnlda y al orden Scorplonlda. El metaaoma o cola del cuerpo del 
alacr6n termina en un aagmanto bulboao llamado telaon. Eate •• el 
órgano q- utiliza para Inyectar al veneno a aua praaaa (Keegan, 1980). 
Loa alacranaa •• encuentran dlatrlbuldoa en varl•• reglonea del mundo, 
tala• como: Eata y Norte da Afrlca, al C6ucaao, el Medio Oriente, la 
India, Br-11, Venezuela y Motxico (Rochat et al, 1979; Keegan. 1980). El 
orden Eacorpionea Incluye nueva famlllaa (Siaaom, 1990), una de ellas, 
la familia Buthidae comprende 48 gotneroa y m6a de 500 especie• y es 
la famlUa de alacranea m6a grande y amplia (Goytfon y Chlppaux, 1990). 
Un nümero Importante de laa eapeclea venenoaaa actualmente 
eatudladaa, pertenecen a aeta familia. El gotnero Centruroldes 
perteneciente a eata familia. agrupa a laa eapeclea venenoaaa de Motxico 
y Eatadoa Unldoa. Dentro del gotnero Centrurolde• ae encuentra el 
alacr6n Centrurolde• noxlua Hoffmann originarlo de Nayarit, al cual ea 
de particular lntarota por la alta toxicidad de au veneno, ya que ea 
conaldarado como uno da loa m6a venanoaoa del mundo (Dent et a/ .• 
1980). 

2. Importancia del Eatudlo del Veneno da Alacr6n 

Loa primero• eatudloa acerca de loa venenos de alacr6n fueron 
motivado• principalmente por la Importancia motdica de laa picadura• 
de alacr6n en varia• regionea del mundo, como lo ea al Este y Norte de 
Afrlca. al Medio Oriente, Motxlco y Braall (Rochat et al ., 1979; Motnez et 
a/ . • 1992). Loa alacranea da la familia Buthidae, hablando de gotneroa 
como: Androctonu. • Buthus , Centruroide• , Leiurus y Tityus, motivaron 
la invaatlgaclón m•dlca aobra la naturaleza y la composición del 
veneno. aaf como el daaarrollo de antldotoa (Poaaanl. 1984). 
Conalderando la cantidad limitada da veneno qua un alacr•n puede 
Inyectar y el cuadro cllnlco que reaulta de una picadura aimple. ea obvio 
qua al veneno da alacr6n podrla contener componentes altamente 
actlvoa. cuya purificación fuera deseable para determinar au aatructura 
y alueldar au modo de aeelón (Rochat et al .• 1979). Loa accidentes por 
picadura da alacr6n constituyen un problema muy Importante de aalud 
prlnclpalmenta para nitloa cuya edad ae encuentra por debajo de loa 
Cinco alk>a y gante de edad avanzada (Alagón et a/ ., 1989). 
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3. E.-tr•cción y C•r•cteriz•ción del Veneno 

El veneno de al•crán ea una mezcla complej•. obtenida en el labor•torio 
mediante la eatlmulación eléctric• del telaon de loa alacranes (Roch•t 
et 111 ; 1979; Poaa•nl, 1984), por la maceración del telaon, o 
permitiendo la picadura del •lacren • tr•véa de un• pellcul• de P••afin• 
estirada aobr. un matr6z (Zlotkin and Shulov, 1969). L• heterogeneidad 
del veneno de alacrlln, he sido bien demostrad• por electroforéala sobre 
gel de almidón (Zlotkln et el., 1971), tir•a o lémlnaa de cellogel (lam•ll 
•tal., 1974), lémin•a de acetato de celuloa• (Ghaz•I et al., 1975), gel 
de poll•cril•mlda (Chhatw•I •nd Habermann, 1981) y cromatografía en 
columna (Miranda et a/, 1962). En la revisión publicada por Poaaani en 
1984, ae deacriben la obtención y aeparación del veneno del alacrén de 
Nayarlt, c. noxlua Hoffm•n. El veneno ea reauapendldo en •gua y 
centrifugado para remover residuos celul•rea y materl•I mucoso. El 
veneno soluble ea usualmente llofillz•do y m•ntenldo a -20oC, haat• ser 
usado. El veneno en solución •• purifica por cromatografla en column• 
de exclualón molecul•r, obteniéndose trea fr•ccionea, de Isa cualea laa 
fracciones 1 y 111 no aon tóxicas • ratonea, • una concentración de 120 
µ.g/20g de peao corporal. inyectado intraperitona•lmente. La fr•cción 1 
contiene actividad hialuronldásica. Cuando ae sometió a anéllaia. la 
fracción 111 ae separó en v•rioa componente• positivos • nlnhldrlna. La 
fracción 11 constituye la mayor proporción del veneno recuperado y ea 
letal a ratones. El término "letal" aignific• qua el componente en I• 
doaia Inyectada (en gener•I con cantidades de alrededor de 50 
microgramoa por ratón) fue suficiente pare matar el ratón, en el 
periodo de veinte horas deapuéa de la inyección. Eat• fracción ea 
separada sobre columna de carboximelilceluloaa (CM-celulosa). Ya que 
laa toxinas son polipéptidoa básicos, una resina de intercambio 
catlónlco. tal como CM-celulo••· es adecuada para el segundo paso de 
purificación. Usualmente, un tercer paso cromatogréfico ea necesario 
para obtener las toxina• en forma homogénea. Arbitrariamente. se han 
nombrado •- toxinas de acuerdo a au patrón de elución durante la 
cromatograffa (Poaaani, 1984). Por este procedimiento aa han obtenido 
varl- toxinas del veneno de C. noxlua Hoffmann, entre ellaa la toxina 
Cn 1 (11·14) (las dos letras corr.aponden al género y espacie, el nümero 
1 al orden de aecuenciación de la toxina con respecto a laa deméa, 11·14 
corresponde al patrón de elución cromatográfico). esta es una toxina de 
cadena larga (84 aminoácidos), bloque•dora de canales de Na+. tóxica 
para lneectoa y cruatéceoa. La estrategia seguida p•r• la determinación 
de las ••cuencla• de aminoécidoa de laa toxinas de alacrén, •• 
exactamente la miam• que p•re cualquier otra proteína o pollpéptido. El 
primar aapecto Importante ea el conocimiento de la compoaicl6n 
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qufmlca da •- toxlnaa. y de aua p•pttdoa darlvadoa. deapu6a da una 
dlgaatldn parcial con prot•••••· Eeta Información da al número y tipo 
da amlno6cldoa qua daba ear aeparado durante la eacuanclaclón. La gran 
mayorfa da laa toxina•. ha aldo eujata primero a la degradación 
aut~tlca da Edman. 

4. ~ Toxln- Clat Vanano da Alacr6n 

~ toxlnaa del v-no da alacr6n eon protafnae da paao molaeular bajo, 
compuaai- da una cadena pollpaptldlca •Impla, aetablllzadae por trae a 
cuatro puentea dlaulfuro (Rochat et e/ .• 1979; Debln et e/, 1993; 
Olamandl-Portugal et al, 1996). La preaancla da aeto• puente• dlaulfuro 
pudiera datanninar la gran aetabllldad da la• toxina• da alacr6n. El 
grado m6xlmo da homologfa entra eacuancla• primaria• •• obtenido 
cuando loa ~ptldoa eon allnaadoa con raepacto a la poalclón da aua 
raelduoa da clatafna (Rochat et e/ .• 1979). 

4. 1. Claalflcaclón 

Loa vananoa da alacr6n contlanan una variedad da toxina• qua actúan 
aobra canal•• da •odio o potaalo. en una amplia variedad da forma• y 
con aapaclflcldadaa marcadamente diferente• hacia preaaa dlfarantaa, 
Incluyendo mamffaroa y artrópodo• (Zlotkln at e/, 1978; M•n•z et e/ .• 
1992). Lea toxln- d• alacran puedan aer dividid•• en do• catagorfaa. 
con baea an aua aatructuraa primarias conocidas. Estas son: toxinas da 
cadena larga y laa toxlnaa de cadena corta (Posaanl, 1984). 

La• toxlnaa da alacr6n da cadena larga, contienen una cadena 
pollpapHdlca conetltulda por 60-70 amlno6cldoe. eatructurada por 
cuatro puentea dleulfuro (Kopeyan et e/ ., 1974). Esta• tienen un paao 
molecular aproximado de 7000 dallonea (Miranda et e/, 1970, Rochat at 
•'· 1979). E-nclalmente alteran la conductancia axonal ,, pueden aer 
dividida• an cuatro grupo• principales. El prlmaro, conetituldo por laa 
alfa-toxlnaa. qua afectan aepecmcamenta la conductancla axonal de 
mamffaroa. prolongando los potenciale• de acción. como resultado de 
una dlemlnuclón o bloqueo de la lnactlvaclón del canal de sodio (Rochat 
et al • 1979; Cattarall, 1984 .• Kharrat et e/ ; 1989., Eitan et al ; 1990). 
El aagundo grupo eata formado por las toxinas-beta, que afectan la 
activación del canal de aodlo en mamlferos. Las alfa y beta toxina• ae 
unan a sitios distinto• en el canal, pero sólo las alfa toxina• se unan de 
manera voltaje dependienta (Couraud et al .. 1982; Cattarall, 1984) y 
mueetran cooperativldad positiva con alcaloides solubles en llpldos, 
tala• como la varatridina (Catterall, 1984). Las bata toxinas no 
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interactúan ainerglaticamente con la veratrldina (Couraud •tal ., 1982; 
Courauc:I end Jover, 1ga4). El tercer grupo de toxinas comprende las 
toxinas depreaoraa aelectlvaa a insecto. Eataa inducen une par61iaia 
tl6clda progresiva, ya que bloquean loa potenciales de acción, por 
depolarizaclón da membranas axonalea y auprealón de corrientes de 
sodio (Zlotkin et al ., 1985, Leater et al ., 1982). El cuarto grupo eatá 
compueato de laa toxinas excltatoriaa aelectivaa a insecto, laa cuales 
causan una par61iala eap6atica inmediata en Insectos. provocando un 
disparo repetitivo en loa nervios motores (Wallher et al., 1976), debido 
a un incremento de la corriente m6xima de sodio y una disminución 
voltaje·clependiente de la inactlvación de la corriente de sodio (Pelhate 
and Zlotkirt, 1981 y 1982). Las toxinas del cuarto grupo se unen a 
membranas neuronales de Insecto, de una forma voltaje-independiente. 
Las toxinas de cadena corta de alacr6n comprenden 35-40 residuos y 
tres a cuatro puentes disulfuro (Possani et al , 1982; Debin et al, 1993; 
Olamendl·Portugal et al ; 1996) Semejante a las toxinas de cadena 
larga, ellas pueden aer clasificadas en toxinas selectivas de insecto o 
mamlfero, y tienen como blenco canales de potasio (Dreyer. 1990). 
El modo da acción da las toxinas de alacrán ha sido extensamente 
estudiado, usando venenos crudos o toxinas purificadas (Rochat et al . , 
1979). Hasta el momento una colección grande de péptidos homólogos de 
alacranaa ha aido Identificada y se ha encontrado qua algunos da estos 
bloquean dos clases da canales da K+. los disparados por voltaje (tipo 
Kv) y loa canales de K• da alta conductancia activados por Ca2• (tipo 
BK). Esta• toxina• inhiban en un rango de concentración de 1pM a 10nM y 
actúan aólo sobre canales d• K+· Los vananoa Interrumpen la actividad 
neuronal mediante la producción da disparos repetitivos seguidos por 
dapolarlzación de vida larga. Las toxinas contra canales de K• se unen 
bien a loa estados abiertos y cerrados da loa canales da K•. Estea 
toxinas podrlan actuar como iniciadoras da dapolarización inmediata 
(Mlller, 1995). La carlbdotoxina y la noxiustoxina inhiben más da una 
clase de canal (varios canales de K• activado• por ca2+ y canales da K• 
dependientes da volteja, la ibariotoxina parece ser un bloqueador 
selectivo del canal d• K+ activado por ca2+ da alta conductancia que 
est6 preaante en músculo y tejido neuroendócrino (Garcla et al , 1991). 
Ea preciso mencionar que existen otras toxinas contra canales de ca2+, 
como lo aon loa dos péptidos aislados dal veneno del alacrán Pam:Jinus 
imperator. una de ella• llamada imperatoxina inhlbidora a imperatoxina 
activadora, donde respectivamente la primara y la segunda bloquean o 
activan loa receptores da rianodina de músculo esquelético y .cardiaco 
(Valdivia et al , 1992). Se ha demoatrado la existencia da toxinas 
bloq-adoraa de canales de cloro da paquena conductancia entra las qua 
ae pueda mencionar a la clorotoxlna, la cual as un componente del 
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~del alacran Lelu,.. qulnque•tn•- qulnque•tn•- (Debln et 
el;, .. ,. 
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A N T E C E D E N T E a 

