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RESUMO

GOMES, G. B. Classificagcao e Evolucao de GTPases da classe TRAFAC: a
histéria evolutiva das septinas/parasseptinas. 2020. 99 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2020.

Existem diversas proteinas capazes de ligar e hidrolisar moléculas de
nucleotideo fosfato e grande parte delas sao necessarias para a manutengao da
vida. As GTPases sao proteinas do fold P-loop NTPases com capacidade de
catalisar moléculas de GTP e ATP para efetuar e regular processos celulares como
a iniciacdo e elongamento da tradugdo, remodelamento ou organizagcdo de
membranas, sinalizagdo, sintese de nutrientes e imunidade. As GTPases sao
divididas em duas classes com base em suas sinapomorfias: TRAFAC e SIMIBI.
Neste trabalho nos concentramos na histéria evolutiva de GTPases da classe
TRAFAC (de ftranslation factors), que agrega diversas familias de proteinas
altamente divergentes que partilharam ancestralidade comum como: os fatores de
traducdo, a superfamilia Ras de transdutores de sinal, a familia FeoB de
transportadores de ferro, as dinaminas e as septinas que participam de processos
de remodelamento e trafego de vesiculas, entre outras. A ultima classificagéo
massiva desses grupos de GTPases baseada nas estruturas e caracteres
compartilhados a nivel de sequéncia foi proposta no inicio deste século,
precisamente em 2002, e por esse motivo esse trabalho objetivou comparar as
sequéncias e estruturas disponiveis dessas GTPases desenvolvendo uma
metodologia reprodutivel baseada na similaridade entre as sequéncias e em perfis
de sequéncias baseados em HMMs, seguidas de analises de redes, de modo a
construir uma classificagdo evolutiva natural e atualizada e inferir hipdteses
evolutivas a respeito da origem e diversificagdo desses grupos de genes
amplamente divergentes. Além disso, aprofundamos o debate sobre a historia
evolutiva das septinas nos organismos eucariotos e da relagdo evolutiva desse
grupo com as familias semelhantes as septinas como GIMAP e Toc, e de um grupo
relacionado ainda nao caracterizado experimentalmente das parasseptinas
bacterianas.

Palavras-chave: Classificacdo. Evolucdo. GTPases. Septinas. Parasseptinas.



ABSTRACT

GOMES, G. B. Classification and Evolution of the TRAFAC class GTPases: the
evolutionary history of septins/paraseptins. 2020. 99 f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2020.

There are a diverse range of proteins which are able to bind and hidrolise
nucleotide triphosphate molecules and a majority of them are required to the
maintenance of life. GTPases are proteins from the P-loop NTPase fold that are able
to catalyze GTP and ATP molecules in order to effectuate or regulate several cellular
processes such as translation elongation and initiation, membrane remodelling and
reorganisation, sinalizing, nutrient synthesis and immunity. There are two classes of
GTPases built on the basis of their synapomorphies: TRAFAC and SIMIBI. In this
work we focus on the evolutionary history of the TRAFAC (after translation factor)
class of GTPases, that comprise several highly diversified protein families including
the translation factors, the Ras extended superfamily of signal transducers, the FeoB
family of iron transporters, dynamins and septins that participate in processes of
membrane remodelling and vesicle trafficking, among others. The last massive
classification of these groups of GTPases based on structure and shared characters
was released in the beginning of this century, precisely in 2002, and for this reason
this work aims to compare available sequences and structures of these GTPases by
developing a reproducible methodology based on the sequence similarity HMM
sequence profiles, followed by sequence similarity networks, in order to build an
updated and natural evolutionary classification and generate evolutionary hypothesis
of the main events regarding the origins and diversification of these groups of highly
divergent genes. Beyond that, we dig deeply into the evolutionary story of septins in
eukaryotes and into the evolutionary relation between septinas and the other
septin-like families known as GIMAP and Toc, and with a related group not yet

experimentally characterized named bacterial paraseptins.

Key-words: Classification. Evolution. GTPases. Septin. Paraseptin.
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https://docs.google.com/document/d/1svU84eaTrtr2NgkI2bB61X0hcA359JhUYKd9zns1VU0/edit#heading=h.3yotwuw1q6hd
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1 INTRODUGAO

1.1 P-loop NTPases

Diversas proteinas sao capazes de ligar e hidrolisar moléculas de nucleotideo
trifosfato e muitas sdo extremamente necessarias para a manutengcdo da vida.
Essas proteinas podem ser classificadas como parte de diversos dobramentos,
sendo eles: o fold de ligac&o a dinucleotideos Rossman-like e os folds relacionados
a Tubulina/Ftsz; o fold P-loop NTPase; o fold das proteinas Kinases; o fold histidina
kinase/HSP90/Topoll; e o fold das HSP70/RNAse H (Gorbalenya et al. 1990;
Milner-White et al. 1991; Saraste et al. 1990; Schulz 1992; Schweins et al. 1994;
Vetter et al. 1999).

O fold P-loop NTPase é conhecido por possuir uma estrutura de loop
localizada na regido amino-terminal. P-loop é wuma abreviagdo para
Phosphate-binding-loop ou al¢a de ligacdo a fosfato, atividade chave no processo
de interagdo com o grupo fosfato-gama de nucleotideos. Esta regido também é
conhecida como Walker A e possui o0 motivo GxxxxGK][T/S] entre a primeira fita B
conservada do fold e a primeira a-hélice, que cercam um /loop flexivel cuja fungéo é
posicionar corretamente o trifosfato do nucleotideo para atividade catalitica dessas
proteinas (Saraste, M. 1990; Milner-White, E. J., 1991; Walker, J. E. 1982). Distal ao
motivo anterior, o motivo Walker B é caracterizado pela presenca de um acido
aspartico ou acido glutdmico (menos comum) conservado, situado no fim de uma
fita-beta e precedendo um /oop que faz pontes de hidrogénio com um ion de
magnésio (Mg+2) (Walker, J. E. 1982).

As P-loop NTPases, juntamente com as proteinas do fold Rossmann-like, sao
provavelmente as duas familias de proteinas com a distribuicdo taxonémica mais
ampla conhecidas até o momento. Ambas familias possuem semelhangas na
composicdo e organizagdo dos elementos de estrutura secundaria do nucleo
conservado de seus dominios cataliticos, e também em seus motivos de ligagéo ao
grupo fosfato, o que sugere que sua descendéncia a partir de um ancestral comum,

a exclusado de outros grupos de proteinas, ndo pode ser descartada. Embora a


https://paperpile.com/c/dTZzQU/R3MsG+KoG2+A7yR+tEvj+8wjl+mVH7
https://paperpile.com/c/dTZzQU/R3MsG+KoG2+A7yR+tEvj+8wjl+mVH7
https://paperpile.com/c/dTZzQU/R3MsG+KoG2+A7yR+tEvj+8wjl+mVH7
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literatura sempre tenha reconhecido algumas semelhancgas estruturais, esses dois
grandes grupos de proteinas sempre foram consideradas como derivadas de
origens independentes no mundo pré-LUCA (Last Universal Common Ancestor, ou
Ultimo Ancestral Comum Universal), devido & aparente auséncia de identidade entre
elas. Uma analise recente, porém, propdée uma possivel relagdo dessas duas
familias, que podem ter sido derivadas a partir de um ancestral comum pré-LUCA,
caracterizado por um enovelamento (fold) ancestral Beta-Alfa-Beta, que inclui o
motivo Walker A e €& compartilhado pelas duas familias. Esses autores, porém,
admitem que, mesmo com o grande volume de dados de sequéncia acumulados e a
analise cuidadosa das similaridades entre as duas familias, ainda é dificil descartar
a possibilidade de convergéncia evolutiva desses folds que evoluiram ha tanto
tempo e que perderam a maior parte do sinal que evidenciaria um ancestral comum
para ambos os grupos (Longo et al. 2020).

Até o momento, 26 grupos de P-Loop NTPase ja foram identificados e
classificados, e pelo menos 6 dentre estes podem ter se originado antes de LUCA
(lyer et al. 2004). Andlises de sequéncia e estrutura sugerem que um dos primeiros
eventos evolutivos de diversificacdo na evolugcao das P-loop NTPases resultou na
cladogénese de dois grupos. O primeiro, denominado ASCE (Additional strand
conserved E, ou fita adicional, com um residuo “E” conservado), foi estruturalmente
caracterizado por uma fita-beta adicional na folha central, localizada entre a fita-beta
que precede o loop P (Walker A) e a fita-beta que precede o motivo Walker B, e a
nivel de sequéncia por um residuo adicional de acido glutamico (E) catalitico no
mesmo motivo Walker B (hhhhE/DE) (lyer et al. 2004).

O outro grupo é conhecido pela denominagdo KG (de Kinase — GTPase, ou
Quinase - GTPase) inclui as quinases, GTPases e outros grupos de proteinas
relacionados, que compartilham caracteristicas estruturais, como o posicionamento
dos loops Walker (A e B), responsaveis pelo acesso e estabilizagado da ligagéo ao
trifosfato nucleotideo, analisadas neste trabalho e detalhadas a frente (lyer et al.
2004).


https://paperpile.com/c/dTZzQU/vOkIq
https://paperpile.com/c/dTZzQU/ydPqA
https://paperpile.com/c/dTZzQU/ydPqA
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1.2 A superclasse das P-loop GTPases

A superclasse das GTPases e proteinas relacionadas constitui um grupo
monofilético dentro do fold das P-loop NTPases. A relacdo dos membros desse
grupo, que inclui familias extremamente divergentes e com valores de similaridade
par-a-par no limiar dos métodos de deteccao de similaridade, € suportado por varios
estudos que empregaram a comparagao de estruturas e a analise de motivos
conservados na sequéncia do nucleo catalitico destas proteinas. Membros desse
grupo conservam a capacidade de ligagdo a nucleotideos, geralmente GTP, e
muitos sdo capazes de clivar a ligacéo entre o pirofosfato e o fosfato vy, atividade
que € essencial para conferir a estas proteinas a caracteristica de “interruptor
molecular” (molecular switch), ou seja, a capacidade de transitar entre dois estados
(“ativo” e “inativo”) que permitem aos membros desse grupo atuar como reguladores
de diversos processos, como pontes em redes de transducio de sinal ou ainda na

dindmica de estruturas do citoesqueleto.

1.2.1 Classes de P-loop GTPases

A base atual para a classificacdo das GTPases e proteinas relacionadas foi
introduzida por Leipe, em 2002, que subdividiu o grupo em duas classes, que
possuem caracteristicas estruturais e de sequéncia exclusivos de cada subgrupo.

