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RESUMEN

Giardia duodenalis es un protozoario parasito de gran importancia en salud publica, ya que
causa la enfermedad gastrointestinal mas prevalente del mundo, la giardiasis. El tratamiento
farmacologico para esta parasitosis consiste en la administracion de nitroimidazoles y
benzimidazoles, sin embargo, se han detectado resistencia al tratamiento y multiples efectos
secundarios. Por tal razon, en estudios anteriores se postuld a la NAD quinasa de G.
duodenalis (glnadk), como posible blanco farmacoldgico. En este trabajo, se realizd una
aproximacion bioinformatica de los mecanismos de regulacién transcripcional de este gen.
Para la regulacién en cis, se partié de la busqueda de elementos conservados en otros genes
del paréasito y, mediante el uso de los servidores MEME y Tomtom, se buscaron nuevos
motivos Y sitios de unidn a factores de transcripcion. Para la identificacion de elementos
reguladores trans con sitio de union al promotor de glnadk, se emple6 el servidor PROMO
y, para la identificacién de genes candidato a factor de transcripcion en el genoma de G.
duodenalis, alineamientos multiples de secuencia. Se identificaron elementos reguladores en
cis conservados, y nuevos motivos de union a proteinas reguladoras en el promotor de glnadk.
Adicionalmente, se identificaron posibles factores de transcripcion que podrian participar en
la regulacion de glnadk, y se postularon genes candidato que codificarian para estos

elementos reguladores.
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ABSTRACT

Giardia duodenalis is a protozoan parasite of great public health importance, since it causes
the most prevalent gastrointestinal disease in the world, giardiasis. Pharmacological
treatment for this parasitosis consists of the administration of nitroimidazoles and
benzimidazoles, however, resistance to treatment and multiple side effects have been
detected. For this reason, in previous studies, G. duodenalis NAD kinase (glnadk) was
postulated as a possible drug target. In this work, a bioinformatic approach to the
transcriptional regulation mechanisms of this gene was carried out. For the cis regulation, we
started from the search for conserved elements in other genes of the parasite and, through the
use of the MEME and Tomtom servers, new motifs and binding sites for transcription factors
were explored. For the scanning of trans regulatory elements with binding site to the glnadk
promoter, the PROMO server was used, and, for the identification of candidate genes for a
transcription factor in the G. duodenalis genome, multiple sequence alignments. Conserved
cis regulatory elements and new regulatory protein binding motifs in the glnadk promoter
were identified. Additionally, possible transcription factors that could participate in the
regulation of glnadk were identified, and candidate genes that would code for these
regulatory elements were postulated.

Keywords: energy metabolism, gene expression, transcriptional regulatory elements.



INTRODUCCION

Giardia Kunstler, 1882, es un protozoario parasito, flagelado con distribucion global, que
infecta el intestino delgado de humanos y mamiferos, y es causante de la giardiasis, una de
las enfermedades gastrointestinales mas prevalentes a nivel mundial. Esta enfermedad se
presenta principalmente en poblacion expuesta a condiciones higiénico sanitarias
desfavorables, con mayor repercusion en nifios menores de cinco afios, donde se asocia con
desnutricion, retraso cognitivo y mortalidad (Ortega-Pierres et al., 2018; Gutiérrez and
Bartelt, 2024); también, se relaciona con complicaciones crénicas como enfermedades
oculares, artritis, y sindrome de intestino irritable (Fink and Singer, 2017; Mahdavi et al.,

2022).

La primera linea de tratamiento para esta parasitosis consiste en la administracion de
nitroimidazoles (metronidazol) y benzimidazoles (albendazol), sin embargo, se ha
documentado resistencia a estos tratamientos e incremento en enfermedad refractaria (Ansell
et al., 2015; Mgrch and Hanevik, 2020). Por lo tanto, en la basqueda de alternativas para el
tratamiento de esta enfermedad, se muestra promisorio el estudio de la regulacion de las vias
metabolicas y las enzimas involucradas en el metabolismo energético del parasito. De esta
manera, se hace interesante ahondar en el metabolismo del dinucle6tido de nicotinamida y
adenina (NAD) y su forma fosforilada (NADP), ya que son moléculas fundamentales y
necesarias para la homeostasis celular. EI NAD esta presente en su mayoria en estado oxidado
y participa en reacciones catabolicas, mientras que el NADP predomina en su forma reducida
(NADPH), actuando como cofactores enzimaticos. La principal funcién del NADP parece