En el grupo del Dr. Poaaanl •• han caracterizado alrededor de nueva 
clon•• de DNAc que codifican para toxinas del veneno del alacrán 
Centrut'Old•• noxlua Hoffmann (Becerril, 1993•; Tapia, 1994; Vúquez 
et al , 1995). •ata• ae han denominado Cngtl-CngtlX (nomenclatura 
arbitrarla en la que I•• doa primer•• letras corresponden al g•nero y 
especie, laa letras g y t corresponden al vector en que el lnae"o del 
DNAc correspondiente a cada clona fue aubclonado, en eate caso 
lambda gt 11 y el número romano hace referencia al orden de obtención 
de I• secuencia nucleotldic• con respecto a I•• otras). El análiaia 
comparatlvc de eat•• secuencia• con laa toxinas de alacrán repo"adas 
reveló que loa ONAac de C. noxiu• Hoffmann codifican para una familia 
de toxina• de alacrlin muy aimllarea (Flg 1). Loa resultados de la 
secuencia del DNAc de la clona CngtVI (Flg 2) Indicaron que ae trata de 
un lnaeno de 346 nucleótldoa y que codifica par• un polipáptido 
precursor de 87 aminoácido• con un páptldo aai'lal de 19 amlnolicldoa y 
una secuencia de poli A de 16 nucleótidoa. El polipáptldo maduro ea de 
68 amlnolicldoa, esta clona al ser comparada con las secuencias 
nucleotídicaa de ADNc conocidos de C . noxiu• presentó la mayor 
homologfa con la clona CngtlV (Fig 1) I• cual fuá utilizada como sonda 
radioactiva para alelarla (Tapia, 1994, Vázquez et al. 1995). Al 
comparar la secuencia de aminoácidos Inferida de la clona de ADNc 
CngtVI (Flg. 2), con las aecuenclaa de aminoácidos de laa toxinas del 
mlamo alacrán ya conocidas (Flg. 1). ae observó que esta secuencia 
correspondfa con la toxina 11-14 (Cn 1) (Fig. 3). 
Becerril et al (1993b) lograron caracterizar I• reglón genómlca que 
codifica para la toxina y del alacrán Tltyua ••rrulatus la cual fue la 
primera secuencia genómlca codlflcante para una toxina del veneno de 
alacrán, en ser aislad• y caracterizada. Delabre et a/ (1995); aislaron 
el gene que codifica .,.ra la toxina AaH I' del alacrán Androctonua 
au•trali• Háctor. Tambián fueron aialadoa y secuenciados loa ganes 
que codifican para I•• toxinas y-b y y-at de loa alacranes Tltyua 
bah/ena/a y Tltyua atlgmurua respectivamente (Becerril at a/., 
1998). Se llevaron • cabo Intentos de caracterización de genes del 
alacrán Cantrurold•• noxlus Hoffmann, pero haata el momento de 
lnleiar esta tesla no ae habfan obtenido resultados positivos. 
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(ACCATCGAAG ATG AAT TCG TJTG TTG ATG ATC ACT GCT 37 
t N N 8 b b M 1 TA 9 

1 
TGT TrC GTC CTG ATC QGA ACA QTQ TGG M 
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QCA (AAG GAC GGT TAT CT[G GT{G GAJC GCA et 

2 3 4 
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AAG GGC TGC AAJA A)AG AAT TGC TAT AAA ne 
K G e K K N e y K 38 

TTG GGA AAA AAC GAT TAT TGC AAT AOG t45 
LG K N D Y C N R 45 

GAATGCAGA 
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AGTTACGGC 
8 y G 

TOCTATTGT 
e y e 

ACACCGACT 
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ATO AAA CAC COA GGA GGT 
M K H R G G 

TAT TGC TAC GGA TTTGGG 
y e y G F G 

GAA GGA TTG TCC GATAGT 
E G L s D 8 

TGGC(CC CTT CCT AATAAA 
5 
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t72 
54 

'" 93 

228 
72 

253 

81 

ACA TGCJAGC GGA AAA TAA TGGCAACGACTT 283 
T C S G K END 87 

TTTATTGTCCACCAACAGAAATAGT(GTAACGCTTT 
8 

TTAATTGCAAGT)AAAAAAAAAAAAAAAA 

3t8 

Fig. 2 Secuenci9 11tn:l1aVi:lc• del DNAc ... cton. CngtVI con•epondl9n• ... IDXiNI H-14 
(Cft1). La·----·.·1 ...... .,,-c:arr-- ... ...,_la_,.... __ . 
El pal'tll!I- ,.._ iftlcla en•• -Ido nll..,.ro 1 lf -·en el am-ldo 
ntJlnefD 87 (......_ .,.. ,,..,...,. El palflljJLllJ 1118duro in~ en el~ 20 .. .._... 
en el 87. La cola da paliA eai. en_.... Laa reglonea an carcllel .. --- • ... 
--• .--. para al diHllo ele ollgonuc-lc!oa. 1) s· Gen (1-20). 2) N 
termina! <••·87). 3) !ni Cn1 (82·102),4) lnt 2 Cn1 (85-104), 5) C2 tox 
(240-259), •> e tox (3011·330). 
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To•l11e 11-1• (Cll1) 

1 • 10 111 
Llo•Aop-Gll·Tlr·Lou•Val-Aop-Ala•Llo·Gll•Clo•LIO•Llo·Aon-Clo 
K DGYLVDAKGCKKNC 

,. 20 25 30 
Tlr·Llo-Leu-Gll·Llo-Aon-Aop-Tlr·Clo·Aon-Arg·Glu•Clo·Arg-Mot 
Y KLGK NDYCNRECRM 

31 35 40 45 
Llo•Hlo•Arg-Gll·Gll·Sor-Tlr·Gll·Tlr•Clo•Tlr•Gll·Fon·Gll·Clo 
KHRGG avo YCYGFGC 

... so 55 eo 
Tlr-Clo-Glu·Gll·Lou-Sor-Aop-Sor-Tro-Pro-Tro-Trp-Pro-Lou-Pro 
YCEGL SDS TPTWPL P 

e1 es 
Aon-Llo-Tro-Cl•-••r e111lda 
N K T C a 

Flg :a. •-•ncia ......._. de la -- Cn 1 (11·1•) (Po•..nl et al.. 11101: P-•anl. 
1-: V6-z al el• 1-) 
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O•o1•TIYO 

Alel., y delennlnar la a9-la nucleolfdlca de la Ngl6n gen6mlc:a que 
oOdlllca para la toxina Cn 1 (11-14) del veneno del alaortin 
C.,,,ruroldN "'"""- Honm.vt. 

M•TODOLOQIA 

Eata •• ••v6 a cabo mediante al macaramlanto da loa organlamoa 
oomplal- a •-paratura da oongalamlenlo. Sa Ullllzaron 5 g,.. da aatoa 
organlemOe por cada procaao da pNparacl6n. El pulverizado - rapartl6 
an do• luDoa (partea lgualaa) y - la agrag6 a cada tubo 25ml de la 
aolucl6n da axtracclOn da DNA ganOmlco (0.1M EDTA 
(Elllandlnllrllote1raca1a10 dlaOdlco), 0.05M Tria 
(Trlhldroxlmalllamlnomalano) pH 8.0, 0.5 % SDS (Dodacllaulfalo da 
aodlo) v 100 mlcrogramoa/ml. da protalnaaa K). S• mantuvieron loa 
tuboa a 55•C durante cuatro hOraa. Para llevar a cabo la ellmlnacl6n da 
deaecftoa calularaa lnlclalmante - cantrlfugó a una temperatura da 40 
C a 10,000 revoluclonea por minuto (r.p.m.) durante 20'. El 
aobrenadanl• futi tratado mediante ••lracclonea con fanol, 
fenol-Cloroformo-alcohol laoamlllco y cloroformo reapacllvamanla. 
El aobranadanla futi puaato a dlallzar an cuatro lllroa da TE (Tria 1 OmM 
y EDTA 1mM) durante toda la noche; como al volumen raaultanla fue 
grande tiata fue concentrado con butanol. Poalarlormenla •• pNclp116 
con acetato da aodlo 3M a pH 4.8.y etanol abaolUlo, y•• raauapandl6 en 
1 mi da agua lalradaalllada. 

2. Purlflcacl6n del DNA da C. noxlua Hoffmann. 

Futi naceaarla la allmlnacl6n da un pigmento da color rojizo qua •• 
anQ»nlra unido al DNA da •••• alacrM, al cual - aapacula qua pudiera 
•-r una naturaleza da pollaactirldo con eargaa poalllvaa, por lo qua ae 
hizo naceaarlo un paao da cromatografía da filtracl6n molecular, para 
qua aomalldo a alta fuerza lónlca, el pigmento ruara aaparado. Sa 
ullllzó una columna da Blo-Gal A-som malla 100-200 (Blo Rad, 
Ri~ Callfomia.) y al buffer Tria 10mM pH 8, EDTA 1mM, NaCI 0.5M. 
La columna •• carg6 con un volumen da 500 mlcrolltroa del 
raauapendldo del DNA genómlco. El DNA aparacl6 en laa fracciona• 8-12, 
"t• ~ PNcipilado v reauapandldo an agua lalradaalllada. 
Conalderando la axlgancla an la• condlclonaa da pureza dal DNA 
gen6rn.lco, fueron necaaarloa otroa paaoa poaterloraa da purlflcacl6n 
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de•...,.• del procedimiento croma1ogr6flco, como fueron: Cenlrtc6n 
<-"'- concentralora Amleon, Beverty USA), Glau Max (Gla•• Max 
DNA lllCllallon Spln Cartrldge Sptem, GIBCOBRL, USA) 6 extracclone• 
•-•-cloroformo. El ONA gen6mlco •• cuantlflc6 por lectura en el 
98J18ablllf~ a 280 1' 2110nm. Como el pico m6xlmo de ab8o~a 
de loa 6cldOe nucl•lco• - a 2ill0nm. y para la mairorr• da 1 .. proterw 
- de 280nm, la qlaol6n de 1 .. lactur .. de una mue•tra de ADN a •••­
longllude8 de onda noa Indica la propon:ldn en que una mue•tra da ADN 
-16 -oelllda con proa.in.a (Sambrook et el, 1888). La concanlracl6n 
del ONA - verlflo6 por ~ de aleelrlllfor6ale en gel- de agaroaa al 
0.7%, donde ~ pudl- eallmar la calidad del DNA. 

El dlaefto de loa ollgonucla6tldoa •e llev6 a cabo con ba•• en la 
-cuenda del DNAc CngtVI que codifica para la toxina Cn 1 (11-14), 
-la clona de ADNc fue obtenida en mi trabajo de •-•• de llcenclatura 
(Tapia, UtlM, Vúquez •• al., 1885). La ••cuencla d• ••ta clona -
__.,. en la Flg 2. 
Se ellgl6 -..-mcamenle ••la clona de ADNc por •er 1a· ünlca en 
~1116n con la• ira •ecuenclada•, que pre•enta el mayor mlmero da 
nucle611doe hacia el exa,.mo 5', caracterl•llca aprovechable para el 
dl•efto de un ollgonucle6tldo que permitiera una ampllflcacl6n 
••pecfflca, al •• conaldera la poalble locallzacl6n de un lntr6n en ••la 
regl6n (ver antececlenl••), (Becerril et a/, 1883b, Delabre et al, 1885, 
Becerril et al, 1888). Lo• otlgonucleótldoa adem6• de aar utlllzadom 
para la ampllflcacl6n del ONA gen6mlco por PCR, ae utlllzaron como 
-nda para la hlbrtdlzacl6n de lo. producto• dal ml•mo. La• •ecuencl .. 
da loa ollgonucle6tldoa utlllzado• en al preaente trabajo •• pueden 
obaervar Indicada• en I• flg. 2. A continuación •• ll•tan lo• 
ollgonucleólldo•, en donde •• ••ftala el nümero de nucleótldo• y la 
temperatura de fual6n (Tm) para cada uno de •lloe: 

Tmaaa.8+0.41(%0C)-500 • b•••• 

Oigan =' ' f 

~Cn1 
lnt.Cn1 ··­NT-
lnl2Cn1 

Tm 
(oC) 

ao.n 
57.45 
S1.3 

57.57 
•1.47 

T­
(nuolad-) 

22 
20 
20 

21 
21 

12 

Poak:ldn 

247 
15 
.54 

1 
19 

5·.3· ..... -_ .. __ 

5"-:J"de .. c-oodiflcan .. 5"-:J"de .... ___ .. 

5"-:J"de .. ,,__,.,...._.._ 
5·.3·c1e .. ..-na cmnplernan-. 