O primeiro subgrupo, denominado TRAFAC (de translation-factor related, ou
proteinas relacionadas a fatores de tradugao), compreende a maioria dos membros
da superfamilia com atividade de GTPase conhecidas, incluindo diversas familias de
fatores de tradugdo, como fatores de iniciagdo e alongamento; a superfamilia Ras,
com membros que atuam na transdugdao de sinais e motilidade celular em
procariotos; a superfamilia das Septinas, que desempenham importante papel na
divisao celular de eucariotos; as dinaminas, envolvidas em remodelamento e trafego
de vesiculas; e algumas ATPases, como as miosinas e quinesinas, que funcionam

como motores celulares e no transporte intracelular em eucariotos.
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A segunda classe, € conhecida como SIMIBI, um acrénimo derivado do nome
de seus trés grandes grupos: proteinas de reconhecimento de Sinal (SRP), as
familias de proteinas similares a MInD e a BloD (Leipe et al., 2002). O grupo das
SIMIBI inclui GTPases de reconhecimento de sinais associados a secregao (SRPs),
a superfamilia MRP/MinD, que também inclui os homdlogos das proteinas de
particionamento de cromossomos conhecidas como ParA, e diversas outras
enzimas metabdlicas, como BioD e outras enzimas da via de sintese de biotina,
adenilosuccinato sintetase, e formil tetrahidrofolato ligase.

Cada classe de GTPases é caracterizada por uma estrutura ancestral que as
define, ou seja, por elementos de estrutura secundaria que sdo compartilhados por
todos os clados de cada classe, por exemplo, as TRAFAC sao definidas
estruturalmente por possuirem duas fitas betas, a segunda (B2-Figura 1) e a terceira
(B3-Figura 1), posicionadas no sentido anti-paralelo uma a outra. Enquanto na
classe das SIMIBI, a topologia dos elementos equivalentes se posicionam de tal
modo que as mesmas fitas se encontrem paralelas uma a outra (conforme

detalhado mais a frente) (Leipe, 2002).

1.2.1.1 Nucleo do dominio GTPase: cinco motivos conservados a nivel

de sequéncia

Dentro do nucleo catalitico de todas as proteinas da superfamilia das
GTPases, € possivel encontrar motivos altamente conservados, denominados G1 a
G5, que compreendem os residuos diretamente envolvidos com a ligagdo ao
substrato e a atividade de hidrolase. O primeiro destes motivos, denominado G1, se
localiza na primeira fita-beta, e inclui o motivo Walker A no primeiro loop apés essa
fita. O motivo G2 é o loop posicionado na regido aminoterminal da segunda
fita-beta. G3 esta localizado na regido C-terminal da terceira fita-beta e inclui o
variante do motivo Walker B que € caracteristico das proteinas da familia das
GTPases (hhhhDxxG). G4 é a quinta fita-beta contendo os residuos conservados

xKxD, e G5 é a fita 6 geralmente associada a uma serina conservada no décimo
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loop, embora a posigdo desse residuo varie bastante entre os subgrupos de
GTPases, conforme descrito na Figura 1.

Além disso, as TRAFAC usualmente possuem um residuo conservado que
pode ser uma Treonina ou uma Serina (T/S), localizada no loop entre a segunda e a
terceira fitas beta, responsavel por fazer uma ponte de hidrogénio com um cation, o
qual é necessario para a atividade de hidrolise da molécula de GTP. Nas SIMIBI,

outro residuo é responsavel pela mesma fungéo, conforme descrito a seguir.

GiTPases
W\p}e,cullar Swh %’c‘n es

dly

Figura 1. Representacao grafica desenhada com nanquim e caneta da menor estrutura
conhecida das P-loop GTPases da classe TRAFAC com énfase nas estruturas secundarias
e motivos conservados dessa classe. Em verde estdo descritas as fitas-beta, da primeira
até a sexta, em vermelho estdo descritas as alfas-hélices, da primeira até a quinta, e em
amarelo os loops que se posicionam entre essas estruturas secundarias, do primeiro até o
décimo, conforme orientagdo da regido N-terminal para C-terminal. Nesta representagao é
possivel observar que a segunda fita-beta (32) se posiciona em orientacao antiparalela a
terceira fita-beta (B3), que precede o motivo de sequéncia G3 ou Walker B, caracteristica
evidente em todas as GTPases da classe TRAFAC. Hachurados estdo os motivos de
sequéncia G1-G5, em laranja o motivo G1, ou Walker A, em azul G2, em vermelho G3 ou
Walker B, em preto G4 ou xKxD, em amarelo G5, um motivo mais divergente entre as
familias de GTPases. O titulo “GTPases, Molecular Switches”, em portugués “GTPases,
interruptores moleculares” se refere a atividade de regulagdo de proteinas da familia Ras,
cuja ligacao e hidrélise de GTP controlam diversos mecanismos celulares. Em grafite esta
representada a molécula de Guanosina trifosfato com os fosfatos posicionados em relagao
aos motivos com capacidade de interacdo e catalise dessa molécula. A assinatura da
representacao € do autor deste trabalho e essa versdo do desenho foi concluida em
20/01/2019.
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1.2.1.2 Classe SIMIBI

As familias de proteinas da classe SIMIBI sao estruturalmente caracterizadas
por possuirem as duas fitas-beta paralelas a fita-beta do motivo Walker B orientadas
no mesmo sentido, ao contrario das TRAFAC, cuja a fita que precede a fita-beta do
motivo Walker B se posiciona em sentido antiparalelo a fita que constitui o motivo
Walker B (Figura 2).

Em nivel de sequéncia também é possivel observar diferencas entre SIMIBI e
TRAFAC, a primeira delas é um residuo de acido aspartico na regiao C-terminal da
segunda fita-beta, presente nas proteinas da classe SIMIBI que contribui na
formagdo de uma ponte de hidrogénio com um ion de Mg, conforme evidenciado
pelas estruturas de SRP, MinD, ArsA e na proteina ferro-nitrogenase NifH (Montoya
et al. 2000; Zhou et al. 2000; Hayashi et al. 2001; Schindelin et al. 1997). A funcao
desse residuo é similar a do residuo de treonina presente no loop anterior a
segunda fita-beta nas TRAFAC (Figura 1 - G2).

As proteinas da classe SIMIBI também conservam uma variagdo do motivo
Walker A, no qual é possivel encontrar um residuo de Glicina adicional conservado
entre os residuos de Glicinas normalmente encontrados em P-loop NTPases, cujo
consenso € estendido para GxxGxGKT/S. Outra caracteristica desta classe,
descrita por Leipe e colaboradores, em 2002, é a presenga de um residuo de acido
aspartico na regido N-terminal da fita-beta que contém o motivo Walker B,
equivalente a regiao N-terminal da terceira fita-beta da Figura 2, logo apds o terceiro
loop, que esta posicionado de forma oposta aos motivos que interagem com a
molécula de nucleotideo fosfato e que motivou a sugestdo de uma fungdo de
estabilizacao estrutural para este residuo.

Também €& possivel observar que os residuos presentes no motivo G4
(geralmente xKxD), responsavel por prover especificidade a base da guanina e
muito conservado entre as proteinas da classe TRAFAC, sdo bem mais variaveis na
classe SIMIBI, principalmente nas familias que atuam como ATPases, como
observado na familia MinD/ParA que compreende ATPases, onde a atividade

hidrolitica e a alternéncia entre o estado ligado a ATP e a ADP influenciam


https://paperpile.com/c/dTZzQU/D7bbA
https://paperpile.com/c/dTZzQU/D7bbA
https://paperpile.com/c/dTZzQU/5jGko
https://paperpile.com/c/dTZzQU/ojfY3
https://paperpile.com/c/dTZzQU/OdKN7
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diretamente o comprimento de polimeros que atuam na membrana celular ou no

particionamento de cromossomos (Lutkenhaus, 2012).

1.2.1.3 Classe TRAFAC

Membros das familias de proteinas da classe TRAFAC possuem uma
Treonina/Serina extremamente conservada que é responsavel por fazer uma ponte
de hidrogénio com um ion Mg+2 necessario para a atividade de GTPase (Figura 1).
Além disso, quase todas as familias da classe TRAFAC possuem um residuo de
Serina posicionado no loop da ultima fita-beta do nudcleo enzimatico GTPase,
envolvido na ligacdo com a Guanina. As proteinas TRAFAC também possuem uma
estrutura plesiomorfica com uma fita-beta em sentido anti-paralelo a todas as outras
do nucleo catalitico das GTPases, caracteristica que as diferencia das GTPases da
classe SIMIBI, e de outros grupos de proteinas do fold P-loop NTPases (Figura 2).
Diversas familias da classe TRAFAC também possuem uma extensdo a-hélica na
regidao C-terminal (Figura 2), geralmente responsavel por interagir com outras

proteinas ou associarem-se com atividades na membrana celular.


https://paperpile.com/c/dTZzQU/GjZy8
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TRAFAC SIMIBI

GrxxxGKT/S T GuxGxGKT/S DIK

Figura 2. Representacao grafica da estrutura secundaria plesiomérfica das duas classes de
GTPases. A esquerda estd uma representacdo da classe TRAFAC, a direita da classe
SIMIBI, ambas com énfase (verde) na fita-beta que precede a fita-beta do motivo Walker B
(DxxG, conhecido como G3, em ambas). O ancestral TRAFAC possuia uma fita-beta
antiparalela precedente a fita-beta do motivo Walker B (G3), enquanto o ancestral SIMIBI
possui a fita-beta equivalente em sentido paralelo a fita-beta que precede o motivo Walker
B. Em laranja, e representadas como fitas, estdo as fitas-f presentes na estrutura
compartilhada entre todos os integrantes de ambas as classes, em cinza estéo
representadas fitas-betas numa posicao variavel entre as proteinas de cada classe, ou seja,
algumas familias ndo conservam esta regido ou possuem insergdes de outras estruturas
secundarias nesta posicao. Em lilas, e com representacdo em cilindros, estdo as a-hélices
conservadas entre as fitas-betas da estrutura a compartilhada entre todas essas proteinas.
Os loops estao representados como linhas de diferentes cores de acordo com os motivos
conservados nestas posi¢des, o tamanho da linha demonstra a posi¢ao do loop no espago
dividido pela posicao das fitas-betas. Em vermelho esta o motivo Walker A ou G1; Em azul,
Walker B ou G3; Em laranja o motivo de especificidade a molécula de GTP (xKxD) ou G4;
Em magenta o motivo menos conservado entre todas as GTPases (G5), mas que também
estabiliza a molécula de GTP durante a atividade catalitica dessas proteinas; Em preto,
apos a segunda fita-B ancestral esta o residuo conservado de Treonina (TRAFAC) ou Acido
Aspartico/Lisina (SIMIBI) também conhecido como G2. Um “N” em negrito aponta para a

regidao N-terminal das proteinas, enquanto um “C” indica a regiao C-terminal.
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1.3 Evolugao das GTPases

A classificagao mais recente de P-loop GTPases foi introduzida em 2002 por
Leipe e colaboradores. Esses autores descreveram 8 superfamilias de GTPases
TRAFAC e 5 da classe SIMIBI. Compreender a existéncia de todos esses grupos foi
importante para a analise proposta por este trabalho, para delimitar o espago entre
as sequéncias e seus respectivos processos evolutivos.