ser el mantenimiento de equivalentes reductores, mientras que el NADPH es esencial para
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proteger las células, regenerando los sistemas de defensa ante el estrés oxidativo como el
glutation, tiorredoxina y peroxiredoxinas; sin embargo, los metabolitos de la via del NAD
estan implicados en otras funciones como modificaciones postraduccionales, cambios
epigenéticos y regulacion de la estabilidad del ARN (Chini et al., 2021). A modo de sustrato,
el NAD es empleado por las enzimas CD38, PARPs y sirtuinas, participando en diferentes
procesos celulares como la reparacion de ADN, la regulacion de la expresion génica y la

sefializacion celular (Igbal and Nakagawa, 2024).

Los niveles de las formas fosforiladas de esta molécula son regulados por una unica enzima,
la NAD quinasa (NADK), que cataliza la reaccion de fosforilacién, sintetizando
NADP/NADPH a partir de NAD/NADH (Oka et al., 2023). Por esta razon, la NADK se
constituye como un factor clave para la supervivencia celular, y la regulacion de su expresion
se torna imprescindible en la biologia de los organismos. A pesar de su relevancia, el estudio
de las NADK ha sido limitado en los organismos protozoarios, en comparacién con sus

ort6logos en organismos superiores.

En concordancia con lo anterior, y teniendo en cuenta su importancia, nuestro grupo de
investigacion ha sido pionero en el estudio de proteinas involucradas en el metabolismo del
NAD en organismos protozoarios; concretamente, se identificé la NADK de G. duodenalis
(glnadk), una enzima citoplasmatica de 61,3 kDa., sin embargo, la regulacién de la expresion
de esta proteina se mantiene como una incdgnita (Jutinico Shubach et al., 2019). Algunos

estudios realizados en eucariotas superiores han revelado diferentes mecanismos de



regulacion de la expresion de la NADK, a continuacion, se mencionan algunos ejemplos: 1)
a nivel transcripcional, en algunas plantas (Arabidopsis thaliana, Heynh. y Oryza sativa L.)
la nadk se regula por la presencia de elementos cis en respuesta a estrés térmico, hidrico,
oxidativo y bidtico (Li et al., 2014; Wang et al., 2020). 2) A nivel postranscripcional en raton
(Mus musculus, Linnaeus, 1758) la nadk se regula por splicing alternativo (Goldstein et al.,
2016) y, 3) a nivel postraduccional se han evidenciado dos mecanismos principales de
regulacion, fosforilacion por quinasas dependientes de calmodulina (CaMK) o la interaccion
con Ca?*/calmodulina (Oka et al., 2023), por lo cual, se podria evaluar si ginadk presenta

algun tipo de regulacion semejante.

Por otro lado, G. duodenalis se considera un modelo para el entendimiento de la evolucion
de los procesos bioldgicos en eucariotas superiores, debido a su metabolismo basal y
divergencia temprana en este linaje (Adam, 2021). A pesar de esto, los mecanismos de

regulacién de la expresion génica aln presentan muchos vacios.

Anivel genético, G. duodenalis se caracteriza por tener un genoma compacto, pocos intrones,
regiones intergénicas cortas (menores de 25 nucleétidos) y regiones no codificantes (UTR)
5’ y 3’ de corta longitud (Adam, 2021). Hasta el momento, pocos factores de transcripcion
se han identificado experimentalmente, y estos se encuentran asociados en su mayoria al
proceso de enquistacion del parésito. Asimismo, se han identificado ARN de interferencia y

micro ARN relacionados con procesos de variacion antigénica (Adam, 2021).



Debido a la ausencia de informacién acerca de la regulacion de la expresion de glnadk, en
este trabajo se realizd una aproximacion, mediante el uso de herramientas bioinformaéticas,
al estudio de su regulacion a nivel transcripcional, teniendo como referencia los mecanismos

descritos en otros organismos eucariotas.