4. Re•aalen en Clldena de ,. Pallmeraa• (PCR) 

E•t• - llev6 a cabo mediante la utlllz•cl6n de ollgonucleólldoa 
ffpecfficoe cuya •ecuancl• como ya •• menclon6 ~raapond• a la de 
reglol- eapeclfleaa de la el- de ADNc CnglVI (Flg 2). 

s. T_te,.nca. por el ~lodo de Southem (Sambrook •I •I, 1889) de 
IOe produatoa de arnpUfleaelón por PCR. 

e. Enaayoa de hlbrtdlzacl6n da loa producto• d• •mpllflc•clón que 
fuenan t-feñdoa. Se ulllia6 como aonda ~Cllva I• el- de ADNc 
CngtVI o bien, alguno d• loa ollgonucle6tldo• aapecfflcoa 
wre•panclle11•• a ,. ·~ de ,. mlarna cr-. 
7. 8•*1c'anadan 

P•ra llevar a cebo I• eubclclneel6n •• 11-6 a cebo la purfflcacl6n de la 
bel'ld• eapeclflce, que hlbrldlz6 con I• clon• d• ADNc y con lo• 
Ollg-al•Cllldoa eapecrti- 11' I• re•cclón de llgllCión del lnaarto con el 
vaclor pUCBMaO et cual deriva de toa plllernldOa pUC18118, y con• .. de 
2722 ... ,.. da baa•• qua ~· un afflo de clonael6n ml)ltlple. Loa 
pfOduclloa de la PCR - aubctonaron en el altto da EcoRV. P•ra la 
tranafonnaelón en c61ulaa competente• •• utlllz6 la capa DH5a ••• 
cual•• •• prepararon aaglln Hlroakl and Hlro•hl, 1880. Laa clon•• 
racomblnantaa •• ••lecclonaron • trav•• da loa m6todo• de 
a-complamanl•cldn, •n•ll•I• de rea1r1ccl6n del DNA pl•smldlco 
(S•mbroolc •t •l., 1888), PCR en colonla, hlbrldlz•clón en colonl• • 
hlbrlcllzeci6n en punto. 

8. ~a Nualeotldlca 

Se ,,..,., a cebo la aacuancla en doble c•den•, utilizando al ••tuche de 
~ (Unllad Slat•• Bloehemlcel, Claveland, Ohlo, U.S. and Cana~). 

8. AMllala • lnl•f'P'9tacl6n d• la Secuencia. 

E•to - hizo a trev•• del aatudlo da la ••cu•ncla nucteotldlca de laa 
el-. ~edaa ... , como ,. comparecfón de ••taa con la aecuenclll 
de la• clonaa de DNAc que codifican para la• loxln•• de C. noxlu• 
Hoff- qua ya •• heblan reportado, ••to con el propóalto ele definir el 
alelamiento de la Clonaa genómlca• que codlflcar•n pera toxina• del 
- de C. noJtiua Hoffmann 
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R~•ULTADO• Y Dl•CU•ION 

REACCIONEN CADENA DE LA POUMERASA (PCA) 

Para •-•r a cabo IO• experimento• de la reace16n en cadena de la 
pollm-• del DNA gendml- de C•ntrurold•• noxlu• Hoffmann -
utlllzeron loa ollgonucledUdoa cuira• aecuenclaa correapondan a la 
clona CngtVI lf - ..,.._, en la Flg 2. 

Para cada una de 1.. '9a0Clone• da PCR •• emplearon 51'11 de DNA 
gen6mlco. Cuando - uUll&6 una temperatura da all-amlento de 48oC 1f 
25 Clctoe, loa ollgonucla6Udoe s· Gen lf Ctox (e•t- - - dabldo a 
la poaiCl6n de loa rnlamoe, en loa extremoa s·ir 3· de la el- da DNAc), 
- obbNO una banda de 800 parea de ~. la cual hlbrld6 con la CIOna 
da DNAc CngtVI 1f al Ollgonucla6tldo lnl Cn1 marcadoa radloactlvamente 
(Flg 4). 

a b 
2 2 

pb - - ~eoo - -~350 

Flg 4. AulDrr--afla en - - -Ira la h- d91 producto de PCR C""- a· 
Gen" C-) can ... tamallo .. - -·de-· a) Hibrldlz- can .. _ da cDNA Cngt 
VI. En .. p- carril - -rva la -- de 800 p- de -·· en el -- canll al 
- _..,.,,el cu.i con•-- .i ~..,de PCR de la clona Cngl VI. b) -16n 
con al ...._,ucleólldo lnt Cn1. En el primer cerril anconlr- la banda de llOO P81'••· en .. 
--- .. con- poaitivo, el pnxlucm de PCR de la clona Cngt VI. 
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~ de -toa ,..ultadoe - llevaron a cabo otr- Intento• de PCR, 
a61o que variando laa condlcl-•, como: la concentracldn de loa 
ollgonuoleOlld- utlllz•d- y laa condlclonaa da loe programa• da 
ampllfloacl6n. 
En -t- experimento• da ampllfloacl6n •• utilizaron como primero• o 
Iniciadora• loa ollgonucla6tldoa 5 ·aen y Ctox. •• empleó una 
temperatura da alineamiento de SOOC y 30 clcloe y •• obtuvo una benda 
de un l...afto ... 350 p.b. eproxlmado al d• la clona de CONA CngtVI (Flg 
5), paro •ata no hlbrldlz6 con la clona da DNAc CngtVI marcada 
radloaotlvamanta. 