Apds a publicagdo da classificagéo introduzida por Leipe e colaboradores,
milhares de novos genomas de eucariotos e procariotos foram depositados nos
bancos de dados publicos e a analise de novas hipdteses sobre as relagbes das
GTPases se tornaram viaveis. O sequenciamento de novas linhagens de arqueas e
bactérias, a partir de amostras metagendémicas, como as Asgard archaea
(Zaremba-Niedzwiedzka et al. 2017), as DPANN (Eme et al. 2018) e a nova divisao
de bactérias conhecida como CPR (Méheust et al. 2019), tém aquecido o debate
sobre a diversidade de procariotos e a origem do grupo dos Eucariotos, afetando a
forma como compreendemos a relagao evolutiva dos trés super reinos e reforcando
a hipétese de um ancestral comum de arqueas e eucariotos, a exclusdo das
bactérias.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver um método de
classificagado de familias altamente divergentes de proteinas e aplicar este método
na analise das relacbes entre proteinas da superfamilia TRAFAC. Nossa
abordagem é baseada na geragdo semi-automatica de perfis de sequéncias, ou
seja, modelos Ocultos de Markov, que representam cada familia de TRAFAC, e na
aplicacdo de meétricas de distancias e algoritmos de agrupamento para definir as
relagdes evolutivas entre as familias descritas. A aplicagdo da nossa abordagem a
classe TRAFAC permitiu a revisao da classificagao evolutiva introduzida por Leipe e
colaboradores, a atualizacdo desta analise no contexto do imenso volume de dados
atualmente disponiveis e evidenciou novas familias ou subgrupos que poderao ser

alvos de analises futuras.


https://paperpile.com/c/dTZzQU/4rqgo
https://paperpile.com/c/dTZzQU/ED5xN
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1.4.1 Septinas

As septinas foram descobertas em leveduras durante o processo de divisdo
celular e receberam seu nome em fungdo de sua localizagdo na regido do septo
celular, onde fazem parte do colar septal formado durante a separagao das células
mae e filha (Byers et al. 1976; Haarer e Pringle 1987; Hartwell, 1971; Longtine et al.
1996). Essas proteinas formam filamentos essenciais para o processo de divisdo
celular de leveduras, recrutando outras proteinas para formar polimeros proteicos
(McMurray et al. 2011).

Atualmente sabe-se que as septinas se associam com a membrana celular,
actina e microtubulos e que atuam na formacao de vesiculas e em processos de
secrecdo, caracteristicas que fez das septinas mais um dos componentes
essenciais do citoesqueleto em eucariotos (Mostowy e Cossart 2012).

Apds a descoberta das septinas em leveduras, estudos filogenéticos dessas
proteinas revelaram uma grande diversidade de subfamilias, amplamente
distribuidas em Opisthokonta (supergrupo no qual se inserem Animais e Fungos)
(Pan et al. 2007; Cao et al. 2007), mas ausentes em linhagens de plantas mais
recentes e com representacéo restrita em ciliados, algas verdes e algas marrons
(Nishihama et al. 2011).

Embora outras familias de GTPases da classe TRAFAC estejam presentes
em diversas linhagens de eucariotos e procariotos, as septinas parecem restritas a
certos grupos de Eucariotos. Um grupo relacionado, porém ainda pouco conhecido
de GTPases TRAFAC, conhecido como paraseptinas, esta presente em Bactérias
mas nao foi, at¢é o momento, encontrado em genomas de Arqueas (Leipe et al.
2002).

O tamanho das septinas varia entre 275-539 aminoacidos e a ligagdo do GTP
ao nucleo catalitico € necessaria para a formacao de oligbmeros, incluindo desde
dimeros a longas cadeias de polimeros com simetria aberta (cabega-cauda). A
conversao para GDP, quando presente, € necessaria para ambos, polimerizagéo e

despolimerizagao (Saraste et al. 1990). Hélices em coiled-coil proximas a regiao


https://paperpile.com/c/dTZzQU/jtQrc+pQj0z+rGRZg+Tj18q
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C-terminal podem ser encontradas na maioria das septinas, ao passo que a regiao
N-terminal possui caracteristicas Unicas em cada subfamilia (Longtine et al. 1996)
(Figura 3a).

As septinas possuem caracteristicas tipicas de GTPases da classe TRAFAC
(translation factor-related) (Figura 3b), incluindo o motivo “GxxxxGKS/T”, presente
no loop apds a primeira fita beta, que corresponde a assinatura caracteristica do
dominio catalitico de todas as P-loop NTPases. Esta assinatura é também
conhecida como motivo Walker A ou G1, o primeiro dos cinco motivos que

caracterizam todas as GTPases (Walker et al. 1982).

a |

N tail G domain Coiled-coil C tail
~300 residues -80 residues
b Myosin TrmE/ Paraseptins
Kinesin » MnmE (including Toc proteins)
. FeoB
SIMIBI L 1 | Metazoan/
- fungal
Class TrmE/Efa/EngA/ R0 2 | groups
Septin-like -
Superfamily TRAFAC Era ‘ ‘
; 3,> Septins
Family 0BG /
EngA 4/
Group / Fungal
Translocation YihA 5\// groups

factors

Figura 3. a) Arquitetura geral das Septinas com énfase no dominio GTPase (G
domain) na regido N-terminal (N tail, ou cauda N), e o dominio “Septin Unique Element’
(SUE, ou Elemento Unico das Septinas), uma regido constituida por uma presilha-beta e
alfas-hélices em Coiled-coil, representado em amarelo na extremidade C-terminal (C tail, ou
cauda C) da representagcido. O dominio GTPase é formado por entorno de 300 aminoacidos,
enquanto o segundo dominio é formado por aproximadamente 80 residuos. b) Diagrama da
classificacdo das Septinas com base nos estudos evolutivos de Leipe, et al. 2002,
mostrando que as Septinas sdo pertencentes a classe TRAFAC, mais proximamente
relacionadas a outras familias de GTPases como TrmE/MnmE, FeoB, ERA, EngA e YihA.
(Leipe et al. 2002; Weirich, et al. 2008).

Um residuo conservado de treonina, também conhecido por G2 ou “XTx”,
localizado entre a segunda e terceira fitas betas do nucleo catalitico, é responsavel

por fornecer o segundo grupo hidroxila que coordena o ion Mg*?, necessario para a
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hidrélise de GTP (Bourne et al. 1991). O motivo “hhhhDxxG”, também conhecido por
G3, faz parte da assinatura denominada Walker B, localizada na 42 fita beta, cuja
glicina conservada faz uma ponte de hidrogénio com o oxigénio terminal do fosfato
gama da molécula de guanosina trifosfato (Leipe et al. 2002).

O motivo “NKxD” diferencia o dominio catalitico “G” de outras NTPases que
interagem com outros nucleotideos trifosfatos, € também conhecido como G4, é o
responsavel pela especificidade pela guanina a outras bases e esta localizado
depois da sexta fita beta. O motivo “NKxD” e o motivo “xCAXx” (G5), localizado na fita
7, constituem as sinapomorfias mais conservadas no dominio catalitico das
TRAFAC GTPases, e estdo presentes nos membros da superfamilia que inclui as
septinas e paraseptinas. No entanto, a asparagina (N) no primeiro aminoacido do
motivo “NKxD” ndo é completamente conservada, ou seja € raramente observada
entre os membros da superfamilia das septinas, incluindo nas subfamilias Pnut,
Y{jP-like, C18B2.5-like, Aig1/Toc34/Toc159-like e VC1806-like.

As trés ultimas subfamilias s&o membros de um subgrupo de TRAFAC que
inclui todas as proteinas conhecidas como septinas e paraseptinas na literatura
(Figura 3b). E possivel que os genes ancestrais das septinas/paraseptinas tenham
sido transferidos horizontalmente do ancestral pré-mitocondrial endossimbionte para

dar origem as septinas e paraseptinas eucarioticas (Leipe et al. 2002).


https://paperpile.com/c/dTZzQU/hBbxu
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1.4.2 Paraseptinas

Estudos anteriores (Leipe et al. 2002) dividiram as paraseptinas em dois
subgrupos, Aig1-Toc34/Toc159 e paraseptinas bacterianas. O primeiro subgrupo
compreende as Aigl-like, presentes em plantas e vertebrados, e as
Toc34/Toc159-like encontradas em plantas. O segundo subgrupo esta presente em
bactérias e incluem os homodlogos das proteinas codificadas pelos genes VC1806
(Vibrio), NMAO132 (Neisseria), HP0744 (Helicobacter), e sIr1428 (Synechocystis)
(Leipe et al. 2002).

As proteinas Aig1-like sdo conhecidas por suas fungdes no desenvolvimento
do sistema imune, na regulagcdo de respostas imunes em plantas e vertebrados e
por regularem a apoptose celular em mamiferos através de vias mediadas pela
mitocdndria (mitochondria-mediated pathway). Os membros dessa familia podem
estar localizados em diferentes compartimentos celulares, incluindo o citoplasma,
reticulo endoplasmatico, complexo golgiense e mitocondria (Poirier et al. 1999;
Wang et al. 2009).

Toc34/Toc159-like sdo conhecidas por se localizarem na membrana de
cloroplastos e importarem peptideos para esta organela (Agne et al. 2009;
Gutensohn et al. 2000). Membros desta familia podem formar homo e
heterodimeros, sendo que a alternancia entre esses estados de oligomerizagao,
como ocorre em muitas familia de GTPases, define sua atividade enzimatica
(Koenig et al. 2008).