MATERIALES Y METODOS
Identificacion de elementos cis en el promotor de glnadk:
Para la basqueda de elementos cis se tomd como region promotora 100 pb corriente arriba
del gen glnadk (GI50803 17316), mediante la herramienta Sequence view de NCBI. La
secuencia se compard con promotores previamente identificados en G. duodenalis, alfa 2
tubulina (AF331826), glutamato deshidrogenasa (JF918450.1), proteinas de la pared del
quiste uno y dos (U09330 y U28965.2), histona cuatro (AF139876.1) y proteina de union a
inmunoglobulina BiP (GL50803_17121). Adicionalmente, se predijo mediante el programa
PlantCare (cis-acting regulatory element), potenciales elementos regulatorios y su funcion.
Identificacion de elementos cis en secuencias promotoras de NAD quinasas:
Se realiz6 la busqueda de elementos cis en 500 pb y 100 pb corriente arriba del sitio de inicio
de la traduccion de NAD quinasas de organismos eucariotas; en los reinos plantae (Atnadk?2
NM_001198128.1, Atnadkl NM_202618.3, Atnadk3 NM_106506.3, Osnadkl
XM_015765511.1y Osnadk2 XM _015761493.2); fungi (Bdnadk XP_006680432.1, Pgnadk
XM_003319365.2, Scnadk (YEF1) NP_010873.1, Scnadhk (POS5) NP_015136.1 vy
Spunadk XM_016752809.1); animalia (Hsnadkl XP_006710902.1, Mmnadkl

NP_619612.2, Mmnadk2 NM_001085410.2, Cenadkl NM_067683.4 y Cenadk2



NM_064164.7), y protozoa (Ehnadk XP_657388.1, Lbnadk XP_001561981.2, Pfnadk

XP_001352005.1, Tcnadk XM_808961.1, glnadk XP_001710188.1).

Adicionalmente, se realiz6 la busqueda en el dominio archaea (Fpnadk FERP_0897,
Msnadk WP_083804764, Mjnadk WP_064496665.1, Ganadk WP_048095669.1 y Mvnadk
WP_048120851) y bacteria (Mtnadk NP_216211.1, Ypnadk WP_002210719.1, Pbnadk
WP_031376292.1, Vhnadk WP_005447653.1 y Kanadk WP_015370252.1). Para la
bldsqueda anterior, se utilizé el algoritmo MotifSampler del servidor MEME (Multiple Em
for Motif Elicitation) (Bailey et al., 2015) teniendo en cuenta los siguientes parametros,
ancho minimo: cuatro, sitios minimos: tres y cadena: positiva.

Identificacion de elementos en trans para la regulacion del gen glnadk:

Se utiliz6 la region promotora de glnadk para la consulta de sitios de union de factores de
transcripcion a través del programa PROMO v3.0 (TRANSFAC v. 8.3), y se tuvieron en
cuenta los factores que presentaron puntaje de disimilitud de 0,000. Asimismo, los motivos
para el promotor de glnadk descubiertos por el servidor MEME, se utilizaron en el servidor
TomTom para la busqueda de elementos regulatorios cis y trans en las bases de datos
JOLMA 2013, Uniprobe y JASPAR 2018 (Bailey et al., 2015).

Busqueda de factores de transcripcion putativos en el genoma de Giardia duodenalis:
Se busco cada factor de transcripcion con probable sitio de union en glnadk, predicho por el
programa PROMO, en el genoma de G. duodenalis. En primer lugar, se realizd un
alineamiento multiple de secuencia entre los factores de transcripcion de interés identificados

en otros organismos y disponibles en la base de datos UNIPROTKB (Uniprot Consortium,



2021), utilizando el algoritmo de alineamiento progresivo del programa CLC Sequence
Viewer v. 8.0 (QIAGEN, Aarhus, Denmark). Posteriormente, se utiliz6 la secuencia consenso
para la consulta en el genoma de Giardia duodenalis (taxid:5741), utilizando el servidor
Blastp Suite de NCBI y el servidor GiardiaDB, y se tuvieron en cuenta las secuencias que
presentaran un Expected value < 1,0.
Para el refinamiento de la exploracion, se buscaron genes putativos a los factores de
transcripcion de interés en las agrupaciones animalia, plantae, fungi y protista del dominio
eucariota y se generaron nuevas secuencias consenso para la busqueda en el genoma de G.
duodenalis. Para todos los genes candidatos, se realizd analisis de motivos o dominios
estructurales con los servidores ScanProsite (Sigrist et al., 2012) y Conserved Domains de
NCBI (Wang et al., 2023).