21711 
17511 
12:50 
1oaa 

esa 
~~~ 
:594 2•• 
2:54 

Flg. 5. - m ~ - PCR con un 18mllllo .....,.._ •I der. clan• et. DNAc 
(CnglVI). e.e-••• - gal de -- •I 1%. En •I carrg 1 •• ob .. rv• el producto• 
PCR d9 .. clona Cngl VI, en el - 2 - ob-rv• el p<Oduc:to de PCR con - ollgonuc..-
5'"0.n ~ CIDa: .. c.rril 3 mue•tr• el marcador VI ele peao molecut.r de Boheringer. 

Se lncremant6 al número de ciclo• a 30 y con la misma temperatura de 
alineamiento da 52oC •• obtuvo una banda de alrededor 1100 parea da 
baaaa. la cual moatr6 una ael\al de hlbrldlzacl6n con la clona de DNAc 
CngtVI y al ollgonucle6tldo ••pacifico lntCn1(Flg. 6) amboa marcado• 
radloaotlvamanta. 
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a 

2 

b 

-

pb 

ZlZZ• 
&14• 
4973 

iAff 
1904 
1&•4 
tll?& 
94? 
eis1 

&•4 

pb 

-1100 

-ll&O 

Flg e. Praducto - 10mPlllc-lón del DNA gendmico con loa oNgonucleói-. s· Gen 11 Ctox, con 
.., - de - - 1100 pmre• de b-•· a) Electrotor•aia en gel - - 1%. En 
loe carrilea 1 y 2 - ob .. rva el producto de amplific.ci6n •I cual pr•Mnta un tamal\o de 
1100 -- de ba9e•: en el carril 3 el Marc-r de Pe90 Molecular A Hlnd 111-EcoRI. b) 
Au ..... -.all• - praduc:to de amplillcación de t 100 parea de b-•· En loe carrile• 1 11 2 
- -..,,an loe - productoe de ampUlicación de 1100 parea de b ... •. en el c•ril 3 el 
_,_ --· - corre_.,.,..m al producto de PCR de le clona CngtVI. ,. 



S. llevO a cabo la purtflcllCIOn de eate producto de ampliflcaCIOn, .. r 
- la ~clOn. Se Hlacelonaron laa cion .. recomblnantea v H 
procecllO con la aecuenclaCIOn. La aecuenela de eate Inserto de 
alrededor de 1100 parea de baaea (Flg. 7) moatr6 caal un cien por 
ci-o de homologra con la ragl6n del .,.ptldo Hftal de la clona de DNAc 
CngtVI (Flg. 2); v H ObHrv6 una lnterrupcl6n en el amlno•Cldo 15 del 
.,.ptldo Hftal, donde conalderando la aecuencla Inmediata v que tu• 
comparada con loa extremo• que definan loa lntronea para alguno• 
ar6cnldoa (BacarrU •tal. 1893b) (Tabla 1.) puede tratara• de un lntrOn. 

~•••• r··e ':g11ullc8lalft9Ceg•••tantggngee··m•'M•rns 2U 

' ..... -.... ·-111a•1e1•:U1111aillll ... a.., .... ,..,.. .. ___ ,____.n_.ngr·ecoc1a1aa.11g 339 

,,... 1 u n 11 a· e •ac • ·••..,..11cttgetceac:guuucc••·• co7 

tc:-11·----•-tc:tallctc--tc:taslc:tc:lls~IL 478 
• · m F • ... a· 1i1111 agtc:gll'-ma ce- gctgctpa 548 

o 1 ·ng·1119111g111:,......._tagtgm1tgctatttgatttat_.ean 1120 

llllO 

-.· a - * r .-. a •==ta···11FW111aa •Delllle9...._., a1 --IUG& Cf' • ar ·cfec· 0·11 "•aa xgm:m:gl•tcc HIMU..._ 800 
:11 

····-······-~1gtgclacalm-..... tec1tttt 970 ..... 
•= a u y• ºC'OVUPPPo'ª'A&3AAOOlTATCTG 

TVWAKEOYL 

1041 

1101 

OT"GACGC' ªªOAOCTGCAAA 1122 
VDAICGCK 

Flg. 7. Secuendei nuate tk#ca m .. clan8 d9 alred9dof' de 1100 .,..... de bwa.EI primero y 
MgundD ...,... .. encuentran en letraa meytlaculea. La regi6n aubreyada en letra• 
~can._- l!I Is Nci6n - codificl!I -·el~- ....... Con lelr- mind8culaa 
.._....._ .. M8idft del inlrdn. Laa wuenc6- qwe - ab...,,., en letra• minúac:ulaa y 
....._...... -• como aeftaladaa con loa n.:imeroe en negrilla• correaponca.n • loa 

Mg ru ah asJ t 1 .- - ....,..,_. para ww.r en _ .. ttecuencia. 1) oligonucledlido w1 
cn1. a) tifa~ 1e1 '1~lda W2 cn1. • 3) oligonucle6tidD W3 cn1. 
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-~ a. ~··'- •• --- l•~••i-• •• •l~--t- •-• •• ...... ,... (ver rararanc~•• en •1 P~• da 1a tab1a) 

Zntr6n 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 

con••nao 

••cuenc~• de bord•• ~ntr6n~co• 

extremo 5 1 ••••• t ... fta de2 ~ntr6n •••. Extr .. o 3 1 

9taa9tctca........ 6.1 kpb 
vtaa9tacat •••••••• a.6 kpb 
vt••vtccaa •••••••• 6.3 kpb 
9taavtatvt········ 2.1 kpb 
9ta•vt•vtc •••••••• 5.0 kbp 
vtatttct9c........ 6.9 kpb 
9tatvttaa9 •••••••• 14.3 kpb 
gtaagtvcta •••••••• 2.7 kpb 
9t9a9tataa........ 963 pb 
9t9a9tat9a •••••••• 1,019 pb 
9taa9attta •••••••• 425 pb 
vtaa9ct9aa •••••••• 475 pb 
9tta99tccc........ 474 pb 
9tta9gtccc •••••••• 465 pb 
9taa9atttt •••••••• 347 pb 
9tta9vtccc........ 58 pb 
9taa9ttt9a........ 60 pb 
9tat9tttt9........ 60 pb 
9taa9ttt9a. • • • • • • • 65 pb 
9tacaaaat9. . . . . . . . &o pb 
gtaa9ttt9a........ 65 pb 
9taa9ttt9c........ 61 pb 

9taa9-

•••••••• ttttttttag 
•••••••• ttttttatag 
•••••••• 9taactcta9 
•••••••• tatttttta9 
••••.••• tcatcc9oa9 
••••.••• cattttaca9 
•••••••• tttattttag 
•••••••• cttctttcag 
•••••••• tttgtt9ca9 
•••••••• tttgtt9ca9 
•••••••• ctgactacag 
•••••.•• gttaacata9 
••.•..•. 9ttaacata9 
•••••••• attaacatag 
•••••••• taaattttag 
•••••••. taataatca9 
.••••••• aaatt9cta9 
•••••••• ttattttta9 
.••.•••• aaaat9tta9 
•.••.••• cattttttag 
•••••.•• aaatttatag 
•••••••• attttttta9 

mttttta9 

T-1. ~·de - In-cM dileren- gew de•'*'-· Comparación de 
- 6º ll'llºcle In.,_• ele-te•.,... .. de...-. -....nt• lo• p,_roa 10 y loa 
4llinlcls 10 nuole6tldDa de loe lntron•• - mueatran. eon-naaa propueatoa para borde• de 
lntr6n •· -ry 3"'•• muaalran en la parte Inferior de eata tabla (n aignHica cualquier 
nuc--). L.09 lnlrwt•• 1·8 cona-den al gene que cDcllllca le •ubunidmd • de 
hernoa..,.._ de a. llll'•nbda E~ calllontlc11m (Voll •' •'· 1890). Los fntronea 12. 
13 )' 14 coneaponden • ao. gene• que coclific• la toxin• gamma de loa alacr•n•• 
•udmmerk:Mloe Titrua .. nuAatue. T. ~ ~ T. IMhlenú reapeclivamenle (Becerril 
atal; 1lltl:lb; -•nll .,,. 111H). El lntrdn 15 corre_... al gene que codillc• para la 
tDalna IV-S da TON• •.nullllu• (Coron• •'al. 19H). Loe inttonea18·22 correaponden • 

loe aa- - - cia•fn• -·- d9 loa - DMm•lap/MlflOI<*• farln•• (inlronee 
18·18). E11ro11/1fph11• maynal (lntron•• 18-20) 11' De,maloph•flOld•• pte,onyaalnu• 
(In-• 21·22) (Kenl et al;). L- in-• 8 11' 10 Cn1 ... a. eatudio. El intl6n 11 
-rnp o .... el de la - AaHIº - elao:ru Androctonua aua,,alia ....,_ (~• et 
a1.1•8S). 
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Sin embelgO - tennln6 con la aecuenci• de la ciona. donde p•r• llev•rt• 
• c•l>O, hubo que dlaeftar trae ollgonucla6tldo• a P•Nlr da la• 
aac.-ncl- mu dlalalaa de 1- qua aa fueron ODtanlendo y '6ato n­
parmitl6 •v-•r con I• ••cuancl•. El ..,.,l•I• da aata •acuancla raval6 
1122 nucla6tleloa lolalaa, an donde 1010 nueladtldoa corraapondan al 
lntr6n, •• obaarv• p•n• de I• ragi6n gan6mlca qua -dlflc• p•ra la 
ragl6n del amino terminal da I• toxina y •• trunc• an al cod6n que ••••rl• codlflc•ndo p•r• la tercer• ll•ln• del pollp'6plldo m•duro en 
•••• fegldn. Eata amp11nc.c16n - llav6 • cabo debido a una probable 
cont.,..,._.ci6n del ollgonuela6tlelo Ctox -n el ollgonuele6tldo lnt2Cn1 
(ver la 1-...Z.cl6n de IOa oligonucle611d- en la Flg. 2), y aato porque 
al -gundo otigonucla6tldo - Mbla ••t•Clo utilizando con el objeto da 
•mpUfleer an la ragl6n hacia el extremo s·cerc•n• al pépllelo ••ft•I, 
aato al •• conalderan loa antecedenla• del pra•ente proyecto (Becerril 
al .i; 1ff3b; Bacarrll et a/; 19"; Coron• at.,; 1996; Delabra et al; 
1905). Al afactu•r la comparaci6n de ••la ••cuencla •• propon• qua 
codifica P9ra un. toXln• muy aam.janla a I• 11-14 (Cn 1), ya qua exlate 
I• dlfa....O. de que - el pollpéptldo maduro y an I• clona de cDNA que 
-dlflca P9ra •••• toXln• CnglVI. al aagundo amlnoécldo •• aap'6nlco y 
an I• ragl6n gan6mica •••• poalci6n I• ocupa un glutémlco. 

Conaldar.,..do •atoa ra•ulladoa, hubo qua volver a lnlcl•r con I• 
bú•quada de un inaano nuevo; entonce•, utilizando 10 mlcrogramo• de 
DNA gandnlklo, eo pmolaa de cad• uno da lo• ollgonuele611doa ullllzadoa 
como prlmaroa o Iniciador•• par• la ampllflcacl6n s· Gen y Ctox, •• 
ullllz6 un• tampar•tur• de allnaamlanlo da 57oc y 30 ciclo•, y •• 
obtuvo un producto da •mpllflc•cl6n da alrededor de 1300 P•r•• de INa•••·· -•• hlbfldlz6 con la Clona de DNAc marcad• radloactlvamente y 
con un ollgonuele611do e•pecíflco de la regl6n amino terminal llamado 
N· tarminm de la ci- CnglVI (Flg. 8). 

Sa U.V6 • cabo I• aubclonacl6n y la aacuaneiacl6n del lnaano, para lo 
cu.a •• utilizaron lo• Ir•• ollgonucla611doa que corra•pondlaron a I• 
clon• de 1100 parea de b-e•. ••••• aecuanclaa •• locallz•ron dentro 
del lntrón da la clon• de 1100 par- da ~••· lo cual puao en evidencia 
la hOmologl• entra aeta Clona de •lradedor de 1300 pares de bases (ver 
flg. 9) y la el- de 1100 para• de b••e• qua ya habí• sido secuenciada 
(Flg. 7). 
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pb 

2 1353 
1 107• 

•72 

903 

b -· 

Fig. a. Producto de •mpuricación por PCR. con los Ofigonucleólidoa 5 • Gen y Ctox, con un 
tamafto de apra.im.sam.nte 1300 p.,.a de b•aea. a) Electrofor•aia en Gel de Agaro&a 1%. En 
loe carrilea 1 y 2 - puede observar de acuerdo al orden de migración en el gel, .. banda 1 de 
1100 p.mrea de bases y fa banda 2 de 1300 parea de bases. El carril 3 corresponde al 
Marc.mr 0x1741H- IU.b) Hibrdzación en Punto de las bandaa 1) de 1100 parea de bases 
y 2) de 1300 parea de ba .. a. Esta hibridización .. Uevó a cabo con al oligonucleólido N .. ,min., ver la aecuencia del oligonucleótido en la fig. 2. 
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CCA,.,..,_.,,.,.,,""'' •u• •c•"ll'M'.'l'QN!lpm¡• , •c•nw••TC:? .. 
MNSLLMITAC LVLI 

et·e=ee .. rt'O-tg·· • a ....... trilr•··----·· an••a = 1a 

201 

..... ••• a •• ·eeog--=••1e•g···M111CK11teee···.,tee·-ce:ne• 271 
t 

•••P'n U ... -· a Jl•J•...,_~a ºl"JOOCPle• ...,..... 341 

...... 11111_.. .... .,. ... ..,llia..sciMtrot1Q111"1Gt0iUlll•ll1•11"11u~•g111u1111ia1tgigcamgcnncx•r:aa •• 410 

•a·- w U CD CU 

tclalMtaictalea~ ... -..... 'Z'••=···-··tgotgc .. , a 
1aea.cr •1118 nagac-·• a•alll ete~glggtaatll 822 

••ognro ~ g1t • a tto=1tcett•...., ••• '"M•lg••MID"erctga8granc 7M 

a"1'3 .... 1Lzg gtcg ºIWMlael 1 ª CgDDCQ ecglatacoocl 1133 

8"cr PM V 'arte- IOIB•C WMW;tlcatgt09'1CDD''dD'4 804 
a 

..... u ==-·-·ª ._-·----~--llgctll 87• 

1IQr lll'D u "C"'C'OTQTOOQC',AMIBAAQBTTA 1040 
TVWAKEGY 

ICIQli~···~nacrATMATtOOC»''''~T 1C1B 
LVDAKGCKKNCYKLGKND 

TAT113CAA,._1-'TOll•~Aal'TACGOCT"ATIOCT" 111111 
YCNRECRMKH ROOSVOVC 
-T1Tl3ULlllOIA:.tl~T101'CICCMTN3T~ ,_ 
VO FGCVCEOL&DSTPTWPL 
CCTAAT~TGCW1' 1' ' ' '';t"M TGGICAA'RMICTTTTTAT1U1'CCACCM 1•1 
PNKTCSGKEND 

CAOAAATN31TGTAACGICTTTTTAATTOCAAOT 12113 