A descoberta do gene AIG1 (AvrRpt2-induced gene 1), o primeiro membro do
clado das Aig1-like teve inicio com a analise da resposta de Arabidopsis thaliana a
infeccdo por cepas de Pseudomonas syringae que carregavam diferentes genes de
viruléncia (Reuber et al. 1996; Poirier et al. 1999). Estudos posteriores
demonstraram que homoélogos dessas proteinas também estdo envolvidos na
regulagdo da apoptose em mamiferos, levando a sua unificagdo na familia GIMAP
(GTPases of IMmunity-Associated Protein), inicialmente conhecidas por I|AN

(Immunity Associated Nucleotide binding proteins).


https://paperpile.com/c/dTZzQU/jKV4x+uafqj
https://paperpile.com/c/dTZzQU/jKV4x+uafqj
https://paperpile.com/c/dTZzQU/biIWm+eHWjX
https://paperpile.com/c/dTZzQU/biIWm+eHWjX
https://paperpile.com/c/dTZzQU/nci3G
https://paperpile.com/c/dTZzQU/f7uRH
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Estudos mais recentes demonstraram que as GIMAP compdem um grupo
monofilético com as Tocs e que exclui as demais paraseptinas, cuja relagdo com as
GIMAP/Tocs e as septinas ainda nao é clara. Membros do clado GIMAP/Tocs sao
capazes de dimerizar e atuam em diversos processos, tais como transporte de
peptideos e formagao de vesiculas, sugerindo que o ultimo ancestral comum desta
linhagem de GTPases ja atuava em processos relacionados a membrana celular
(Figura 4) (Schwefel et al. 2010).

Além dos motivos caracteristicos das septinas presentes no dominio “G” (G1,
G2, G3, G4 e G5), as proteinas GIMAP e Toc apresentam uma regido conservada
(CB ou Conserved Box) entre os motivos G3 e G4 (Figura 5) e um aminoacido com
carga positiva, em geral lisina ou arginina, incorporado ao motivo G5 Krlicken et al.
(2004 e Nitta et al. (2006). Algumas GIMAP podem apresentar como extenséo
C-terminal uma sétima alfa-hélice e, em alguns casos, uma sequéncia de residuos
hidrofobicos (Arasu, B.S. 2015).

Até a década passada as GIMAP/IAN haviam sido identificadas apenas em
vertebrados e angiospermas, e caracterizadas experimentalmente em mamiferos
placentarios e plantas. Foi proposto que a diversificagao das subfamilias de GIMAP
ocorreu, por duplicacdo génica, antes da divergéncia das linhagens atuais de
mamiferos e de plantas (Krlcken et al. 2004; Liu et al. 2008). A presenca de
ortdlogos de GIMAP em plantas e Danio rerio (Filén et al. 2010) sugere uma
distribuicdo mais ampla das GTPases associadas a processos de imunidade e pode
implicar que a origem da familia GIMAP remonta a linhagens eucaridticas

precursoras de metazoarios e plantas.


https://paperpile.com/c/dTZzQU/aT6mA
https://paperpile.com/c/dTZzQU/KnpKQ+LuaMm
https://paperpile.com/c/dTZzQU/KnpKQ+LuaMm
https://paperpile.com/c/dTZzQU/KnpKQ+dPmDc
https://paperpile.com/c/dTZzQU/8VEEc
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Qutras . .
. < Paraseptinas| Tocs GIMAP
SIMIBI  TRAFAC ERA Dinaminas Septinas |rarasoptng

\ AlG1-like

(Schwefel,
2010)

Paraseptinas (Leipe, 2002)

Figura 4. Filogenia das familias de Septinas e a topologia simplificada dos membros
representantes de cada clado cujas estruturas estdo disponiveis no PDB (Berman et al.
2000; Schwefel et al. 2010).

Em mamiferos, GIMAP sado predominantemente expressas nos linfécitos T e
B, onde sdo necessarias para a maturagao e sobrevivéncia dessas células (Nitta et
al. 2006; Saunders et al. 2010). Além disso, membros do grupo GIMAP interagem
com membros da familia bcl-2 para regular a permeabilizagdo da mitocondria e o
transporte de fatores apoptoticos da mitocdndria para o citoplasma.

O nocaute do gene GIMAP3 leva a severa linfopenia de linfécitos T
(Pandarpurkar et al. 2003). GIMAP4 acelera a execugdo do processo de morte
celular programada (Schnell et al. 2006), enquanto GIMAP6 e GIMAPS8 inibem
outras vias apoptoticas (Ho et al. 2017; Pandarpurkar et al. 2003).

Descobertas mais recentes revelaram que membros da familia GIMAP
participam da resposta imune em outras linhagens de animais além dos
vertebrados, como o cnidario que vive em corais Acropora millepora. Esse animal,
quando exposto a MDP (muramyl dipeptide), uma substancia derivada da parede
celular de bactérias, ativa a expressdao de homodlogos de trés GIMAPs que
participam da resposta imune em vertebrados (Weiss et al. 2013). Outros grupos

identificaram GIMAPs envolvidas em respostas imunologicas complexas tanto em


https://paperpile.com/c/dTZzQU/aT6mA+zSfoM
https://paperpile.com/c/dTZzQU/aT6mA+zSfoM
https://paperpile.com/c/dTZzQU/m91o4+LuaMm
https://paperpile.com/c/dTZzQU/m91o4+LuaMm
https://paperpile.com/c/dTZzQU/Xnljq
https://paperpile.com/c/dTZzQU/lK4Ih
https://paperpile.com/c/dTZzQU/73jtV
https://paperpile.com/c/dTZzQU/Xnljq
https://paperpile.com/c/dTZzQU/oeIY3
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Crassostrea virginica (ostra do leste), como em Biomphalaria glabrata (caramujo)

(McDowell et al. 2016; Zhang et al. 2016).

GIMAP G domain CB Extn. HS

Figura 5. Arquitetura de dominio das GIMAPs presentes em humanos. O dominio “G” (G
domain) intercala a regiao conservada CB (Conserved box) seguido de uma alfa-hélice que
se estende na regido C-terminal nas GIMAPs 1 a 7, enquanto GIMAP8 nao possui essa
extensdo, mas possui trés copias fusionadas do dominio GTPase, e algumas GIMAP (1,2 e
5) terminam com sequéncias hidrofébicas “HS” (Hydrophobic sequences) que podem, assim
como as Septinas, formar uma regido em coiled-coil (Conforme é possivel ser observado na
Figura 10 - Estrutura de GIMAP1). A barra corresponde a 50 aminoacidos (aa) (Arasu, B.S.
2015).

E notavel uma grande importancia na imunologia dos organismos citados
para as proteinas as parasseptinas, e portanto compreender a histéria evolutiva
dessa familia e como ela se relaciona com a histéria de outras GTPases da classe
TRAFAC é bastante relevante.


https://paperpile.com/c/dTZzQU/AX62O+hsZqc
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1.5 Mudangas no paradigma das relagdes evolutivas entre Eucariotos e

Procariotos

Em 1977, Woese e Fox, descreveram os trés dominios da vida que mais
tarde foram nomeados: Eukarya (Eucaria ou Eucariotos), Bacteria e Archaea
(Arquea). Estes dominios foram definidos primeiramente a partir da analise de
arvores filogenéticas baseadas na sequéncia do gene do RNA da subunidade
menor do ribossomo (subunidade 16S em procariotos e 18S em eucariotos), que
demonstraram que os eucariotos e as arqueas formam clados separados das
bactérias (Woese et al. 1990; Woese et al. 1977). Esse novo paradigma bioldgico foi
consolidado por meio de analises moleculares das RNA polimerases do grupo das
Arqueas, que se demonstraram mais complexas do que as bacterianas e mais
similares as subunidades eucariéticas (Zillig et al. 1989).

Estudos recentes sugeriram que os Eucariotos descendem de uma linhagem
relacionada a algum subgrupo de Arqueas, inicialmente apontando as TACK
(Thaumarchaeota, Aigarcheota, Crenarchaeota e Korarchaeota) como o grupo mais
proximo do ultimo ancestral comum dos eucariotos (Figura 6). A recuperagao de
genomas completos a partir do sequenciamento em larga escala de amostras
metagenbmicas, porém, permitiu identificar novos grupos de arqueas com
associacao muito mais estreita com as linhagens eucariéticas. O primeiro desses
novos grupos foi denominado Lokiarchaeota (Spang et al. 2015), e carrega, entre as
arqueas conhecidas quando da sua publicagdo, o maior conteudo de genes
procarioticos que codificam proteinas consideradas especificas aos eucariotos
(eukaryotic signature proteins, ou “ESPs”) (Spang et al. 2015; Hartman et al. 2002).

Estudos posteriores revelaram diversas outras linhagens aparentadas as
Lokiarchaeotas, como Odinarchaeota, Thorarchaeota e Heimdallarchaeota, que
juntos compdem o superfilo das Asgard Arqueas (Figura 6) (Zaremba-Niedzwiedzka
et al. 2017).


https://paperpile.com/c/dTZzQU/JmBkH+u62Ei+fgCRY
https://paperpile.com/c/dTZzQU/3kW7Q
https://paperpile.com/c/dTZzQU/H0X1v
https://paperpile.com/c/dTZzQU/H0X1v
https://paperpile.com/c/dTZzQU/8pKJx
https://paperpile.com/c/dTZzQU/4rqgo
https://paperpile.com/c/dTZzQU/4rqgo
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Dentre as estruturas presentes no ultimo ancestral comum dos eucariotos ou
LECA (“Last Eukaryotic Common Ancestor”) é possivel encontrar um sistema bem
sofisticado de controle de membrana, complexo de Golgi, endossomos, lisossomos
e peroxissomos, além de vias secretoras e endociticas. Essas caracteristicas
podem ter sido herdadas verticalmente pelo ancestral dos eucariotos (FECA para
“First Eukaryotic Common Ancestor’) ou, alternativamente, podem ter sido

adquiridas por transferéncia horizontal de genes (Eme et al. 2018).

TACK Verstraetearchaeota . Asgard
. r
TACK Crenarchaeota . . Geoarchaeota / L(#]Ia chaleota
Worarchasota Crenarchaeota orarchaeota
‘Korarchaeota’ Odinarchaeota
Thaumarchaeota — = Eukarya Bathyarchaeota / Heimdallarchaeota
Aigarchaeota’ ~ / Thaumarchaeota% /
|

| )/ =& Eukarya
/< .| /'/ /4
/V/r Euryarchaeota s N\ Euryarchaeota

, £
Bacteria \ / Bacteria / ‘)%\ DEANN

|

\
N

‘Aigarchaeota’

Figura 6. A esquerda esta a arvore filogenética dos eucariotos (Eukarya) como clado-irmao
das TACK arqueas, divergindo apds o ancestral Euryarchaeota, hipotese construida antes
da descoberta das Asgard Arqueas. A direita esta a descricao filogenética das Asgard como
clado-irmao do ancestral eucarioto (Eukarya), que divergiu apos os diversos grupos dentro
das TACK arqueas, Euryarchaeota e o recente descrito clado DPANN (Eme et al. 2018).

Os novos genomas das Asgard e sua relagdo com o grupo dos Eucariotos,
quebrando o paradigma previamente estabelecido da relagdo entre Eucariotos e
Arqueas, até entdo consideradas linhagens irmés, porém distintas, dirigiu este
trabalho a investigar a expansao e diversidade de GTPases nesses organismos,
objetivando encontrar principalmente homélogos ainda nao reportados da familia
das Septinas/Parasseptinas.