RESULTADOS Y DISCUSION
REGULACION TRANSCRIPCIONAL
El promotor de glnadk presenta elementos cis propios de G. duodenalis
La exploracién de la regulacion transcripcional partio de la busqueda de regiones promotoras
y elementos cis. Para iniciar, se definié como posible secuencia promotora 100 pb corriente
arriba del codon de inicio de la traduccién de glnadk, ya que se ha encontrado que una region
menor a 60 pb es suficiente para expresar la mayoria de genes en este organismo (Adam,
2021; Kim et al., 2022). Un ejemplo de ello, es el promotor de la alfa dos tubulina, el cual
que presenta actividad transcripcional incluso con s6lo 25 pb corriente arriba (Elmendorf et

al., 2001).
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Al comparar la regién promotora definida para glnadk con promotores previamente
caracterizados, como los de los genes de glutamato deshidrogenasa (gdh) (Yee and Nash,
2006), alfa-dos-tubulina (a2-Tubulin) (EImendorf et al., 2001), proteina de la pared del quiste
uno y dos (cwply cwp2), e histona cuatro (h4) (Yee et al., 2007); se encontraron elementos
previamente descritos para estas secuencias (Fig. 1). Entre estos, se destacan una region rica
en adeninas alrededor del sitio de inicio de la transcripcién con secuencia consenso
A(AIT)TTAAAAATG, que ha sido sugerida como elemento iniciador o Inr y una caja
palindromica CAAAT/ATTTG denominada g-CAB (Giardia CAT Box) la cual se ha
identificado en diferentes regiones corriente arriba de varios genes como componente

especifico de los promotores de G. duodenalis (Parra-Marin et al., 2020).

La mayoria de los sitios de inicio de la transcripcion en este parasito se sitlan dentro de la
region rica en adeninas, la cual se encuentra proxima al codén de inicio de la traduccion del
gen (Parra-Marin et al., 2020). Este aspecto es crucial en la regulacién de G. duodenalis,
debido a que, ademas de presentar regiones promotoras cortas, presenta UTR 5 cortos, por
lo que se ha sugerido una ausencia de escaneo de los ribosomas hacia AUG al iniciar la
traduccion (Plata-Guzman et al., 2023). Sin embargo, se ha encontrado que un mRNA con
cap de un solo nucledtido es aparentemente suficiente para reclutar ribosomas e iniciar la
traduccion (Li and Wang, 2004). De hecho, se ha determinado de manera experimental que
el incremento de la longitud de los UTR 5’ a 14 nucledtidos reduce severamente la
traduccion. Lo anterior, ha sugerido que los UTR 5’ tienen un papel minimo en el inicio de

la traduccion en Giardia. Esta caracteristica se ha observado en algunas secuencias de otros
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organismos parasitarios como Trichomonas vaginalis Donné, 1836 y Entamoeba hystolitica,
Schaudinn, 1903, donde se presentan UTR 5’ de longitud entre cinco a 20 pb corriente arriba
del coddn inicio (Gomez et al., 2010; Adedoja et al., 2020). Por otro lado, s6lo ha sido
identificada una Unica sefial de poliadenilacion que difiere de la caracterizada para

organismos superiores como mamiferos (Bilodeau et al., 2022).

En comparacion con eucariotas superiores que presentan una region iniciadora rica en C/T,
los promotores de G. duodenalis se caracterizan por la prevalencia de adeninas (Haberle and
Stark, 2018; Parra-Marin et al., 2020). Adicionalmente, g-CAB, que se considera la secuencia
analoga a la caja TATA, se localiza en su mayoria hacia la posicién -30 a -40, similar a la
localizacion del elemento regulatorio “-35” de los promotores de procariotas (Haugen et al.,
2008; Parra-Marin et al., 2020). La distancia entre la region rica en adeninas y el elemento
g-CAB puede diferir entre genes. Esto se observa en el promotor de glnadk y h4, en la que
estos dos elementos se encuentran muy cercanos, por lo que seria de gran interés evaluar la
distancia entre estos dos elementos en los mecanismos de regulacion transcripcional de G.

duodenalis (Fig. 2).