Ag. 8. -...11ncla ft' C11 ••O de .. clona de 1300 peNe, d9 ...... Laa ~ en le­__. .... ---n • --• t) lf 2). Le reg¡6n -••lf- en ,...y~­
-npande .. .....---. Le - - -- - ---el-· Lu wu•llOl9a .....__... ... lelr89 mirl&lieoulM OGfl81PCllCMh. loe oUganucle6tldoe 1) aec1 
cnt, 2) - cnt, :1) - cn1, 

Eal• Inserto de lamafto mayor, deapu.. de ser aecuenelado, moalr6 
lanar 1292 PB'9S de a-. con un lntr6n de 883 parea de t.a•• que 
lnlenumpe la l9gldn del ~o aeftal en el amlno6Cldo 15 de la misma 
- que en la ce- de 1100 .,.,_de~. Ea preciso mencionar 
que hllata el m-nlo •• trata de la -ncl• lnlr6nlca d• mayor 
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tamafto, junto con al lntrón da la clona da 1122 par•• da baaaa, qua han 
aldo encontradas an ganaa qua codifican para una toxina dal vanano da 
alacr6n. Da la aacuancla ganómlca pudo derivar•• la aacuancla da 
amlno6cldoa da la protalna para la qua ••ta codifica. Sa llevó a cabo la 
comparación da ••ta aacuancla da amlno6cldo• con la• aecuanclaa da 
amino6cldo• da la• toxina• da C. noxlua Hoffmann ya caracterizada•, y 
•• obaarvó qua comparta al mayor porcantaja da homologla con la 
toxina Cn 1 (11-14), a axcapclón da alguna• diferencia• encontrada• an 
la reglón del p6ptido aaftal ver Flg. 9, donde el amlno6cldo once que •• 
leuclna •• codificado por un codón cuya tarcara baae cambia da cltoaina 
a guanina, eato no origina al cambio da amlno6cldo, conaldarando la 
daganaraclón dal código gan6tlco; paro an al amino6cldo traca al axlata 
un cambio da lauclna a vallna. Sin embargo tambl6n •• encontró una 
diferencia an la reglón aatructural, la cual •• a.:.n de mayor Importancia. 
Eata - localiza an al aagundo amlno6cldo del pollp6ptldo maduro, donde 
en la aacuancla primaria da amlno6cldoa da la toxina Cn 1 (11-14) y en 
la aacuancla qua corraaponda a la clona da DNAc CngtVI qua codifica 
para aata toxina, aparece como 6cldo aap6rtlco, y en la aacuancla 
gen6mlca ••ta mlama poalcldn •• ocupada por 6cldo glut6mlco, lo cual 
noa Induce a panaar qua •• trata da la reglón ganómlca qua aatarla 
codificando para una variante de la toxina en 1 (11-14). Por todo lo 
anterior ea praclao mencionar qua la reglón ganómlca codiflcanta para 
la variante da la toxina Cn 1 (11-14) praaanta do• axonea, donde al 
primero ocupa la poalclón 1-43, y al aagundo la poalclón 1017-1292; y 
un lntrón da 983 parea da buaa. En al laboratorio •• han obtenido 
alguno• polip6ptldoa qua •• encuentran junto• con la fracción qua 
contl- a la toxina 11-14 (Cn1), aatoa aon p6ptldoa minoritario•, loa 
cual•• pudieran aer variante• da aata toxina, huta ahora ae ha llevado 
a cabo la -nclael6n da algunoa da eatoa, paro conaldarando qua aata 
aacuancla corraaponda aólo a alguno• raalduoa da laa mlamaa, no •• 
poalbla podar definir haata al momento al laa clona• ganómicaa da 
alrededor da 1100 paraa da baaaa y la da 1300 parea da baaaa codifican 
para aatoa p6ptldoa; para ello todavla ea nacaaarlo un aatudlo 
axhauatlvo da la -ncla da loa mlamoa. 



10 20 30 
1100 ACCATC'OAAQATQM'rl'CO'T'!'G'M'GA'l'GATC 

11 11 S L L 11 % 
1300 •• lllUlTS~mfA.8YUllCCBJllCMaTS'YVNCCc:ATCGAAQATGAAJ'TCOI iUi lCiA.'l'aA.TC 

llN8LLllZ 
cngr:.VJ: ACCATCGAAaATGAA'M'CO'l"l'CJ'l"l'G1"Qa.TC 

llNSLLN:t 
40 so 60 80 90 

1100 Ac-rac1Tar 1iQQJCC1CATCOgt:g .. 11:•r:.g-c:tttataattS1"•t:c:g .. atteggtt•• 
T A e L V L t 

1300. • a<:iOCIN'fl JOOtCO'ia.t.TCaete•et•t =ve-tt•t:.••t.t.e•t-1J•-tt-1111t.tgt. 
T A e L V V z a 

CngtVZ ACIGCllOIJICOJCCraATCQO 
TAC'PVL:ta 

100 110 120 130 140 lSO 
1100 t-t:.t1:.t.t1:.• .. t.ggcet•at.t:.1:.et.t:.t.•• .. gt.t.at:.1J .. •t.t.c,.cgt:t.•1t•t.1tlt .. t:.ac• 

111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
1300.• t .. t:ll:ltll:ltt:.•••1tne•t••t.t11:et:.tlt••••11ttacg .. attegcgttat:.att11: .. cae• 

100 170 100 190 200 
1100 ttar:.ar:.cgtetttttr:.--an ... tc,.••••e•et-geagat:tacagcatgtr:.c:tt.tcat. 

1111111111111111 111111 111111111 111111111111111111111111 
1300.a t:.t.a1t.a1t.r:.91t.att.l:t.tt:t.•tn ... t-1it•••ec:actcgc:a11at:talll:•lifc•tet11:c:t.ttcat 

220 a>o 240 2SO 2•0 
11 oo •t•t:.•acctaaar:.c,.ae•11: 111:cat•t:t:t•c:•g•••t•t:. ttggt cga••••t t:at:•e••~t: t 

1 1 11 1 1 111 1 111 1111 1 11 11 11 11 1 ' 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1111 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1300. a atat:oact:taaat:qaaat tcat:at 11:tacag .. ata11: t:11:sn1t: tgaaaaattat:aaaac:t t 

270 200 290 300 310 320 
11 oo c~etaaact:galt t:c:tagt:gt: ttc:egaaat: tagaacgat;. t tgt:aat: aaaecgat tgaaae 

1111111111 11111 1111111111111111111111111111111111 1 1111 
1300.e c-ar:.aaact:catl:ctgetlJl:lttcagaaall:t:. ... aegatt:t;.gr:.aataaattg11:tc.vaaat . . . 

330 340 350 360 370 380 
1100 wet.a1t.•a•tt9~at:t. ... 9ccqa-t.attt•cv--atatga-etct:gcc:cgcca--aga• 

1111111 11111111 1 1 11111111 11111 111111 1 1 1 1 
1300. a c11cataaet1tctatt:•••srttgaat t:.all: t: tacgtat tat:gagatc:t:gc:actc:g•t:t:c:gt g 

390 400 uo 420 430 
1100 ggt:et: tctt:gc-t:c:ace9gggggatet tc:t•esr~as;rtc:ac:ll:eall:ctc:- - -- - cactatt t 

1 1 111 111 11 11 1 1 1 1 11 1 1 1 11 1 111 1 
1300.. v•t:9'tifc••1tgceacec:aac9111c:aatc:tgcc:•aa•·eer•r r et r et ca11sr•l11it••ll:atet 

uo 450 460 '70 400 ... 
1100 --taatctc1:ar:.1tct:c:t:actac:tctaatctct:t•tll:taagagt--t•gacct:gt•aagt:e 

1 11 111 111111 11 1 1111111 1111 1 1 1 11 1 1 1 
1300.e •CVagr:.cactaa1tc:t:ctat1tatt:tt: .. tct:c:-t:.attctc:t•c:t•ctctact•ctt:t:aatc 

soo SlO 520 S30 S40 sso 
1100 ae1ttegttt:aat11atgeacecttgace•gtg~gtcgtt:tattta•sreesrctgc:tsr••ta 

111111111 11111 1111 1111111111 11111 1 
1300. • t:clt teltt t••••11tt- -agacct:gll: .. agt:••• t t agtt:. taatgets;rctactec:Ctac:c:a 

s•o S70 seo soo "ºº Uo 
1100 -t:Olt tgacctgt:ccaac tgegtgtgsrr;aa t. r; cet t: t: ta9't:atagll:SJ•t tsrctat:t Cgat t 

11 11 1 1 11 11 111111 111 1 11 1 1 1111 1 111 
13 00. a •t9et:.99t.egtr:. t t•t t t.eagt:11tg--••t•t:.1J1JI: tgac:c:cgtct:.aar:.tg•gtggt:••t 11: 

610 6~0 630 640 650 660 



'"'º uo ••O •so ••O 
1100 t•t:•••a1t;t.tt.t:t:C"••t•C1tct.cC11tcacct:o:='t:.at:gct••c• .. t:.•t•1:t.9acct:•ct.•• 

'" ' 1 11 

680 ••o 700 710 720 730 

1300 •-•&.c11~t.t:ct_.,g•ttttca1tt.at•gt.egt.t:l;'tcetsectree'•1gt.~ec.at:a .. 
"ºº 010 020 030 oso 

1100 at.t. t:ac•t.••••t.t.gcat. t:ctrt:••--•t: t:tt caat tataat:gtccrt: t:.1t.ct:ggc1:a11aca 

""º 070 ""º ••O 900 910 

••O 930 ••o 950 '60 970 
1100 att.t:at. .. cag9actgt:tt:tcgtt:t:.t:Catact.t.catgtgctacatat:••t:•atataC"t:tt: 

HO ••o 1000 1010 1020 1030 
1100 t.Ctgacaeatttl:.gagt:gcata11cat:t:aaat:•t.t.tt•at:tttatt:gt.gttaataagtat.t 

1300 gctt tt tcr•••t. tga•c••11•ct.at t: te ti: t:gt:•SS F et t RC"M'.a:1'CAOTOTOOOCAILA• 

Cngt.VZ 

10•0 1050 1060 .1070 

T V W A K 

-~· T V W A k 
1080 1090 

1100 egt:t.t:tltliiJ••gt:tgaacaagcatatttctt.tgcat.t:t:gt.t:gc•ggMCAGTGTOCGCAAA• 
T V W A X 

l.300 CQAAOQT'rATC"l'OQTOQACOCAAAOOOCTOC'AAAAAGAATTGCTATAAATTOGGMMAAC 
• o y L V D A k o e k k N e y k L a k H 

Cngt.VZ GGACOOT'T'A~OOOC"J'OC'AAAAGAA'I'TOCTATAAA'l'TGQGMAAAAC' 
D a y L V D A k o e K k N e y k L G K N 

1100 1110 1120 1130 1140 • 1150 
1100 OGMLOCTTA't'C'l'Oal'OCMCOCAAAOQQCTOCAAA 

E O Y L V O A K O C K 
1300 CIA.TTA"rl'OCAATAQQQAATOC'ACJAATQAAACACCQAQQA.GQTAOTTACQQCTA'J'TQCTAC 

D y e N R a e R N k N R o o s y o y e y 
Cngt:.VJ' OA.'l'"l'A'M'OCAATAaoaAAT'OCACMATQAAACACCGAQGMJCTAO"J'TACOGCTATTOC'TAC 

D y e N R E e R N k N R a e s y e y e y 

llCO 1170 1.180 11!10 1200 1210 
1300 aaA'l"l"'l'Oaa"A~QQATTGTCcaATAOTAC'ACCQAC'l""l"QOCC'C'rl'CCTAAT 

o p o e y e E o L s D s T p T w p L p N 
C'ngt;V.% OQA.'l"'l'"l'OQOT'A'l'"l"OTClAAOO'M'GTC'cGATAGTACACCCAC'M'CGCCCC'l"TCCTAAT 

a r a e y e a a L s D s T P T w P L P H 
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1240 1250 1260 1270 
l. 3 00 AAAACATGCAGCGGAAAATAATGGCAATGACTTTTTATTGTCCACCAACAGAAATAGTGT 

KTCSGKEnd 
CngtVl AAAACATGCAGCGCAAAATAATGGCAACGAC'l"'M'TTATTCTC'CACCAACAGAAATAGTGT 

KTCSGKEND 

1290 
1300 AACGCTTTTTAATTCCAAGT 
CngtV:t AACGCTTTI"TAATTCCAAGTª • ••• •• ••a.••a.'-AA. 

FIG. 10. Alin-miento de aecuencia nucleotklica de laa clona• de 1100 par•• d• b•-•· 1300 
par- de b-• y CngtVl.EI alineam&.nto entre •- ck>naa de 1100 y 1300 par•• de b-•· -
llevó • cabo con el programa Faa .. localizado en el paquete de aoftware (Gen.tic• Computer 
Group. GCG) de la univeraidad de Wiaconain (Madlaon. Wt.U.S.A) de an6tiala de aecuenci-. 
Ea obaervable como el programa aUn•a en la primera parte de loe intron•• laa regionea de 
mayor homología. y tambi•n •• mueatra la diferencia de tamafto •ntr• loa intronea. La 
primera parte de •- aecuencia9 nucleolfdic- que codifican para el -gundo exón en laa trea 
clon-... encuentran aaft..__ con un punto en nagrill- a la derecha del renglón donde .. 
localizan. permitiendo evidenciar la homologfa de laa miamaa. Loa aitioa donador y aceptor de 
loa intronee propu-toa por loa program .. et. 8"61iaia de aecuancia da DNA para la clona d9 
1300 P•- deba-•· - encuenb'an aubrmyedoa. Loa altk>e de poliadenllactón .... nalan con 
aateriecoa y con el n.;mero 1 y 2 en negrill ... 

Se utilizó el programa BCM Gene Flnder para an611ala de secuencias 
nucleotfdlcaa de DNA, 6ate contiene loa programa• Search for Potentlal 
Splice Sltea (HSPL) y Recognltlon of 3·-end Cleavage and 
Polyadenllatlon Reglon (POL Y AH) loa cual•• fueron empleado• y noa 
permitieron obtener Información complementarla de la clona de 1300 
parea de b•-•· la cual ae menciona a continuación: 

1.- La presencia de doa posibles lntronea de la secuencia de 1300 parea 
de baaea, en donde ae definen doa aitioa donadores y doa aitioa 
aceptorea (ver Fig. 10). Estos permltlrfan especular acerca de un 
probable procesamiento diferencial o •apllclng• diferencial de la reglón 
genómlca, aunque no ae han aislado hasta el momento toxinas que 
apoyen el hecho de •apllclng• (empalme) diferencial. Pero cabe 
mencionar que uno de loa doa lntronea que muestre este an611ala de la 
secuencia, parece funcionar como tal. 

2.- Inexistencia de secuencie• repetidas. 

Este an611ala reveló que en la aecuencla nucleotrdlca no existen 
secuencia• repetidas. 

3.- La preaencle de doe aitloa posible• de polladenUaclón (ver Fig. 10). 

Adem6a ae empleó el programa Faata para efectuar la comparación 