Nesse contexto, outras familias de GTPases foram também detectadas nos
genomas de Asgard Archaea. A forma como as familias foram descritas e uma
proposta de explicagao evolutiva a respeito da histéria dessas familias é descrita ao

longo do trabalho.


https://paperpile.com/c/dTZzQU/bqbQ1
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2 MATERIAL E METODOS

Para buscar homologos da classe TRAFAC de GTPases foram selecionadas
proteinas com estruturas resolvidas (Tabela 1) e cuja relagao filogenética com o
clado das septinas/parasseptinas tinha sido apontada por estudos anteriores. As
buscas foram implementadas utilizando o software jackhmmer, do pacote HMMER
(Potter et al. 2018; Eddy et al. 2011), no banco de dados de sequéncias de
proteinas nao-redundantes do NCBI (GenPept). Os resultados das buscas iterativas
foram convertidos para um formato tabular e filtrados utilizando um script produzido
pelo nosso laboratoério, escrito na linguagem de programacéao Perl, que selecionou
apenas os resultados com valores de e-value menores ou iguais a 107.

A arquitetura de dominios das proteinas foi inferida usando um script
desenvolvido em nosso grupo, que identifica as regides correspondentes aos
melhores resultados em buscas por dominios conservados em cada proteina, feitas
com o software hmmscan (Eddy, 2011) e o banco de dados Pfam (Finn et al. 2014).
Nesse procedimento, os resultados das buscas séo filtrados para valores de e-value
<= 10-3 e sobreposi¢des entre alinhamentos de modelos menores que 40% do
comprimento da regido alinhada sao ignorados, resultado, na maioria dos casos, em
arquiteturas de dominios sem sobreposigao.

Os pHMMs construidos neste trabalho também foram utilizados, em varios
estagios, na busca por homodlogos no nosso banco de dados com o software
hmmsearch (Eddy, 2011). O download dos genomas do NCBI também foi feito com
auxilio deste mesmo pacote caseiro que inclui uma série de programas necessarios
para o fluxo da analise de sequéncias, assim como colher informagdes relacionadas
aos genomas dos organismos com as proteinas encontradas, como a taxonomia

(Figura 7).


https://paperpile.com/c/dTZzQU/02nkd
https://paperpile.com/c/dTZzQU/xpv9c
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Figura 7. Workflow simplificado da analise desenvolvida por este trabalho. O desenho da
raposa representa o MMseqs2, pois é a logomarca do pacote. “B.D.” € uma sigla para
Banco de Dados. O “m” representa o logo do Mafft, software que constréi alinhamentos.
Pfam é o banco de dados de familias baseados em modelos de HMM e NCBI é o National
Center for Biotechnology Information.

Para reduzir a complexidade dos dados e classificar os grupos encontrados
foram utilizados algoritmos de clustering baseados na similaridade de sequéncias
implementado no moédulo easy-clust, do pacote MMseqs2 (Steinegger et al. 2017).
Para obter a relagdo par-a-par entre as sequéncias representantes de clusters foi
utilizado o protocolo de criacdo de banco de dados, descrito no manual do pacote
MMseqs2, apds a criacao do banco de dados é possivel obter a relacdo par-a-par
das sequéncias representantes dos clusters por meio do modulo search, com as
opgdes em modo padrao, e as medidas obtidas pelo moédulo em formato de tabela
(tab-separated values, valores separados por tabulagdo) com o médulo ConvertAlis.

Os alinhamentos dos grupos foram construidos com auxilio dos softwares
Mafft (Katoh et al. 2005) e Muscle (Edgar, 2004), editados e visualizados utilizando
os softwares Aliview (Larsson, 2014) e Jalview (Clamp et al. 2004). Os modelos
Ocultos de Markov (perfis de HMMs, ou pHMMSs) foram construidos com o software
HHmake, e os alinhamentos de todos os pares de modelos foram obtidos utilizando

o software HHsearch, ambos presentes do pacote HHsuite (Steinegger et al. 2019).


https://paperpile.com/c/dTZzQU/GGPZT
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As relagdes par-a-par entre sequéncias e modelos foram representadas
como redes e visualizadas no software Cytoscape (Shannon et al. 2003). As
estruturas disponiveis no Protein Data Bank foram visualizadas e analisadas usando
o software PyMol (Schrodinger, L. L. C. 2020). Arvore filogenéticas, quando
necessarias, foram construidas com auxilio do FastTree (Price et al. 2010) e
visualizadas com o programa FigTree (Rambault, A. 2012).

Para construgdo do agrupamento hierarquico (dendrograma) de similaridade
entre os componentes conectados de GTPases da classe TRAFAC, implementamos
um programa na linguagem R que transforma os valores de e-value em estimativas
de distancias entre pHMMs. Para a construgdo, analise e visualizagdo dos
diferentes tipos de agrupamento avaliados usamos as bibliotecas cluster (Hadi et al.
1992); FactoExtra (Kassambara, 2020) e Tidyverse (Wickham et al. 2019).


https://paperpile.com/c/dTZzQU/ioLK
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3 JUSTIFICATIVA

3.1 Porqué compreender a evolugao dessas familias de proteinas?

Em 2002, Leipe e colaboradores, fizeram a primeira analise em larga escala
das GTPases, classificando-as em diversas familias. Dentre as duas grandes
divisbes propostas por estes autores, a classe TRAFAC, inclui muitas GTPases,
associadas a diferentes processos de extrema importancia para a manutengao da
vida dos organismos, como os fatores de iniciagdo e elongacdo que atuam no
processo de tradugdo, as proteinas Ras, que cumprem fungdes de sinalizagao,
trafico e direcionamento de proteinas entre compartimentos celulares e
remodelamento da membrana, a familia ERA, de proteinas que atuam na maturacao
de subunidades ribossomais, as dinaminas, que atuam no trafego de vesiculas nas
células e as Septinas, que atuam no remodelamento de membrana e coordenagao
da divisao celular.

Todas as familias citadas possuem homdélogos em eucariotos e procariotos.
A Unica familia da classe TRAFAC que até o momento nao possui homélogos
descritos em procariotos (Arqueias e Bactérias) é a das septinas. Com o objetivo de
explorar a possivel origem procariética das septinas e, a partir disso, langar mais
uma luz sobre o processo de eucariogénese, o objetivo inicial deste trabalho foi
atualizar a classificagdo das TRAFAC e identificar familias de proteinas em
procariotos que fossem filogeneticamente relacionadas as septinas ou que tivessem
potencial para realizar fungdes semelhantes nos processos de reorganizagédo de
membranas, citoesqueleto e na divisao celular.

Ainda dentro da proposta delineada acima, buscamos estender nossa analise
para dois grupos de proteinas eucaridticas intimamente relacionadas as septinas, as
familia das GIMAPs e Tocs, anteriormente apontadas como um grupo parafilético
relacionado as septinas, mas cuja propria histéria evolutiva ainda nao foi

satisfatoriamente explorada na literatura.
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4 OBJETIVOS

Este trabalho objetiva classificar GTPases do fold P-loop NTPases e da
classe TRAFAC com base em suas ancestralidades e divergéncias para
compreender a relagcdo filogenética dessas proteinas e construir hipoteses

evolutivas a respeito dos grupos classificados.

4.1 Objetivos Gerais

e Gerar uma classificagcao natural e atualizada das GTPases TRAFAC;
e Identificar e classificar membros da familia das septinas em genomas
de procariotos (Bactérias e Arqueas);

e Compreender a histdria evolutiva das septinas e parasseptinas.

4.2 Objetivos especificos

e Delimitar o espago de sequéncias das GTPases no banco de dados
de proteinas n&o redundantes do NCBI (Classificagédo de alto nivel das
GTPases);

e Desenvolver um protocolo semi-automatico para classificagdo de
familias de proteinas amplamente divergentes;

e Aplicar o protocolo acima na classificacdo e identificacao das P-loop
NTPases das classes TRAFAC e SIMIBI;

e Comparar os grupos de GTPases homdlogos encontrados para
compreender a relagao evolutiva entre as familias observadas;

e Estudar os detalhes da histdria evolutiva de septinas e parasseptinas;

e I|dentificar familias, ainda nao caracterizadas experimentalmente, no
universo de proteinas TRAFAC, com énfase naquelas com potencial

de envolvimento em processos de remodelagem de membrana;
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta de homodlogos e caracteristicas das familias de interesse

Para compreender o universo de sequéncias das GTPases relacionadas ao
clado ERA/Dinamina/Septina fizemos buscas iterativas, por membros desses
grupos, no banco de dados de sequéncias n&do redundantes do NCBI (descritos com
detalhes na segcado Materiais e Métodos). Como semente nessas buscas, usamos
membros desses grupos ja caracterizados experimentalmente e com estrutura
tridimensional conhecidas, listadas na Tabela 1.

Tomando como base trabalhos anteriores que apontaram as septinas,
GIMAPs e Tocs como membros de um clado que partilha ancestralidade comum
com as proteinas da familia ERA e as dinaminas, clado este que diverge das
demais familias de TRAFAC muito cedo na evolugdo do grupo, buscamos
selecionar um conjunto minimo e representativo de proteinas nessas familias para
usar em nossas buscas. Tanto as dinaminas como as septinas possuem como
sinapomorfia a capacidade de formar homo- e heteroligbmeros e de associarem-se
com a membrana celular, sendo ambos os processos controlados pela dimerizagéo
via interface G dessas proteinas, que corresponde a regido em que se localizam os
motivos G1-G5, destacados nas figuras a seguir (Ferguson et al. 2012).

Uma segunda estratégia de busca e coleta de sequéncias homdlogas usada
neste projeto, aplicou modelos ocultos de Markov para familias de GTPases, obtidos
no banco de dados Pfam (Protein Family Database) (Bateman, 2002), cuja alta
sensibilidade poderia detectar homdlogos distantes das familias desejadas. As
buscas baseadas em modelos do Pfam, porém, convergiram para um subconjunto
dos resultados obtidos com nossa abordagem iterativa baseada em multiplas

sementes.
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Como as sequéncias usadas para iniciar as buscas iterativas eram altamente

divergentes entre si, essa estratégia foi capaz de recuperar sequéncias homologas

dos grupos desejados mais divergentes do que a capacidade de deteccdo dos

modelos do Pfam.

Tabela 1. Proteinas do Protein Data Bank (PDB) utilizadas como sementes para as buscas por
homdélogos distantes.