Otra diferencia entre los promotores de eucariotas superiores y G. duodenalis, es la presencia
de los nucleotidos G y C en el elemento g-CAB, los cuales no se observan en la caja TATA
de eucariotas superiores (Fig. 2). Este punto es crucial, ya que los elementos de las regiones
promotoras de G. duodenalis son Unicos y podrian ser un punto de divergencia entre los

elementos de regulacion de organismos procariotas y eucariotas.
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Por otro parte, se realiz6 la busqueda de elementos de respuesta a estrés en el promotor de
glnadk, debido a que se ha identificado esta condicion asociada a la NAD quinasa en plantas
(Li et al., 2018). Estos elementos, denominados en G. duodenalis como Giardia stress
response element (GSRE), son analogos a los elementos unfolded protein response (UPR) de
eucariotas superiores, tienen la secuencia consenso TNACGTnA, son palindrdmicos y pueden
formar una estructura de horquilla que influencia el acceso de los factores de transcripcion
(Spycher et al., 2013; Ortega-Pierres et al., 2018). En el promotor de glnadk, en la posicion
-55, se encontrd la secuencia palindrémica de este elemento (AnACGTnT) (Fig. 1). Su
ubicacién coincide con los elementos ya estudiados en otros genes, que en su mayoria se
encuentran dentro de las 60 pb corriente arriba del codon de inicio del gen. Este es el caso
del gen BiP, que codifica para una chaperona Hsp 70 y que se sobreexpresa en respuesta a
estrés reductivo (DTT). En este gen, el elemento GSRE se sitta en la posicion -42 (Fig. 1)
(Spycher et al., 2013). Cabe anotar que existe poca evidencia de la regulacion transcripcional
en condiciones de estrés en G. duodenalis y s6lo ha sido determinada esta secuencia como
elemento de respuesta a estrés (Ansell et al., 2016).

Con el fin de identificar otros posibles elementos regulatorios en cis se utiliz6 el programa
PlantCare de acceso libre (Lescot, 2002). Mediante este servidor se hall6 nuevamente la caja
CAAAT (g-CAB) y se predijeron nuevos elementos, entre los que se destacan las
repeticiones ricas en TC que se asocian a respuesta a estrés en plantas (Tabla 1), lo cual puede

relacionarse con las caracteristicas de eucariota basal de este organismo.
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Las NAD quinasas en los tres dominios de la vida no presentan elementos de regulacion
cis comunes:

Una vez analizado el promotor de glnadk, se evalud si existia algin elemento conservado
entre los promotores de NADK de diferentes organismos. Esto debido a que existe muy poca
informacion de la regulacion transcripcional de este gen, a excepcion de las NAD quinasas
de plantas, donde se han podido determinar elementos cis y su funcion, principalmente
relacionada a respuesta a estrés (Li et al., 2018; Wang et al., 2020).

Para lo anterior, se tomaron 100 y 500 pb corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion
de NAD quinasas de organismos de los tres dominios bacteria, archaea y eucariota. Estas
regiones promotoras se analizaron mediante el servidor MEME, el cual busca motivos
conservados entre las secuencias de interés. Al realizar esta busqueda, se encontraron algunos
motivos compartidos por el promotor glnadk, dos en la regién -500 pb y cuatro en la region
-100 pb (Tabla 2). De estos elementos, se destacan el motivo GGHBBRAGG que se presenta
en las nadk de todos dominios evaluados, principalmente en arqueas, bacterias y plantas y;
la region rica en adeninas, que en Giardia podria corresponder al sitio de inicio de la
transcripcion. Se resalta que algunos motivos predichos por el servidor MEME se presentan
en sélo un dominio, como es el caso del segundo motivo localizado entre la region -100 pb
(TATGGGGAT), el cual es altamente conservado entre las NAD quinasas de bacterias y, el

sexto motivo (GTGGTTGCG) en archaeas (Tabla 2a).

En lo que respecta a la region -500 pb, se predicen dos motivos (RRGGGAGGAG y

GYRCGRCGMC) que se encuentran en eucariotas y archaeas pero no en bacterias (Tabla
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2b). Es necesario aclarar que ninguno de los motivos predichos es conservado para todos los
promotores de nadk evaluados, ni presentan una localizacion conservada, lo que podria dar
cuenta de las diferencias en los mecanismos de regulacion transcripcional de este gen en

todos los organismos.

Cuatro factores de transcripcion podrian regular la expresion de glnadk:

A partir de la region promotora propuesta, se predijeron mediante la herramienta PROMO
v.3.0, 15 factores de transcripcion (FT) con sitio de union para el gen glnadk (Tabla
suplementaria 1). La mayoria de los sitios de reconocimiento se encuentran entre las
posiciones -30 a -50, lo cual es comdn en los sitios de union a factores de transcripcion de G.
duodenalis y, algunos pocos hacia la posicion -80 (Fig. 3a). Por otro lado, sus funciones estan
involucradas en procesos de diferenciacion, proliferacion y desarrollo celular, y respuesta a

estrés (Fig. 3b).