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•nt,. 1 .. Clonaa de 1100 pe,.• de t>ue• y 1300 pa,.• de~.; y ••o 
dló - reeultado la Identidad entre ambae de un 75.5% en 842 b-• 
eobrelapent••· localizada• fundamenlelment• en la primera parte de la• 
•-nc•u. que formarfan parte d• lo que co,,.eponde a la• reglon•• 
del ~tldo ••ftal y la primara parte del lntr6n (ver Flg. 10). Eeto noe 
Induce a panear en la exlatencla de una ..... de famUlae de genee que 
est6n codificando pera verlant•• de toxln .. , la• cual•• como •• he 
obeervado preeentan un alto pon::enta,I• de hornOlogla. Cabe mencionar 
que a diferencia de lo -.elido en lo• gane• qua codlflc.n pera , .. 
toldnaa bloquaacloraa da _... da Na• del gMlero Tltyu•, tala• corno la 
y de T. ••nul•llM, la ., •el de T. •tl11mu,u• y la y-b de T. ba~ en 
donde al primer axdn •• 100% ld•nt1co (Becerril et al: 1998), en 1 .. 
Clona de 1300 pe,.. de baee• y la de 1100 paree de ttae ... no ocu,,. lo 
mismo como anteriormente ya •• habla analizado; aunque para •llo 
habrla que panaar que la clona de 1100 pa,.• da b•••• •• un gene 
truncado. Sin embargo loe llmltes da ••cuencla nucleo11dlca del 
extremo 5"da amboe lntron•• eon pr•ct1camente Igual•• el •• 
coneldaran 1 .. diez primara• .,. ... : eato •• a excepción de la base g, 
donde en la Clona da 1300 pa,.. de b- hay un nuela6tldo adenlna y an 
la de 1100 paree da b-• al nucla6tldo •• guanina. Al comparar la 
aecuencla oonoclda qua codifica para la primera parta de la regl6n 
amino tannlnal da la toxina, en la clona da 1100 pa,.• de baa.. con la 
clona da 1300 parea de ba•••· •• obaarva que •• l~ntlca, aunque 
preeentan dlfarancl- en el primer axón, pero eolo en la r•glón 
codlflcent• para el ~ptldo ••ftal, loe lntrone• de ambae clon .. t•mbl•n 
p,.eentan diferencie•, tanto en tamafto como en eecuancla, por todo 
••to no ea poelbl• definir alln si la reglón codlflcanta para al 
poll~ptldo maduro .. la misma o bien difiera y codifica para toxln .. 
dletlnt .. : para ello •• lndlepeneabl• la obtención de la aecuencla 
completa de ••ta clona da alNdedor de 1100 pe,.• de bue•. 
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CONCLU8IONR• 

. A partir de la ,..ocl6n en -dena de la pollmar ... (PCA) fue po9lble 
alalar lf' determinar la e-.iencla nueleolfdica de la regldn gen6mlca qua 
oodlflca para - varlanle de la toxina Cn 1 (11•14). Eata •• la primera 
unidad g6nlca tranacrlpclonal qua codlfl- para una toxina da un 
alaorM mexi-no, -ractarl&ad• haeta al momento, en -t• caeo de 
Cenfru~ nOMlu. Hoffm.,,,, lf' •• la clona completa que contl- al 
lnlr6n de t9mafto malf'Or. 

• La unidad g6nlca tranacrlpclonat codlflcanta pare aat• variante de la 
toxina Cn 1 (11·14), aet6 compuaeta por do• axona• ,. un lntr6n. 
aujetMdo- al modelo de organlzacl6n propueeto (Corona •• 81, 111H) 
para loe a-- qua codifican para toldnaa del v-no de otrae -paclaa 
de .._,.,. qua taaata al momento ya han aldo alaladoa y ~•rtzadoa 
(lleoentl _, -'· 1893: Delab,. ar 81, 1995; Becerril et-'· UHNI: Corona 
•••• 1 ... ). 

C-'derando 1- dat- obtanld- d• loa programa• da an.ilel• da 
eaouancla de DNA. podrla proponeree un proc ... mlanto dlfalWnCllal para 
••t- genae, ya que al obearvar I•• aacuancl- llmlta s·y :S"de toa 
lnl,__ qua - Indican, uno da alloe - aparant-nta funalonal, y al 
OltO aunque no - ha ~rado au funclonalldad, podrla aapealla,.. au 
ueo polancl.a, o bien que en algt:ln momanto del .,_ao evolutivo da la 
aapecla, .... curnpll6 una funcldn como tal. 

• Ea pl'9Clao daflrllr la ••l•tancla da tamm- da gana• qua codifican 
para una -ria da variante• da toxina• dal veneno de alacr6n, ••to a 
partir de toa -lladoa de la comparecl6n de Hcuancla efectuada entra 
la Clona de 1100 .,.... da ~ y la clona da 1300 .,.... ... ~-
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P•R8P•CTIVA8 PUTURAe 

Loa reeullados Obtenldoa en •I praaanle trabe.lo dan la pauta para 
praaegulr - 1nv-11..-iow futura que permltlr6n el avance en el 
conDallftlento -raa de la regulacl6n y expraalOn de loa genea que 
codifican para •- toxina• del veneno de alacr6n en ••ta y otra• 

.. p ·=···· para ....... - lnlnecllata - pnapone: 
• La ~tr.o16n oon raaulladoa concluy•nt•• de la exlatancla de f....._ que oocllfloan para una -• de vallanl- de toxlnaa del -
de .._,.,., ea10, atrav•• del alelamiento y -ractertzacl6n de la clona 
_p ... de 1100 .,._ ......... 

• El mapeo de la r9gl6n ~ del G8ft9 qua codlllcll para la varlanl• 
de .. toJllne Cn 1 (11-14). 

. Llevar a cabo -.plfficaclonea con ollgonuele611do• •apeo"'- de a­
ragl- vartablee • 

• La def".nlolllln de un arreglo poalble de •- ge"" en tandeen • 

• La bdacllleda de otraa ganea que codifiquen para toxlnaa de ta mlama 
eapeale, -n eapecllleldad diferente, utlllzando la •acu•ncla alalada y 
-ract•rlzada an eata trabato.1:0n -.1 prop6alto d• la comparación y 
an611ala de la• mlamaa, utilizando para ello como patrón de 
comparaclOn el raaullado del aqi1a1a en -=u-iaa gant5mlcaa como 
la• ooneapondlantea • 1 .. ••pecl- del o•naro Tltyua (Beoerrll et .i. 
18H). 
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_.- - b)I - two - lhe -ndina --toxina -........... • ....._. M .. ~ and 'H-NMll analy..,. orthc C-tcrmi-
ul -- pooc1.- by eeoymalic ~ oíboth coaina indk:ated that the 
---i9Mrine-aaúdc.Saq--pariaon-led tha• •-•woaenn 
have a ámilarity or 56% aM. 80% at die amino acid and nudootide leYela. 
...,_:tiwJy. SnaaU c:onwctiona to lhe publiahed primary atrueaura werc 
incrod..-cl: Ca &oain 1 has aa au.-'- raiclue at poútion 65 and the raiduc 
in p¡Oliition ao ta • prolioe. wh1le die amieo lldda at pos.ilion• 34 •nd 35 oren 
2 are. ••P•cthwly. tyroeiae and al)'Qne. 59qucnce c:ompari80n of toa.Ju from ..,._,. C:-1,__~--- oía• leaat th-o:i-ordiatlnct 
~In--. 

INTllODUCTION 

Scatpioll ,,....,.... c:ontain ................ , or Jow mol. wt ~ toa.Je lo • variety of 
--. includina h....W.. (Mitanda "-'·· 1970: Poouni. •-: Zlotkln "' -'·· 1978). 
-.pon toxina loa,.. --va1ua111e .-r-u.e atlldyof'lmo .,,,.,,_ 
(Cat-. 1976). T- maitl íamiliaa ol" diatiftct -- ... ,.. - --: (1) 

-;.;;; ... ;;;_;;;;;;;lo;-;-;¡;;;;;_;...,,_, ___ ................ 
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lona-chain polypcptidca containina 60-70 amino IM:id rnid~ which atrect Na+ channcl• 
or excitable cella (Cattcrall, 1977; Couraud et a/., 1982). and (2) short-chain pcptidcs of 
31-39 amino ac::id reaiduea. blockcn or K • channela or cacitable cella (Carbone " al .• 1982; 
Oimencz-Oallcao" al .• 1981; Miller ''al .• 19115; Poaaani '' GJ •• 1982; Strona" al., 1989). 
Wc havc prcviously dncribcd tbc purification, chanctcrization and complete primary 
atructure or C. 11axhu toain 1 (abbrcviated Cnl). previously callcd componcnt 11-14 
(Pouani '' al .• 1985) and C""""º'*~ 110Xl1a toain 2 (abbreviatcd Cn2). previously called 
componcnt 11-9.2.2 (Zamudio '' al •• 1992). írom C. tunclu:r venom. This communication 
rcports thc nuclcotide sequcrK:e of lhe cDNAs encodina thne 1011.ins. Bccause thc peptidcs 
cncoded by thcse cDNAs are modified durina thc maturation proceu at thc N-terminal 
sitc (cleavaae of sianal peptide) and at the C-tenninal part (amidation ora scrinc rcaidue 
for both Cn 1 and Cn2). the amino acid sequence of the correapondina peptidcs was 
performed dtr nOIJO. A couple of minor corrcctiona to thc publishcd primary structure or 
Cn 1 and Cn2 are now conscqucntly included. 

Comparative analy&is condtK::tcd thereaftcr sugc:sts tbe c•istcncc or thrcc distinct 
families or aroups of peptidca in thc vcnom of mcorpion• of the aenus Centr"ro/Jes. 

MATERIALS AND METHODS 

cw.-. --~,_, .. ~--
lnMrb oí cDNA from clones C••tlV and e,,., y ca.c.rril ~'al .• 1993) WCR! •mplificd by PClt usina .. mbda 

atll forward (5'-CiOTGOCGACOACTCCTOOAOCCCOJ and mene (5'-TTOACACCAOACCAACTO­
OTAATO) primen (Nsw Eftsland 9io-Labs, llevcrly, MA. U.S.A.). ~primen hybridm wilh lhc llan•ina 
reaion. or lhe .. mbda &l 11 &o ltl c:lonina ai ... The NaCtiou -- pnfonncd Ullina • Perkin El~r 9600 usina 
30 rounds oí 1empa'at11re C)'C:lina (92"'C for 1 min. 60"'C ror 1 min and 72"'C f'or 2 min) followed by • ftnal 15 min 
akp •• 72"C. Thac PCll pcoducts wcrc pu.riftcd f'rom pi ... beUcd usina l•"P)dCTP (New Enaland Nuclear, 
Boston. MA. U.S.A.) by t• random pri_,. eatension method (Dupont, lr.it NEP-103, 9oaton, MA, U.S.A.) 
f'ollowina the in•ructk>na of •he mmnufM:turen. Ths a.belllld PClt products wcrc used to cresn che cDNA 
libr.,y. "Iba coastn1Ction of' tt. venom alahd cDNA &ibrary, ,..,. 9Cnenil18 conditiona and the .equendna o( the 
dcaircd lnscru ..,. pnfonned .. desribod ...... he ... (91iccrril ~,al .• 1993). Thc lambda st 11 rorw•nS •nd ~ne 
and tite M 13-20 and M 13 ,._,.. oliao primen were URd for sequen&::lna. 

""'"'"'° •dill -.-.cw .,,,..,,....,,_ 
Toahu. Cnl and Cn2 were purifkd •• dcK:rit.d by Po...nl ''al. (1995) and Zamudio ~' t11I. (1992). For Cnl 

(Pon.ni '' al.. l 9a5), an addition•I chromatoF•Phk ~ on HPLC usina a C4 reve,_..phuc column ••• 
introduc:ed. ~ptide eliatina at 37.33 min corrnpondcd to pura c:omponsnt Cnl (data not atto.n). 9oth toains 
wcre ftlduccd •nd c.rboaymethylatcd UlC-Toain) (Zamwdio rt t11I •• 1992). lt.C0 toain Cnl •as clAY.t with 
protea• Asp-N (Boehrinpr Mannheim, Oennany). while llC-to•in Cn2 - di.,ntcd with pro&easc va from 
S1ap11,.1orocnu aavnu (Baehrin .... Mannheim, Oennany). Ths raultina frasment• wcre separata! on HPLC by 
mcans of•n •nabtical colwnn (reverse-ph•1e CIB from Vydac, Hy.perl•, CA. U.S.A.). Thr ProScqucncer model 
6400/6600 (MiUiOea/BiokaRb/MiUiporc Diviaion. aurlinaton. MA. U.S.A.) w- aacd to detenninc the 
corrnpc>ndina .equsncn (Va..quez '' al., 1993). 

Man ~tr-try -" 'H-NMA' ',.c1rcnr:c>py 
Mau spectrometry of the C-tuminal frapnents of both llC•toain Cnl •nd Cn2 wu obtained •• -rlic:t 

dncribed (Vazqun "' al., 1993). min• both • 3-sa:tor mau spec:tromeln' f"rom Sciea and • Hewlcn Paclr.ard 
•llctroepn)' mau spccttOme&er. 

Far the pt'oton nuclear ........ ic rnonancl' ( 1H·NMll) ••pe......,.ts, f'rw•-dri9d mti• toain Cn2 _._ 
diuolwd in H,O/[>p, 9: 1 (v/v). Ta. peptide conccntratioa •as 1.5 mM. and the soluüoa pH wu adjuaMd at 
3 . .5. Tbe NMR ..-U- wera nm oa • Varian Un!tY 500 MHa ~r at .l03 K. Dela ..... pnx-.1 with 