PDB Cadeia Descrigdo Referéncia Artigo (DOI)
Estrutura em cristal de ERA em complexo com |Tu, C. et al. https://www.pnas.org/cont

3IEV A MgGNP e a regido 3' final do rRNA 16S. 2009 ent/106/35/14843
Estrutura em cristal de IIGP1: um paradigma
para GTpases p47 de resisténcia induzidas Ghosh, A. et |10.1016/j.molcel.2004.07.

1TPZ A por interferon. al. 2004 017
Estrutura em cristal da GTPase humana IMAP [Nedyalkova,

3Vv70 A membro da familia 1. L. etal. 2011 (10.2210/pdb3V70/pdb
Estrutura em cristal do dominio GTPase da Pinto, A.P.A.

5IRR A Septina de Chlamydomonas reinhardltii. etal. 2017 10.1074/jbc.M116.762229
Estrutura em cristal de Toc33 de Arabidopsis |Koenig, P. et

3BB3 A thaliana em complexo com GDP e Mg2+. al. 2008 10.1016/j.str.2008.01.008

A Tabela 1 lista as proteinas usadas como sementes em nossas buscas
iterativas. Em alguns casos, a regiao homdloga ao dominio catalitico precisou ser
isolada do resto da sequéncia original, para evitar a recuperacgao de falsos positivos.
Esse foi o caso, por exemplo, da sequéncia com identificador PDB “3IEV_A”, para a
qual foi necessario excluir a regido C-terminal, que corresponde ao dominio KH
(K-Homology, ou K-Homologo). Este dominio é capaz de ligar e interagir com RNA,
atividade necessaria para que essa proteina cumpra sua funcdo de maturacao do
RNA ribossomal 16S e montagem da subunidade ribossomal 30S (Tu et al. 2011;
Razi et al. 2019).

A proteina 3IEV_A, representante da familia ERA, foi selecionada para o
inicio das buscas devido a sua suposta ancestralidade com as septinas, proposta
Leipe (2002), e Schwefel (2012). A familia ERA foi assim

nomeada devido sua primariamente observada similaridade com as proteinas Ras

nos trabalhos de
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encontradas em Escherichia coli, E. coli Ras-like protein, ou proteina de E. coli
similar a Ras, outra familia de GTPases. Nossas analises indicam que o dominio
ERA-GTPase é formado por seis fitas betas flanqueadas por cinco alfas hélices, que
possuem os classicos motivos G1-G5 (Figura 8), como descrito no inicio deste
trabalho (ver introdugcdo). Este dominio e sua atividade de ligacdo a molécula de
GTP é essencial para o reconhecimento da estrutura de RNA ribossomal, que por

sua vez promove a atividade de hidrélise de GTP (Tu et al. 2009).

Figura 8. Estrutura da GTPase da familia ERA em verde e do dominio KH 2 em
cinza, com énfase nos motivos que descrevem as GTPases, G1-G5, com os /oops
direcionados a molécula de GTP nao mostrada. Vermelho: G1 ou Walker-A
(hhhhGXXXXGKT/S), Ciano: G2 (T), Azul: G3 ou Walker-B (hhhhDXXG), Laranja: G4
(NKXD), Magenta: G5 (SA). Cinza: dominio KH do tipo 2.

Outra sequéncia selecionada para o inicio das buscas foi a da proteina
induzida por interferon IIGP (1TPZ_A), atualmente membro da familia “Mx” de
proteinas de resisténcia e imunidade e representante da grande familia das
Dinaminas (Haller et al. 2015). Essas proteinas sdo conhecidas por mediarem
respostas imunes autbnomas a diversos patégenos intracelulares por meio da
indugado de interferons, assim como a atividade de alguns genes da familia GIMAP

(ver introdugéo).
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A septina de Chlamydomonas reinhardtii, que se localiza na base da
estrutura flagelar deste organismo, foi utilizada para o inicio das buscas por possuir
a sequéncia mais divergente entre as Septinas com estrutura disponivel até o
momento. Embora seja encontrada uma unica cépia no genoma do organismo, foi
observado por microscopia eletrénica que estas proteinas séo capazes de dimerizar
e formar filamentos assim como as septinas de Opisthokonta (clado de Animais,
Fungos e grupos relacionados).

Nossas analises demonstraram que além da estrutura comum a todas as
GTPases, com fitas-betas alternadas com alfas-hélices, as septinas possuem a
insercdo de uma presilha-beta na extensdo do nucleo do dominio GTPases, na
regidao C-terminal, necessaria para a polimerizagdo e estabilizagdo da interagao
proteina-proteina entre as septinas (Figura 9, em roxo claro). Essa presilha-beta
indica o inicio da regido chamada Elemento Unico das Septinas, ou Septin Unique
Element, SUE, onde estdo os residuos responsaveis pela interagcdo entre
mondémeros de septinas durante a formacado de polimeros (Figura 9) (Pinto et al.
2017; Sirajuddin et al. 2007).

Figura 9. Estrutura do dominio GTPase da proteina 5IRR_A, de Chlamydomonas
reinhardtii, ligada a guanosina 5°-3- O-(thio)trifosfato (GSP), analogo de GTP, com énfase
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nos motivos que caracterizam as GTPases e na sinapomorfia caracteristica da familia das
septinas, que é caracterizada por uma presilha-beta, mostrada em roxo claro. Vermelho: G1
ou Walker-A (hhhhGXXXXGKT/S), Ciano: G2 (T), Azul: G3 ou Walker-B (hhhhDXXG),
Laranja: G4 (XKAD), Magenta: G5 (SND).

As proteinas 3BB3_A (Toc33/34) e 3V70_A (GIMAP) pertencem a familia
AlG1-like, e compartiiham uma série de caracteristicas conservadas a nivel de
sequéncia, que sao exclusivas destes dois grupos e vao além dos dominios
classicos das GTPases (G1-G5). Denominada AlIG1 por causa do primeiro membro
da familia encontrado (ver introdugéo), envolvido na resposta imune contra bactérias
patdgenas em Arabidopsis thaliana (Reuber et al 1996).

As proteinas da familia AlG1-like cumprem diversas func¢des, a maioria delas
associadas a membrana das células e organelas, e podem ser encontradas em
genomas de diversos grupos de eucariotos. Por exemplo, a proteina XP_653817,
apresenta expressao aumentada em cepas virulentas de Entamoeba histolytica
(Biller, et al. 2010). Notavelmente, um estudo recente de homodlogos de AIG1,
também em Entamoeba histolytica revelou o papel dessas proteinas na viruléncia
deste patdégeno, com indicios de que as AlG1 podem atuar na regulagao da adesao
da membrana das células parasitas as células hospedeiras (Nakada-Tsukui et al.
2018).

As GIMAPs, aqui representadas pela proteina de PDB 3V70_A (Figura 10),
atuam em diversas fun¢gées como a maturagao de linfocitos T e B e a regulagdo da
via mitocondrial de apoptose celular. Analises da estrutura dessas proteinas
evidenciam que elas possuem uma alfa-hélice adicional na regido C-terminal de seu
dominio GTPase (Figura 10, em roxo claro), que auxilia no processo de
polimerizagao e formagao de estruturas mais complexas, como anéis, formados por
multiplos oligdmeros, da proteina GIMAP2 (Schwefel, 2012).

Em contrapartida as demais proteinas da familia AlG1, as proteinas TOCs
atuam na formacao do complexo Tic/Toc, uma estrutura de transporte necessaria
para o fluxo de peptideos entre a célula e o cloroplasto. A sigla TOC vem de
translocase of the outer membrane of the chloroplast, ou translocases da membrana

externa de cloroplastos, um complexo de proteinas especializado no
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reconhecimento e translocagdo pela membrana externa de proteinas cuja destino
final € a matriz do cloroplasto.

Nota-se que, embora o sistema Toc e o complexo de translocases da
membrana externa de mitocéndrias (TOM para translocase of the outer membrane
of mitochondria), empreguem porinas da superfamilia 85 de barris-beta, como
principal componente do canal na membrana externa, esses dois complexos nao
sao relacionados, sendo que a maioria dos seus componentes pertencem a familias
e folds distintos. A divergéncia em termos de composic¢ao se reflete em variagdes na
forma como ambos os sistemas regulam a translocag¢ao: enquanto as TOM sao
dirigidas por afinidade ao substrato, as TOC sao reguladas pela ligagao e hidrélise

de GTP, e por eventos de fosforilagao (Schleiff et al. 2010).

Figura 10. Representacdo da estrutura em 3D da proteina 3V70_A, ou GTPase IMAP 1
(GIMAP1) de Homo sapiens, ligada a GDP (representado em sticks, ou palitos), com énfase
nos motivos que caracterizam as P-loop GTPases da classe TRAFAC e na ultima alfa-hélice
(em roxo) que caracteriza uma sinapomorfia do grupos das GIMAP. Vermelho: G1 ou
Walker-A (hhhhGXXXXGKT/S), Ciano: G2 (T), Azul: G3 ou Walker-B (hhhhDXXG), Laranja:
G4 (TXXE), Magenta: G5 (DNR).
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O complexo Tic/Toc € fundamental para a maturacdo e homeostase das
organelas de diversos organismos (Richardson et al. 2014; Schleiff et al. 2010). As
proteinas Toc33/34 (Figura 11) juntamente com outras Toc (ndo GTPases), formam
o componente da membrana externa, exposto ao citoplasma, do mecanismo de
importagao de peptideos e proteinas para o trafego do cloroplasto. As analises das
estruturas dessas GTPases mostraram que embora tenha sido destacada
anteriormente a presenca de uma presilha-beta, comum a Tocs e septinas, e
formada por fitas localizada apds a a-hélice que sucede a ultima fita do nucleo
catalitico conservado, as Tocs (Figura 11) diferem quanto as regides que
contribuem as fitas-betas que formam essa presilha. A primeira fita-beta
componente da presilha é encontrada logo apos a segunda alfa-hélice, que sucede
a terceira fita-beta do nucleo catalitico, e a segunda fita-beta se localiza na mesma
posicao da presilha observada nas septinas, conforme descrito nas Figuras 9 e 11.
Tal caracteristica foi o que levou os primeiros estudos a indicarem que as proteinas
TOCs seriam ancestrais do clado das septinas (Leipe, 2002; Schwefel, 2012),
porém com novas estruturas depositadas nos bancos de dados, fica evidente que as

duas familias diferem nos detalhes da estrutura em presilha-beta das septinas.
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Figura 11. Representagdo da estrutura em 3D da proteina 3BB3_A, da familia Toc33/34,
GTPases que compdem a estrutura externa do sistema tic/toc que controla o transporte de
peptideos no cloroplasto. de Arabidopisis thaliana, em complexo com uma molécula de
GDP (representado em sticks), com énfase nos motivos que caracterizam as P-loop
GTPases da classe TRAFAC e na presilha-beta-like (em roxo claro), caracteristica
observada como sinapomorfia do grupo das Septin-like (Schwefel, 2012). Vermelho: G1 ou
Walker-A (hhhhGXXXXGKT/S), Ciano: G2 (XPFX), Azul: G3 ou Walker-B (hhhhDXXG),
Laranja: G4 (XHXQ), Magenta: G5 (ENS).