Los factores de transcripcion predichos presentan dominios de unién de dedos de zinc, como
es el caso de Zic2 (Barratt and Arkell, 2018); cremallera de leucina en CEBPa (Jin et al.,
2010) y, hélice vuelta hélice en Msx-1 (Genetics Home Reference, 2019), STAT5A (Owen
and Farrar, 2017), entre otros, siendo esta Ultima estructura la mas abundante para los factores
con sitio de union en glnadk (>50 %) (Fig. 3C). Igualmente, esta estructura predomina en los
factores de transcripcion identificados para G. duodenalis, gARID, Pax, GLP1, SREBP,
Myb2, E2F1 y MBF (Wang et al., 2007; Huang et al., 2008; Wang et al., 2010; Su et al.,

2011; Huang et al., 2021). Esta caracteristica es relevante, ya que se ha encontrado proteinas
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con este plegamiento que interactian con DNA, RNA y otras proteinas en todos los dominios
de la vida (Aravind et al., 2005).

Entre los FT predichos, cuatro toman gran interés. EI primero, C/EPBa, regula la expresion
del gen de la sirtuina humana sirtl, una de las proteinas que participa en el metabolismo del
NAD, sin embargo, este factor no ha sido identificado en G. duodenalis (Jin et al., 2010). El
segundo y tercero, pertenecen a dos factores de transcripcion de la familia Pax (Pax4a y
Pax6) pero, no corresponden con los identificados en el parasito (Pax1 y Pax2) (Su et al.,
2011; Chuang et al., 2012; Paixao-Cortes et al., 2015). Finalmente, se destaca a Myb2, un
factor de transcripcion de dominio hélice vuelta hélice, identificado experimentalmente en

G. duodenalis (Kim et al., 2022).

Myb2 esta involucrado en el proceso de enquistacion del parésito dado que modula la
expresion de la proteina de la pared del quiste uno (cwpl) (Kim et al., 2022). Adicionalmente,
la secuencia consenso de reconocimiento de Myb2, C(T/A)AC(A/T)(G/C), ya evaluada para
otros genes como cwpl-3 y g6pi-b, corresponde a la predicha en glnadk (Einarsson and
Svérd, 2015). Por otra parte, esta proteina reguladora se ha relacionado con la progresion del
ciclo celular y modulacion de la expresion del gen de la nadk en respuesta a estrés en Triticum
aestivum L. (Tanadk 1D), Oryza sativa (Osnadk uno-cuatro) y Arabidopsis thaliana
(Atnadk3) (Wang et al., 2016), por lo cual se considera promisorio para la regulacion de la

transcripcion del mismo gen en G. duodenalis, (glnadk).

Con el fin de ampliar la busqueda de los factores de transcripcidn con probable sitio de unién
a glnadk, se utilizaron los elementos cis conservados entre esta y otras NAD quinasas,

predichos por el servidor MEME, como entrada en el servidor TomTom, el cual permite

10



comparar estos motivos con otros ya estudiados e identificados en organismos eucariotas y
reporta posibles factores de transcripcion. Los resultados obtenidos se observan en la tabla
(Tabla suplementaria 2). De los factores de transcripcion predichos por este servidor se
resaltan nuevamente a Pax y Cdx1 que también fueron igualmente predichos por el servidor

PROMO.

Se obtuvieron secuencias candidato para factores de transcripcién en el genoma de G.
duodenalis que regularian a glnadk:

En G. duodenalis se han identificado pocos factores de transcripcion, probablemente por las
dificultades préacticas de su estudio a nivel experimental y el mantenimiento de cultivo celular
y ciclos de vida (Jex et al., 2020). Asimismo, la divergencia y especializacion de los factores
de transcripcidn, secundaria a la pérdida o transferencia horizontal de genes, hace que sea
una tarea dificil en protistas poco estudiados como Giardia. (Xu et al., 2020). Se considera
que un reducido grupo de FT se ve compensado en otros niveles de regulacion como
modificaciones de la cromatina bien desarrolladas y sistemas de regulacion

postranscripcional (Jex et al., 2020).