tbe VNMR 4.3 (Varian IK.) M>ftware. P. COSY (corrci.&od s,..ctl'OKC>p)'; Mation anda.a, 19118). clcan TOCSY 
(lotal canela .... ..-ctrocopy; O~ ,, el .. IM•> Uld NOESY (nuclemr Owataa-.. .s.:ts ~)'; 
Kum ... ''al .. 1980) ••Pllri-nta wera u.et (or U. idelltiftcatk»a oí spin •)'dCms. u dllscrillcd .._...dy (Leketon 
,, el .. 1994). 
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RESULTS 

Clanm. alld 1a1CIH1""1! Hfftwlte#W 
Thc cDNA i....u Clf.61 IV (probe lo look for the cDNA. ~ina: &oxin Cn 1) and C1t••V 

(probe to ftnd lhe cDNA dwt ~ ror toxin Cn2). were wed to srecn a lambda atl I 
d>NA. library preparcd from C. llOXi#8 ffoft"mann (Cnff) vcnom aJaD<ls. From thcae two 
scrccninp we delectCld •veraJ poaitive aisnal• with d.ift"erent intensitiea. As thc rcquired 
cDNAa •hould be vcry similar but no& idcntical to thcir rca~tive probes. we dccidcd 
lo characterize lirat the clones that aave intermediare intensitics. Tbe correspondin• cDNA 
ift9Cl'b were aubdoncd into the Eco RV &ite of pBluncript (Strateacne. La 'º"ª· CA. 
U.S.A..) in onter to be aeq•n..::ed- Amon8 thc clonea ahowin8 intermcdiatc sipaJ 
in&cnai1ica. the donn con1ainin• the cDNA.a encodins toain• Cnl and Cn2 werc found. 
The n&acleotide (ni) 1equcnc:ea ofclone. Clf66VI and c,,.1Vll ate ahown in Fi•. l. Thae 
cDNAa aq about 3.50 bp in ienath and cncodc loxin prccuraors of 86-87 -· The cDNA. 
encodina toxin Cn2 (CfWIVll) lacka 16 nt (8 ni correspondin• to .s· nono-codina rcaion and 
a nt encodin• die first 3 - or the aipal peptide). aa camparcd lo cDNA encodina: toxin 

,. .. - .. .. --------------------­• • • L • • • ••c•••c••L•• 
---------------~---­• • • L • • • • • • c • • • c L & L • • . -

~ - - - ~ ~ -------------------­• • ·• e • • • e • • • • • • • • • • • e -------------------­• • • e 1. • • e • • • • e • e • • • • e - -,. ,.. ,.. •• n• ._ 

__ m ________________ _ 

• • • • e • e • • 1. • • • • • • • • 1. • 

__ m ________________ _ 

• a • a e • e • • 1. • • • • • • • • 1. • - -,.. - a1• a. .- _. ,.. .. ., ....... ., ............. ~ .. .,., ..... ~., ... ., •• ...-n. 
• • ' e • • • -,.., ,... ,.... •• ,._-. ..... tM ~"""•n•tec:act~tatm....,.,c 
• • • e • • • ,... -

- .u. - "' .. :::::=: .... ..._...,.Tf•tMaTCMMIMMl!ll ••• =::.:e:: 
F'ia- 1. Nuc:leotide 11eq;uence of lhe cDNAa csodina toaina 1 and 2 of CMtftlN1'*6 '90.:ll-. 

Horrm.nn. 
,,_ aucMo.W..,. aumbcred •bo•e 1he 9e11uenc:e or c..,1v1 (cDNA ~ to.U. Cal). •ilh 
po•UJwe •lilllttliHa clownst,_m from ltw R..- • .......,.... eocodi .. das meturw toaia and -..aive 
.......... ...,... ...... íl'Oll'I dala poUI• (ilpal pepdde ...,,.u.._,....,_ aad _,. aon~ rqioa). Ta. 
....._.. .-illo acid _......_are aiwen t.low ... auicNotida .............. •-""9d U. ltaW 
......... ft'Ollll tM N·taMUAal amino add ........ ol UM mat..,. &aaiaa ..... CllZ (CJtstYlf) as 
.....,_,TM ...... peftide .eq~ is ............. Ta. acop ~ ............ bJ" .. nd •• A 
putatíve pol,..._ya.Uon ...,,_., is do1d1ly uadcrlh'9d in C.tVll (cDNA llllOCldiaa loMn C:a2J. 
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Cnl (Cn•1VJ). Thia lou at the .5' cnd orc,..1Vll cDNA was probably duc to incomplctc 
clonplion durina tbe cDNA syntheais by revene tranllCl'ipta•. Comparative analymes 
bctween c,..1v1 and c,..1v11 revealed a aimilarily or 56% at thc aa levcl and 80% at thc 
nt lcvel. Similar rauJta werc reponed when comparins othcr C. 11axitu cDNA.s (llccerril 
''al .. 1993). Sinc:e the doduced amino acid seq&1encc in Fis. 1 •u.saatcd that thc maturc 
pcpt.idca wcrc also pnx:a.u:d at the C-tcnninal. with the poaaibilily of amidation of thc last 
amino &ad residuc (Vazqucz rt GI •• 1993). and bccauac amall discrepa.ncica wcre apparcnt 
when eomparina thc nu.:leotide acqucncc of Fis. 1 with thc publiahcd primary structurcs 
of"Cnl (Pouani ''o/ .. 1985) and Cn2 (Zamudio rt al .• 1992). the f'ull dctcrmination ofthc 
amino acid sequencc of both toxina wcrc pcrf"onnc:d drr novo, as describcd below. 

PrptU. #(/Wlf~ dtrtr,.,,.btation 
Rcdt.N::Cd and carboaymcthylatcd to•in Cn 1 was sequcnccd by direct Edman dcaradation 

up to raiduc al poailion 56. as ahown in Fis. 2. Additional pcptidcs wcrc acncrated by 
cnzymatic hydrolyais of" RC·to•in Cn 1 (Fis. 3a). From the five main fraamcnta obtained 
in this atep the peplide elutina at 30.06 min (labeUed with an astcrisk in Fia. 3a) gavc lhc 
amino acid acquenco DSTPTWPLPNKTCS. Thi• pcplide fragmcnt corresponded to lhc 
C-tcnninaJ reaion or Cn 1. and c.learly showcd a prolinc (in bold. Fig. 2) al position 60. 
replacina threonine. pn:viously reponed (Poasani et al .• 1985). Additionally. it shows a 
serine in position 65. confinnina thc amino acid scqucncc dcduccd from the nucleotidc 
scqucncc of" Fia. 1. This scrinc residue at position 6.5 secma 10 be amidated. as dcscribed 
bclow. Similarly. automatic scqucncina or a samplc of RC·loxin Cn2 provided thc 
N-tcrminal amino acid scquence up 10 rcsiduc 46 (Fia. 2). Diacstion of RC-toxin Cn2 with 
proteuc V8 produccd about 11 pcptidic fraamcnts (Fia. Jb). Thc peptidc clutina at 
35 . .S.5 min (labellcd 1 in Fia. 3b) corresponded to rcsiducs from position 54 to 66. and was 
uscd for maaa spcc:tromctry analysis. from which thc conclusion of an amidatcd scrinc al 
the cnd wu suucstcd. Peptide 2 (Fia. Jb) showcd the amino acid sequencc CKQQYGK­
GAGOVC. corrcspondina to thc position 29 to 41. This scqucncc showcd that the 
previoualy published primary structure or Cn2 (Zamudio rl al .• 1992) hadan inversion oí 

~ ~ ~ ~ ~ ~ 
en i. &DOYL~~•rorcrowocrcaouo•Trl"Wl'LPllltTC......_ 

............................ 4 •••••••••••••••••••••••••••• ··> 
1 -----••pll--:aie. 

en 2 ..-.rLYDIUWDCltWSCl.JtLCM>llDY~YcrAP.aotcnU.YSQIUVWM.~ 
................................................. > 

•---.-.---v•a·---.-.-.-.> •----v•,----> ~ 
Fia. 2. Amino acid aqucncc or lo•in• Cnl and Cn2. 

Cnl: T!w 1otal aminoac:id sqwcnc:c oílo•in Cnl w .. obtained by direct Edman dear.da1ion. fi"om 
rcsidYCS number 1 10 56 .. U.Own by 1he uncler-labellin• c:.d.>J. An o1"Crlappina pcplidc puriftcd 
by ff PLC. aner 11nzyma1ic dcav.sc wilh endopeptidase Asp--N or RC-loJdn. wu round 10 
corrnpond lo di. C·lerminal -.ment, ín•m amino ackl tnidue number $2 lo 6$, under-labellsd 
with (:-aspN- > ). Ti. ..nne al pu.ilion 6S was shown 10 be amidaled by mass spectronwtry (ms). 
Cn2: The lotal affti9o add MqUfllCS or 1o•in Cn2 wu obtained by dirwc1 9eqUCncina rrom rnidun 
nwnber 1 10 a O•btlled :.d.>), phu -.¡uenc:iq 1wo acktittonal peptkks obtailMld thro.._,. HPLC 
or RC-10-.in di ... ted wilh patea• VI. fltpüdll' lai.u.d w,th va1 corrnponds to residun .54-66 
or 1be primal'J' Nl'ucl..,., and pepti.s. va1 is o....,.lappiaa U. 99111~ rrom rcUclun 2V 10 $3. "l'he 
•rine •• position M was ahown lo be ...W.Md. bolb by._..., ........ k: rnonance CN'MR) •nd 
by mus ..-:trometl'J'. FurthawtoN. tlw ~lappbla '9 con&rtn9d b)' the nudeolide ..-quence or 

Fia. J. 
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Fia. J. HPLC Kpit,..lion oí pcptidn 19Cnen11cd by cndopcptidaae cJe.,,.aae oí Cn 1 a•id Cn2. 
(a) RC-lo•in Cnl (approa. 100µ•) wa• dl9ftled wilh Asp-N endopeptida- and sep-.r111cd in a Cl8 
reverw-column. usins a linear sradicna or 0% mol\'Cnl A (0.IOV. 1riftworoacc1ic a&:id in •••cr) 10 
60% 10l,..cn1 B (0.12V. trinuoro-=clic acid In acctonitrik). ror 60min. •Peptidc corrcspondiq to 
abe C-tcrminal scamcnl oí Fia. 2. (b) RC·toain Cn2 {approa. 10011&> w11s diFSlcd wilh 
S1uphy/onJ<:rJU ll#N'IU pro1ne va and KP•lf•lcd in abe -me ayalcm a• (a). Numbcn 1 and 2 

correspond. rc~livcly. lo 1hc overi.ppina peptkks VB 1 and VB: or Fia. 2. 
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amino acida at positions 33 and 34 (bold in Fig. 2). tyrosinc being thc onc al posilion 33 
and glycinc thc onc at position 34; hcncc confirmina thc nuc:lcotidc scqucncc round in 
Fia. l. Toxin Cn2 was aJso analysed by NMR. as discusscd bclow, and unequivocaJly 
showcd that the last rcsidue in position 66 was amidaled. 

MtUS spec1r01netry and 'H-Nl&IR spectruscopy 
Thc purc pcptidc corrcspondina to the C-tcrrninal region of Cn 1. afl:er clcavagc with the 

protcasc Asp-N (labcllcd with an astcrisk in Fia. 3a). was addi1ionally submillcd lo mass 
spc.:troscopy analysis showina thc presencie of a mol. mau or 1602. 7 indicating lhat thc 
•rinc at the cnd. posilion 6,, miaht be amidatcd. Similarly. thc purc e-terminal pcptidc 
of RC-toxin Cn 2 (with scqucncc QAIVWPLPNKRCS) was analyscd by mass spcc­
tromctry. aivina a mol. mau of l '68.4. consistent with lhc presc:ncc of an amidatcd scrinc 
at 1hc end ot lhis pcplide. Thus. thcse rcsults confinncd both thc amino acid sequence that 
was dircctly dctennincd and thc scqucncc infcrrcd from thc nuclcotidc scqucncc. Further 
confinnation of thc rcsuJts found for Cn2 toxin camc from 1 H-NMR spcc:troscopy analysis. 
Uaina a c:ombination of 20 (two-dimcnsional)-NMR cxpcrimcnts. most of &he protons in 
the Cn2 toxin have bcen asa.ianed. and thc NMR threc-dimcnsional atructurc of Cn2 is 
undcr rcfincmcnt (Lcbreton. F .• Gurrola. Ci. B .• Poasani. L. D. and Delepierrc. M. in 
preparation). Owilf'a to thc charactcristic pattern of Krinc spin system (Wuthrich. 1986) 
and to the uniqucneu of this reaidue in the Cn2 sequcnce. thc protons of the serinc at 
position 66 (Scr66) werc assianed unambiauously (with 6 HN: 8. 79 ppm; 6Hcx: 4.49 ppm; 
6HJfl: 3.91 ppm; 6HJ12: 3.98 ppm). In thc NOESY spcctra. croas·pcaks werc obacrvcd 
between a proton al 7.47 ppm and Ser66: Hca. HN. and H/J 1 protons. A smallcr NOE 
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Fia. 4, Conncctivitics obsrvN in 1he ROESY (•) and NOESY Cb) ~,. aUowina the asaianrnintt 
oí the two amiele protona oí the amidated-•rinc al the C-tcnninal pomition or Cn:Z. 

{a) ROESY caperimcnl nm wilh a miaina time of 200 m..: al 30) K. Ths poütive pcalr.a d• to 
chcmical e11:ban8C are ahown with numnoua contour level .. and U. nsptiwe peali• due IO dipolar 
intcraction are drawn with only GIS contour kvcl. Tbe two amiele IWOIODa of' the ...... ...._._.. 
rcsonalina at 7.47 ppm and 7.24 ppm display a poailivc llOE c.-oa--s-mk. (b) NOESY eapai-• 