As GTPases Toc33/34 também partilham os classicos motivos G1 (Walker A)
e G3 (Walker B) com as demais GTPases, no entanto os motivos G4 e G5 séo
considerados sinapomorfias do clado que as une com as GIMAPs e demais
AlG1-like, sendo uma das caracteristicas que sugerem que as TOCs divergiram da
linhagem das septinas antes da emergéncia de outros grupos de proteinas
AlG1-like, com os quais podem, talvez, constituir um grupo monofilético.

Com resultado de nossa estratégia de buscas iterativas, foram identificadas
2.326.843 sequéncias com similaridade significativa aos dominios GTPase. O uso
de multiplas sementes foi essencial para garantir a sensibilidade de nossa busca do
amplo universo de sequéncias altamente divergentes do clado

ERA/Dinaminas/Septinas.
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5.2 Classificagao das GTPases

5.2.1 Identificacao e separagao das familias de P-loop GTPases

Nosso primeiro objetivo foi construir uma classificagdo evolutiva abrangente
dos grupos de septinas/paraseptinas e outras GTPases da classe TRAFAC. Essa
classificagado foi necessaria para compreendermos os limites entre os grupos e
familias de sequéncias ja conhecidas ou ainda ndo identificadas na literatura.

Para reduzir a redundancia e a complexidade dos dados, o universo de
proteinas coletadas foi dividido em grupos (clusters) com base na similaridade das
sequéncias, que foi calculada a partir de alinhamentos par-a-par, com auxilio do

pacote MMseqs (Tabela 2).

Tabela 2. Etapas de clusterizagdo, com os parametros utilizados representados na
colunas e o numero total de clusters apds cada etapa nas linhas, a clusterizacdo foi

realizada com auxilio do pacote MMseqgs.

agrupamento identidade cobertura e-value clusters --max-seqs
1 80% 80% 103 231,412 1,155,370
2 0% 80% 10°° 19,874 231,412
3 50% 0 10°° 5,775 19,874
4 80% 80% 10°° 239,994 padrao
5 0% 80% 10°° 29,947 padrao

Os parametros usados para o agrupamento de sequéncias sao listados na
Tabela 2, e diferem quanto a identidade e cobertura minima permitidas entre os
membros de cada grupo. Numa primeira etapa, visando apenas a redugdo da
redundancia em nossos dados, foram exigidos 80% de cobertura das sequéncias
alinhadas e identidade minima de 80%. As sequéncias representantes desses

clusters foram selecionadas para uma nova etapa de agrupamento, cujo objetivo era
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isolar proteinas da mesma familia, ou seja, proteinas caracterizadas pela mesma
arquitetura de dominios conservados mesmo que a similaridade desses dominios
estivesse no limite de deteccdo de métodos de alinhamento par-a-par. Os
parametros que usamos para atingir esse objetivo foram um minimo de 80% de
cobertura e valores de e-value menores ou iguais a 107, independentemente do
valor de identidade.

O segundo agrupamento (cobertura >= 80% e e-value <= 10®) permitiu uma
primeira avaliagdo da abundancia e distribuicdo do tamanho das familias de
GTPases obtidas nas buscas, no entanto muitas proteinas ainda ficaram isoladas

como singletons (grupos com um unico membro) (Tabela 3).

Tabela 3. Intervalos que demonstram os tamanhos de cluster na etapa 3 de

agrupamento, evidenciando os intervalos a cada 1000 sequéncias por cluster.

total seqs/cluster | tamanho total intervalo
seqs cluster
min max
147032 0.635369 0.99823 19839 1 999
21267 0.091901 0.00080 16 1000 1999
28624 0.12369 0.00060 12 2000 2999
10948 0.04731 0.00015 3 3000 3999
4726 0.02042 0.00005 1 4000 4999
5199 0.02246 0.00005 1 5000 5999
6011 0.02597 0.00005 1 6000 6999
7605 0.03286 0.00005 1 7000 7999

O principal fator que contribuiu para essa fragmentagao foi a estringéncia do

requisito de cobertura pois, como exemplificado no alinhamento exibido na Figura
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12, muitos dos membros de uma mesma familia tinham seus alinhamentos
par-a-par limitados as assinaturas mais conservadas do nucleo catalitico das
GTPases, e muitas GTPases podem possuir fusdes com outros dominios, assim
como insergdes e extensdes. Por isso mais uma estratégia de agrupamento foi
utilizada, na qual exigimos 50% de identidade minima, mas sem um valor de corte
para a cobertura do alinhamento, para agrupar GTPases da mesma familia, mas
com tamanhos diferentes como mostrado na Figura 12, alinhamento onde a query é
uma GIMAP conhecida cujo nucleo GTPase se inicia apos 24 aminoacidos,
enquanto subject € uma GIMAP de Tupaia chinensis, cujo nucleo do dominio
GTPases se inicia apds 79 aminoacidos, ambas possuem 50% de identidade entre
si, mas diferem em cobertura, também foram mantidos os valores de e-value de até

102
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Figura 12. Alinhamento de duas sequéncias da familia GIMAP construido com o algoritmo
de alinhamento local do blastp Altschul et al. (1997), como Query ou semente foi utilizada
uma GIMAP com estrutura resolvida (3V70_A), de Homo sapiens, e como Subject ou alvo
foi utilizada uma sequéncia que faz parte da familia GIMAP (numero de acesso no NCBI:
ELW64117.1), de Tupaia chinensis, uma espécie de musaranho arboricola da ordem
Scandentia, grupo de mamiferos relacionado a primatas, insectivoros e roedores. As
assinaturas conservadas das GTPases estdo marcadas (G1 a G4) e correspondem a loops
que fazem contato e contribuem para a ligagdo da molécula de nucleotideo trifosfato.
Alguns elementos da estrutura secundaria da proteina utilizada como query séao
destacados, as flechas representando fitas-betas enquanto os cilindros representam
alfas-hélices. A visualizagdo do alinhamento foi gerada na plataforma web do BlasterdS
Blanco-Miguez et al. (2018).

Embora o agrupamento baseado em valores minimos de cobertura de 50%
tenha reduzido o numero de grupos, esse numero era ainda muito maior que o

esperado com base nas familias de gtpases descritas na literatura (Leipe, 2002).


https://paperpile.com/c/dTZzQU/BB7me
https://paperpile.com/c/dTZzQU/0Cgjm

46

Uma inspegdo manual dos grupos, que incluiu a analise individual de algumas
sequéncias, coletadas ao acaso em grupos menores e maiores, indicou que
diversas familias ja descritas na literatura permaneciam fragmentadas, o que
implicava a necessidade de implementar métodos de agrupamento menos divisivos.
Com o objetivo de avaliar os resultados dos agrupamentos ja construidos e
buscando identificar relagbes entre os grupos, decidimos construir e explorar redes
de similaridade de sequéncias para nosso conjunto de GTPases, focando apenas
nas relagdes de similaridade dos dominios cataliticos isolados.

Para a construgdo das redes de similaridade, calculamos novamente o
alinhamento par-a-par das sequéncias representativas dos clusters do agrupamento
com minimo de 50% de cobertura (agrupamento 3). A fungcdo search do pacote
MMseqs2 (descrito em Materiais e métodos) foi aplicada a todos os representantes
do agrupamento 3, contra um banco de dados composto pelo mesmo conjunto de
sequéncias. A partir dos alinhamentos par-a-par de um conjunto de sequéncias é
possivel obter diferentes estatisticas que podem ser usadas como estimador do
grau de similaridade entre as sequéncias. Valores comumente usados incluem o
bitscore normalizado, o e-value, o percentual de identidade entre as sequéncias. ou
grandezas derivadas dessas medidas, como o bitscore por posi¢do (usado no
software blastclust). Uma vez que tenhamos estimativas de similaridade para todos
os pares de sequéncias no conjunto sob andlise, é possivel construir uma rede de
similaridade de sequéncias onde 0s nds sdo as sequéncias e as arestas sao o
estimador de similaridade escolhido.

As redes de similaridade de sequéncia, sequence similarity networks ou
SSNs, sao ferramentas de visualizacido populares na area de analise de sequéncias
porque permitem a visualizagdo e analise global de todas as relagdes de
similaridade e da diversidade de sequéncias no banco de dados, habilitando a
identificacdo de sequéncias experimentalmente caracterizadas em grupos
relacionados aos de sequéncias nao-caracterizadas, o que permite a classificacdo e

inferéncia de fungao para estas ultimas (Copp et al. 2018).
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A visualizagdo da rede dos representantes do agrupamento 3 foi construida
com o software Cytoscape (Shannon et al. 2003), aplicando o algoritmo de forga
ponderado pelos valores do percentual de identidade entre as sequéncias. A rede
resultante se mostrou bastante densa e, a principio, pouco informativa, com quase a
totalidade das sequéncias aglomeradas numa malha muito densa dentro do maior
componente conectado da rede (Figura 12). Apesar disso, ao compararmos o
namero maximo de conexdes possivel ((n-1)*n/2) com o numero observado, a
discrepéncia, excluindo ou n&o as sub-redes periféricas, sugeria que havia
informacéao suficiente na rede para dividir o componente principal em subredes com
significado bioldgico.

Com o objetivo de encontrar sub-redes significativas na rede de similaridades
dos representantes de clusters de GTPases, decidimos aplicar um algoritmo de
inferéncia de comunidades, grupos de ndés com maior probabilidade de estarem
conectados entre si do que com qualquer outros ndés de outras comunidades
(Barabasi, 2013) (Figura 12). Nesta analise, escolhemos aplicar o algoritmo de
Leiden, que €& uma versao aprimorada do algoritmo de Louvain, e utiliza
modularidade para encontrar grupos de nés na rede de forma rapida e eficiente
(Traag et al. 2019). Este método procura maximizar a diferenga entre o numero
absoluto de arestas numa comunidade e o numero esperado dessas mesmas
arestas, sendo que o valor esperado é estimado pelo quadrado da soma dos graus
dos nds de uma comunidade, dividido por duas vezes o numero total de arestas na
rede, baseado no chamado modelo de configuragdo, um método de geragado de
redes aleatérias. Para aplicar o algoritmo de Leiden em nossos dados
implementamos um script, na linguagem R, utilizando as bibliotecas igraph e leiden
(Csardi & Nepusz, 2006).