Con el fin de evaluar la existencia de los factores de transcripcion predichos para glnadk por
el servidor PROMO en el genoma de G. duodenalis, se realiz6 una busqueda en la base de

datos Giardia DB y en articulos primarios. De los 14 FT predichos, s6lo Myb2 habia sido

17



identificado y anotado experimentalmente en G. duodenalis, Por esta razon, se realizaron
andlisis de secuencia multiple para la identificacion de los demas genes candidatos mediante
la herramienta BLASTDp.

En una primera aproximacion, se utilizaron proteinas identificadas experimentalmente y
disponibles en la base de datos Swiss-Prot de UNIPROTKB y posteriormente se realizé la
basqueda con la secuencia consenso en las bases de datos NCBI y GiardiaDB (Tabla
suplementaria 3). Mediante esta busqueda se obtuvieron las siguientes secuencias candidato,
para HELIOS (GL50803_17003), C/EBPa (GL50803 94525), Pax6 (GL50803 32686) y
para Myb2 (GL50803_8722, GL50803_ 5347, GL50803_5938). Debido a que las secuencias
de entrada para esta bldsqueda provenian en su mayoria de organismos filogenéticamente
distantes a G. duodenalis, se realizé una segunda busqueda para los anteriores factores de
transcripcion, utilizando como entrada secuencias de diferentes organismos de todos los
dominios, incluyendo proteinas putativas de la base de datos TrEMBL. Por medio de esta
basqueda se obtuvieron nuevos candidatos para C/EBPa (GL50803 112112), Pax6
(GL50803_17386 y GL50803_137754) y Myb2 (GL50803 5248). Posterior a su
identificacion, se evaluaron los motivos estructurales, encontrando que sélo los candidatos
para HELIOS, Pax6 y Myb2 presentaban los dominios de unién a ADN esperados (Tablas

suplementarias 3y 4).

Hasta el momento no hay evidencia experimental de regulacion de NAD quinasas por los

factores de transcripcion HELIOS y Pax6, por lo que su analisis seria provechoso.

CONCLUSIONES



Existe muy poca informacion acerca de la regulacion de las NAD quinasas a nivel
transcripcional; ademas, los mecanismos de regulacion a este nivel en Giardia no estan muy
bien esclarecidos. Por esto, la identificacion de elementos conservados en el promotor del
gen de glnadk, asi como la prediccidn de nuevos motivos de unién y factores de transcripcion
obtenidos en este trabajo, aportan nuevas luces en el conocimiento de la biologia del parésito
y en la regulacion de la expresion de esta proteina, constituyendo un punto de partida para la

evaluacion experimental de los sistemas de regulacién basales de las NAD quinasas.
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BiP AAATCCTGTCCAATTCCTGGGAGAGTTTCTTCTCCTGCACAGTCAAAAGAAG AAACGTCTFI_ITG( CTAGTGGCGTATGTCTACAAGCAAATITTAATG
_______ . g
nadk AAAGCTAGAGAACTGCCGGATGAACTTCGTGTGCCCGAGATATGCATAGGAGAACCAAGGATTCTCTAGCTCACGAAG GTG._A_(_:_I}:F_AAAATI’AATG

Figura 1. Comparacion de la estructura de algunos promotores de G. duodenalis y el
promotor glnadk. Los nimeros arriba indican la posicion de los nucleotidos relativa al
coddn de inicio de la traduccidn (subrayado con flecha), la secuencia rica en adeninas se
encuentra punteada, los elementos g-CAB se indican en cuadros y los elementos GSRE en

cuadros punteados.
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TATATAAT  CAZTCo o
; ™~ pj
G. duodenalis g-cAB Inr
CAAAT/ATTTG A % TAAAAATG
|
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Figura 2. Comparacion de elementos consenso en los promotores de organismos
eucariotas, procariotas y G. duodenalis. Los numeros indican la posicion de los nucleotidos
relativa al sitio de inicio de la traduccién (subrayado con flecha) En gris oscuro se observa la

region promotora y en gris claro los elementos regulatorios.