run with a miaiq time of 60 ln9CC al 303 K Mowa tbe conelationa ot.el'V9d .... ._. a. or die 
amidc prolon at 7.47 ppm and the Ser66: Ha and HI' 1 procona. A mnaller NOE ~ ia .a.o 

psewn1 bet-n the 9CICOnd unidc proton .rceonatina al 7.24 ppm aad tbs Sa66: Ha prgton. 

cross-peak was alao prcacnl bclwcen a prolon rcaonatins at 7.24 ppm and Scr66: H• 
proton. Thnc two protona (at 7.•7 and 7.24 ppm} are -=alarly coupled aa ahown in the 
TOCSY and P. COSY capcrimenta. Thc ROESY capcrimcnt (Kaaler ~I al •• 1987). run 
with a mixina time or 200 mMC at 303 K. indica&cs tllat thac two protona are in chelnif:al 
c•chanae. aa capcicted ror thc protona or an amiele runction. Somc or thc c:onnec:tivilies 
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obt5crvcd in thc ROESY and NOESY spectra are abown in Fia. 4. Tbcrcfore. t.hc two 
pro tona unambiauoualy auianed at 7 .47 ppm and 7 .24 ppm demon•tratc lhe prew:nm of 
the amidated acrinc at the C-tcnninal position. 

DISCUSSION 

Thc structure of thc cDNAs reportcd (Fis. l) shows thc prescnc:e of an open ~ina 
framc cncodina a sianal peptidc (19 aa for toJLin Cnl) followed by a rea,ion cncodiq die 
maturc pcptidc (65-66 aa) and two additional cO<lons that code for a basic raidue (Lya) 
preceded by a atycine residue. and finally a •top codon and 60-90 bp u a J' non-codina 
rea.ion in which the polyadenylation sitc ahould be included (thc lattcr ia cvidcnt in die 
cDNA rcportcd for toJLin Cn2). A similar canonical atructure has bec:n rcported. for cDNA• 
cncodina toxina of thc North African .corpion Androctanw tUUtralü Hector (Boua,is et tú .• 
1989) and thc Meilican sr:orpion C~ntrwroú#s noxius (Becerril ~' al:. 1993). Tbe iaolated 
and sequcnccd pcptides from thcsc scorpion venoms sbowcd that thcy are proceaed in 
both cnds: lhe sianal pcptidca are climinatcd and the e-terminal rcaiduca are proeeucd 
aivcn cithcr a free carboayl aroup or an amidatcd cnd-tcrminal amino acid raiduc. Thc 
baaic residuc aituated in front of thc codon of termination is not pracnt in the matun 
pcptidca and when Gly precedes onc or two basic residucs. the reaidue prec:cdina Gly 
becomcs amidatcd (Bouais et al .• 1989; Vazqucz "'al •• 1993). Accordina to thcac rulca thc 
carboxyl cnd of toaina Cn 1 and Cn2 shou1d be: .•• cystcinyl-scrinamide. Thi• 9CCms to be 
true for both toJLins. as dcmonstratcd by thc NMll and mau spcctrosc:opy data pl'Clented 
hcre. Unfortunatcly. thc NMR spcctroscopy dala are not yet available for Cnl. HoWC\"Cf'. 
the mass spcctromctry and NMR data obtaincd for Cn2 leave no doubt that thc rule 
diacuued previoua1y (Becerril et al •• 1993; Bouai• et al .• 1989; Vazqucz d al .• 1993) holda 
true. at least for thc lattcr toain. where thc Scr66 ia now dcfinitively cstablished to be 
amidatcd. 

Thc similarity al thc nt lcvcl bctwccn CngtVl and Cng1V1t auaacsta lhat ttac.e cDNAa 
ori&lnatc from mRNAs transcribcd from closcly rclatcd acncs. Thi• laat premisc can be 
acneralized for CnH toJLin acnca. Wc ha"1c proposc:d that toJLins of MX>rpion• of thc 
Cen1rvroid1H acnua. spcciftc for Na• cbanncls. can be dividcd into three poups (Fía . .5) 
ai;;cordin& to thctr primary sequcnces (Becerril'' al .• 1993). lt haa also becn •uucatcd that 
thcre ia a relationship bctwccn thc various aroups of distinct amino acid scqucnc:ca and 
the pharmacolo&ical propcrtics (spc:cific for mammala. crustac:cans and insecta) of thc 
toJLins inc1udcd in cach aroup or family of dilfcrent pcptidca. 

Thc similarity amona thc cDNAs we bavc reported thus far. at thc aa lcvel ftuc:tuata 
bctween .56•/• and 91 •/o. but at lhc nt lcvcl oscillatcs bctween 80•/• and 92•/ •• Evcn for 
cDNAs with .56•/• simi1arity at the aa lcvcl. the •imilarity in the rcaion cncodina &he si.pal 
pcptidc a.nd &he J' non-codina rcaion is ranarkable. Thi• analyais led us to c:onclude that 
thc senes cnc:odina toJlin• of thc C11 H vcnom have bccn acncratcd from an ancestor sene 
whic.h cJLpcricnccd several dupUcationa. and eac:h duplicatcd vcnion cvolvcd indcpcn­
dcntly. This samc phcnomcnon miaht havc occurrcd in other apccics of thc C'"'""º'*s 
acnus. A aimilar cvcnt ha. becn obM:rvcd in thc c:asc: of thc North African scorpion A. 
atutralis H.:tor (Bousi• ~' al .• 1989). 

Rcturnin& to thc discuuion Of lhc specin apodfkit)' of the a:orpion toaina0 lhis aubjec:t 
i• •till unckr intense invcstiaation. Thc aroupa in Fi .. .5 wcrc initially P"'PoMd bued on 
mcqucnce eompariaon (llec:cnil ~' al .• 1993). but they alto conespond to reaulta obtailllld 
with the purifled peptida usina mkc. cridl.ets a.ncl cruatacsana u bioauaya. Eaampla or 
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the fint aroup. which inctude pepUdca from sc:orpions of thc acnua Ce111nwaúll.s toak: to 
micc, werc rcportcd by Rochat et al. ( 1979) for c . .s141T1U.u .s'flTau.u 1011.in ll (Fia. 5); Pouani 
er al. (t982), Zamudio et al. (1992), Vazqucz et al. (1993) ror C. noiiao to•ins 2 (aarnc as 
Cng1Vll), 3 und 4 (same aa CngrV in Fia. 5), rcapcctively; and ftnally, for c. l. tecOlf'talUU 
tox.in 1 (C/r l in Fis. S) by R.amircz et al. (1988) and Marti.n et al. (1988). For purpo9Ca 
of" comparison the scqucnces dcduccd from cDNAs (labclled CngtX, whcrc X ia a llaman 
numbcr in Fia. S) includc thc unproccucd cnd terminal reaiducs. Thc eon•naua l'Caiduca 
(Cons. 1. botlom part of aroup 1 in Fig. 5), meanin& idcntical amino acida al thc umc 
position in all scqucnccs, are vcry hiah. Furthcrmorc, toKina Cn2 and Cn3 werc ahown to 
be non-tox.ic to cruataccans, at doses lcthal to micc (Serrano, S. and Pouani, L. D., 
unpubliahed obscrvationa). 

Thc second aroup contains cumples of rcprcsentative tox.ins apociftc to in.octs. aur;h 
as thc varianta l. 2 and 3 (Csvl-3 in Fia. 5) from the scorpion c. sctúpl'lllGlus, as 
dcscribed by Babln ~'al. (1974). and minor corrccliona for variant 3 by Fontecilla-Cams­
et al. (1980). This aroup includcs two amino acid acqucnccs deduccd rrom cDNAs (Cqlll 
and Cnstlll. Fia. 5). rrom which only Cnstll has alrcady bcen iaolated aa an eaprcued 
pcptidc. h tums out to be toxic to insccc.a and cnntaecans. but deftnitively non·toaic to 
mammals. Alao incl\ldcd is Cll t. a ncw crustar;.:::can toxin iaolatcd rrom C. limpUIMs llJtrtpldto 
scorpion (Lcbrcton ~t al .• 199-t). Thc conscnsus scqu.cncc (Cons. 2) for this poup is 
striking. 

-· Cn9&VJ:J: 
C••J:J: 
C'J&1 
Cn> 
Ol•&V --· -a 
C .... 1 

g:c~J:Z 
~'~J:J: 
C .. •> --· 

~ ~ ~ " " -C-Z 1UJGYLVllS-:roc2&a~"*ll&c:mllllllOlll8SOSCYClrcac:s~'""9S-C'r 
C,..&J:V SDGSLYDV-&OCDllCTltlAl8m)S~Sc:TG..cTCWO'ªP IPSWSW-- V 
CJISCVJ: 11DOSLVbA-~WCll'ª asoWCW'Q.-:S~ cone.:z -...... u a aecccwoc1 uw ..,... __ 

Fia. 5. Amino M:id .q\MHICO compe~ ot main tepteSn~t.iwca of cne1,.,o##.s 9COl'Pion &oaiaa. 
-0..- 9CC1'9C:nca WCh: pous-fi ageordin• 10 thcir ainlitaritia. Oa¡. (-) ..,.. iftuod....a ,.,..... 
necesur)' to maaimlm limllarilia. •1ow eKh poup a COneensull .queni::. • llhowwa "' bol4. For 
c:on.-us tcq- X ..._,.. variab\c rwaklue. Amino .W ... ....._ deduc:ed frGm' cDNAs 
(de11P&ed .. e,.., and a ROIDan numbcr) are lnd.....S. "1119 las& t•o ,..._ ª' lM caño•71 a.I 
or tbc pcpltdn cncoded by c .... ... V. VI and VII cDNAs. ... DOl ,.... ....... matute &oaill. 
Tbs i... IWO rnidun or ....... ..,.. enco4ed by cDNM 111 .... IV (pep(W. not ,.t f9ola ... lroat 
\he waom) aN presum.bl,. not ..-..• eitlla. "111111 aa .,. ....._. with U. lul di9ia al &M 
nUIDCfals. TM c::arboa)'I cnda ot t.hc _.,..,. psptidc:S ~ t.,. °'WIY (VUllll.-Z •• -'·• IWJ). 
Cq1Vl and Cq1Vl1 (lhia lltud)'). are~--....... -u.. ....... and .... ,........._ ,..._.. 
ivcl,.. Da~ are rrom thls stud)'. ~ •• .i. (lWJ), U.-•• -1. (lwt). Zam_..., ••.J. (1"2) 

and Uttr.ton •• ol. (19'M). 
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Thc third aroup contains toxin C111 (same as CnBIVI. Fia. S) whk:h waa oriainally maid 

to be toJlic to micc (Pouani el al.. 1985). but has turned oul to be rathcr toaic to 
crustaccans (Serrano. S. and Poasani. L. D .• unpublished obmervationa). Thc initial purified 
tox.in Cn 1 (Possani el al .• 1985) containcd a small contaminant of toain Cn7, which la one 
of thc most tox.ic pcptidca to mammals. isolatcd from thc vcnom of C. 1t0xlao. with 
K 0 - 40 pM to rat brain synaptoaomca (Valdivia el al .• 1994). Thm. toxin Cnl waa .... yed 
in crustaceans. showina a considerable dcsrce of toxiclty. but was non-toxic to mice at 
doses up lo 100 .ua/20 a mousc. 

Thc peptide codecl for Cn•1 IV (Fig. S) is still unknown. Toxin CsEI. from C. snúpttualtu 
(Babin el al .• 1974). is tox.ic to cockcrcla. Thus. thc lattcr aroup. which abo ha• an 
important conscnaus scqucnce (Cona. 3. Fia . .S) is len wcll atudicd and is not atrictly apccifk: 
to crustaccana. 

In concluaion. thc various aroupa of toxina comparcd in Fia . .S aecm to show. •'0#0 
modo. a ccrtain dcal'CC of spccica apecificity. Althouah more c11perimcn1s are undcr way 
to refine thc data. it is worth notina that similar primal')' atructures are apparently 
conditionina aimilar pharmacoloaical cfl"octs In vivo. 

No1r udJ,rd U. proof-While lhi• man~ript w- under rcviaion a ncw set of e•pcrimenu waa condllCled Wftll 
loJC.in Cn 1 by an indqicndc:nt opera1or,-a.bowina uneqWvOQIUy thal thl• pcptidc: U anúdaled al U. end tcl'miaaJ 
rcsidue (aerinc0 amide). RC-loJC.in 1 (rom C. noxiau w- ele.ved dr nouo wilh endopcplidaae Asp-N • ......_ .... b)' 
HPLC (similarly to Fia. la) and the pcpOdc correspondina 10 the C-lcrminal •amen• (naid- '2-65) wu 
11.nalyaed by mau spccuomctry. Eiaht spcctra wcre oblaincd and u.sin• lhn:c kJna pcr aponnam (the all 12 C. 
the 13 CI and ll C2 doubly charpd specin) pve 2 .. data puinla whk:h pve an •\lera .. mol. W1 of 1602.73, 
consistcnt wilh an amkia1ed C-•enninal amino -=id rcUdue. The au1hon wiah 10 thank Dr Carl lj9fnea, from 
N.l.M.H .• for runnina 1heae 1pectra and calculatina lhc rnol. wt of tbe peptide. 

Ac.tnow'*d•rm .. 11u-This work wu par1.i.ally...uppuncd by ar.anla from How•rd Hu abes M.dical laadlule 
(7'191-527104J. DOAPA-UNAM IN20S89J and CONACyT·MeJC.ico (OOUl-N9J05) lo LDP. and by fulleb from 
lhe Pastcur lnstitutc (Paria) and the French Nattonal Centcr of the Scicn1ifk: Raearch lo MD. 
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