Analisis de elementos cis en el promotor de glnadk

Elemento Caglen Secuencia Posr:uo Organismo Funcion
Elemento comudn en
CAAT-box  + CAAAT  -12  Pisumsativum O de regiones
promotoras y
potenciadoras
MYC - CATTTG -2 Arabidopsis :
thaliana
Elemento comdn en
.. cis involucrado en
Repetluones + ATTCTCTAA -31 Nicotiana tabacum la defensa 'y
ricas TC C
respuesta ante
estrés.
Sin i cTCe .49 Petroselinum i
nombre 4 hortense

Tabla 1. Analisis de elementos cis en el promotor de glnadk. Se muestran los elementos
cis predichos por el programa PlantCare, sobre la region promotora de glnadk.

(GLCHRO03:1384605...1384705)
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Eucariota
No. Logo Motivo E-value Plantae Fungi Animalia Protozoa
1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5

Archaea Bacteria

1|'k0s ogad)) [GCHBBMRAGG|  5q0 49

b ‘IAT G0t ATc TATGGGGATC

2,30E+00]

3 ‘ A [sgh)L | CAGCCSSAGY | soeson

AHATTTITATT TATTTTTATT | 6 g0E401
5 MIA&GA AATTAAGGCA| 5 1oE40)

‘iT ” G( GTGGTTGCG

o 2 1UITIEVE 260E+02
7 ]MAAAAITA AAAAAATTA [ 5 o0E 40 N
| _,IC oo éCC COCCBMEGNC| ) 70 oo
9 Lacted ».».-c CACGAAVRBC| , ye g 8
o LTTTAA TSTGKGGTAA| ¢ oo oo
1 I"AAIA? GERAAWAGYG 4 k04
1 AAA CAGAAAG | 720403

| 13) * TT CCCTTG 110E+04

. feloelil | csoxscac 38004

C
i lﬁCATCCAAT ACWKCCRGAT| oo oo

Eucariota
No.| Logo Motivo E-value Plantae Fungi Animalia Protozoa
1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5

Archaea Bacteria

1| Aallia A RRGGGAGGAG | 4,00E+00|

o Boalicl CC CRYCRSCGCC | 1.20E+01

3] -AAAMMAAA RRAAAAAAAA | 130E+01]

S
@

4] “C“Céc GYRCGRCGMC 1,70E+02) ’

5| ‘MT”\T sia  |TATTATGGGR 1,70E+02)

§ [CC CA CA CCGGCAGCA 1,20E+02]

vy MC CGCGGATC 8,90E+03]

(
8] Icmc C.: TCTCCGCG 6,90E+03]
(

9 ]A M MC AGCGAAGAAC |  1,00E+04]

b. Lw ’LA:,AJ}.; GSAVVAGAGG | 1.20E+04

Tabla 2. Elementos reguladores en cis en los promotores de las NAD quinasas identificados
mediante el algoritmo MotifSampler del servidor MEME. a) Busqueda de elementos cis en las 100
pb corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion. b) Busqueda de elementos cis en las 500 pb
corriente arriba. NAD* quinasas: PLANTAE: 1. Atnadk2, 2. Atnadkl, 3. Atnadk3, 4. Osnadkl, 5.
Osnadk2; Fungi: 1. Bdnadk™*, 2. Pgnadk*, 3. Scnadk(YEF1), 4. Scnadhk (POS5), 5. Spunadk;

ANIMALIA: 1. Hsnadk1, 2.Mmnadk1, 3. Mmnadk2, 4. Cenadkl, 5.Cenadk2; PROTOZOA: 1.
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Ehnadk, 2. Lbnadk, 3. Pfnadk, 4.Tcnadk*, 5.glnadk; ARCHAEA: 1. Fpnadk, 2.Msnadk, 3.Mjnadk,
4.Ganadk, 5. Mvnadk; BACTERIA 1. Mtnadk, 2. Ypnadk, 3. Pbnadk, 4. Vhnadk, 5. Kanadk.
*Proteinas putativas. EI nimero en los cuadros gris o negro indican la posicion del motivo, se resalta en

cuadro negro los resultados para glnadk. EI E -value equivale a la relacion de los motivos entre las

secuencias evaluadas.
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Figura 3. Factores de transcripcion con sitio de union en el promotor de glnadk. a) Localizacion de
los FT predichos por el servidor PROMO v3.0 en el promotor de glnadk 5°-3° (Tabla suplementaria 1).
b) Funcion de los FT, DPD: Diferenciacion, proliferacion y desarrollo, RE: Respuesta a estreés. c)

Motivos estructurales de los factores de transcripcion HTH: Hélice vuelta hélice, bZIP: Cremallera de

Leucina, ZF: Dedos de Zinc.
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