Para delimitar os grupos conhecidos e classificar as sequéncias com familias
ou fungdes ainda desconhecidas, os clusters das comunidades foram anotados
manualmente. Para processar rapidamente os membros das comunidades definidas
pelo algoritmo Leiden, iniciamos a anotagcdo manual identificando, nestas
comunidades, P-loop NTPases cuja estrutura tridimensional fora resolvida
experimentalmente e cuja atividade tivesse sido alvo de experimentos descritos em

artigos publicados em revistas indexadas (Anexo). Em paralelo, inferimos
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arquiteturas de dominios conservados, ou seja, a ordem e identidade de dominios
protéicos nos membros das comunidades. Esses dominios foram detectadas pelo
software hmmscan do pacote Hmmer, usando os modelos do banco de dados do
Pfam (e-value <= 1073). A inspecéo e andlise manual das proteinas com estrutura
conhecida e a presenga, em um grupo ou comunidade, de uma alta frequéncia de
proteinas contendo regides com alta similaridade a certos modelos de GTPases,
nos permitiu atribuir a esses grupos e comunidades o nome correspondente dessas
superfamilias. Nesse processo, baseamos nossas inferéncias em modelos cuja
especificidade para algumas familias e superfamilias conhecidas de GTPases
verificamos durante nossa analise. Como exemplo desse procedimento, a maior
comunidade em nosso conjunto de dados agrupou varios dos membros da familia
Ras com estrutura tridimensional resolvida experimentalmente (Anexo 1) e incluiu
uma frequéncia elevada (>90%) de proteinas cujo dominio GTPases alinhava com
maximo e-value ao modelo Pfam para a familia Ras (PF00071) dos quais 5%
possuem a configuracado Ras+Ras (Figura 13).

Variagdo de Arquiteturas de Dominio na Comunidade 1

0 25 50 75
Frequéncia relativa ao nimero de proteinas ndo-redundantes do agrupamento 1 (%)
Arin . Ras . Roc . Roc+Ras . Ras+50CS_box . Ras+BTB+BTB+BTB
eturas
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Figura 13. Grafico em barras mostrando a frequéncia relativa de arquiteturas de dominios
da comunidade 1. De 30,480 membros (apds a redugao de redundancia aplicada no
agrupamento 1), 78.4% combinaram com o modelo de HMM da familia Ras do banco de
dados do Pfam, enquanto 5% combinaram para duas cépias do mesmo HMM, Ras+Ras;
1.24% para Roc; 0.86% EF-hand+Ras; 0.6% Roc+Ras; 0.2%
Ras+EF_assoc 2+EF assoc 1+Ras; 0.2% Ras+SOCS box; 0.2% Arf; 0.2% Ras+BTB*3; e
0.2% com Ras+PH+PH+ArfGap+Ank_2. Mostrando apenas as 10 arquiteturas de dominios
mais frequentes na comunidade. As arquiteturas foram construidas com um script na
linguagem Perl, desenvolvido por nosso laboratério.
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Para validar a identificacdo inicial de familias e superfamilias em nossos
grupos e comunidades, até aqui baseada apenas na inspecédo das proteinas com
estrutura conhecida, presentes nesses grupos, e da frequéncia de arquiteturas de
dominios, analisamos os alinhamentos multiplos de cada comunidade. Tais
alinhamentos foram construidos pelo software Mafft.

Nosso objetivo neste momento foi o de verificar a presenga e conservagao,
das sinapomorfias conhecidas (Leipe, 2002), de cada familia, nos grupos e
comunidades anotados e assim verificar se a anotagdo baseada na frequéncia de
arquitetura de dominios podia ser generalizada para os membros e grupos que nao
fossem detectados pelo modelo mais frequente ou por nenhum modelo.

Durante a analise das sinapomorfias, notamos que algumas familias distintas,
previamente descritas na literatura sem detalhamento de sua relacdo de
similaridade ou filogenética, foram reunidas em grupos maiores. A comunidade 4,
por exemplo, uniu as familias FeoB, que atua no transporte de Ferro(+2) (Williams et
al. 1985), e ERA, discutida na sec¢ao anterior, mostrando que estes grupos sdo mais
similares entre si do que as demais GTPases. A presenga de sinapomorfias de uma
dessas duas familias nos membros de grupos classificados pertencendo a outra
familia, porém, dificultou a correta classificacdo e distincdo dos membros das
familias ERA e FeoB, sugerindo que a especificidade do agrupamento 3 era
insuficiente para a classificagcdo das GTPases e motivando a implementacao de
uma classificacao adicional, que discutiremos mais adiante.

Na Figura 14 € possivel visualizar a projecdo das comunidades detectadas
pelo algoritmo de Leiden sobre o componente principal da rede de similaridade de
sequéncias das P-loop NTPases da familia das GTPases. Nessa representacao,
cada n6 é um grupo de GTPases definido pelo agrupamento 3 e o /layout da rede foi
definido pelo algoritmo de forca. E possivel observar que as comunidades n&o sdo
mapeadas aleatoriamente na rede, mas se distribuem de forma congruente com o
posicionamento definido pelo algoritmo de forga. Esse resultado era esperado, pois
tanto o algoritmo de forga como o Leiden visam destacar sub-redes distintas a partir
da analise das conexdes na rede. Discordancias entre os dois métodos de andlise,

porém, poderiam indicar erros de classificacdo. Da mesma forma, congruéncias
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entre os dois método e a visualizagado dos resultados serviriam para obtermos mais
insights sobre a estrutura geral do espaco de sequéncias.

Examinando a rede na Figura 12, identificamos, na regido inferior da SSN,
grupos contendo membros da superfamilia Ras (tons de vermelho e vinho na SSN,
Figura 14). E possivel identificar, nesse cluster de sub-redes, proteinas das familias
Ran, Rho, Rab, proteinas-G, Rho, Roc, Arf, Ral, Rap, Ypt1 e outras variagdes de
genes da superfamilia Ras, todos ja caracterizados experimentalmente (Anexo), e
com estrutura tridimensional resolvida por difragdo de raios X. Os membros da
superfamilia Ras partilham um nucleo catalitico do fold GTPase caracterizado por
uma folha composta de seis fitas-B, cercada por cinco alfas-hélices (Figura 1),
correspondendo, portanto, a uma versao simplificada do nucleo conservado das
TRAFAC.

Na parte superior da SSN, grupos de proteinas semelhantes as familias ERA
(ERA-like), septinas e paraseptinas (Septin-like) e dinaminas (Dynamin-like) (Figura
14), tendem a formar sub-redes distintas, mas com centros de massa que se
aproximam, numa configuragdo que exclui outras GTPases. Na parte superior, a
esquerda, € possivel observar dois clusters, um a esquerda, identificado como
septinas e proteinas similares, como GIMAP, Toc33/34 e AlG1, e outro, a direita,
identificado como Dynamin-like, que inclui todas as proteinas relacionadas a
dinaminas, incluindo a proteina Mitofusina-1, que se localiza na membrana externa
das mitocondrias e € essencial para o processo de fusdo de mitocéndrias
adjacentes (Cao et al. 2017).

A rede de similaridade e a analise de comunidades baseada no agrupamento
3 foram importantes para gerar nossa primeira classificagdo, de larga escala, dos
homologos de GTPases encontrados, além de permitir a primeira visualizagdo do
espaco de sequéncias dessas P-loop NTPases. Essa primeira classificagdo nos
permitiu comecar a entender o universo dessas familias, porém os limites das
comunidades formadas e as relagdes entre elas nao ficaram claros, o que nos
impediu de identificar quais grupos de proteinas de procariotos eram claramente
mais préximos, filogeneticamente, de septinas e paraseptinas eucariéticas. Diante
dessas limitagbes, construimos um novo agrupamento de sequéncias (agrupamento

5) e, para esse agrupamento, aplicamos a comparagao de perfis de sequéncias
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representados por modelos Ocultos de Markov (profile Hidden Markov Models ou
pHMMs), gerando uma nova SSN. Os e-values calculados nessas comparagdes de
pHMMs serviram como pesos para a ponderacao das arestas da SSN entre grupos.
Finalmente, ao invés de aplicar o algoritmo de construgdo de comunidades,
optamos por isolar apenas as subredes correspondentes aos componentes
conectados (CC) dessa rede. Um componente conectado € uma sub-rede composta
por nds que possuem pelo menos uma conexao com pelo menos um ndé da mesma
sub-rede. Os CCs tendem a ser, portanto, mais aglomerativos que as sub-redes
geradas pelo algoritmo de Leiden o que, como veremos adiante, acabou se
mostrando mais eficiente para isolar corretamente os membros de familias e
superfamilias conhecidas do universo de GTPases.
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Figura 14. Rede de similaridade de sequéncias do supergrupo das P-loop GTPases. A)
Legenda de cores para as comunidades, refletindo a anotagdo manual. A anotagdo manual
foi baseada em membros de cada comunidade que ja foram caracterizados
experimentalmente. A coluna SF inclui uma classificacdo preliminar das comunidades em
grupos maiores, baseada na similaridade de sequéncias e na anotacdo. B) Rede de
similaridade, onde destacamos os clusters das familias Septin-like, que incluem septinas e
paraseptinas e Dynamin-like, que incluem dinaminas pequenas e outros grupos de
dinaminas. As arestas representam e-values menores que 102, A visualizagdo acima foi
gerada no Cytoscape, utilizando o algoritmo Prefuse force-directed com base no valor do
percentual da identidade entre os nds. Sdo mostrados 5775 nds, cada um representando
um conjunto de sequéncias que compartilham mais do que 50% de identidade. Clusters
isolados e singletons foram retirados para melhorar a visualizagéao.
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Para construgdo da nova SSN, um novo agrupamento de todas as proteinas
TRAFAC coletadas (agrupamento 5, na Tabela 2, cobertura >= 80%, e-value <=
103), foi construido, gerando 29947 grupos de sequéncias. Em seguida,
construimos alinhamentos multiplos, usando o software Mafft, das sequéncias de
todos os clusters deste agrupamento com no minimo 10 sequéncias, totalizando
2418 clusters. Os pHMMs derivados de cada um desses alinhamentos pelo software
HHmake foram comparados uns com os outros usando o software HHsearch.
Ambos os programas sao distribuidos no pacote HH-suite e incluem estados para
modelagem de estruturas secundarias em seus pHMMs, o que Ihes confere maior
especificidade e sensibilidade nas buscas de similaridade (Steinegger et al. 2019).
O procedimento aplicado em nossa segunda classificagdo €, portanto, analogo ao
usado na primeira construcdo de comunidades, mas a estimativa de similaridade,
antes baseada em alinhamentos par-a-par apenas entre sequéncias
representativas, € substituida pelos valores de e-value derivados do alinhamento de
pares de modelos ocultos de Markov.

Existem diversos métodos capazes de comparar modelos estatisticos
baseados no alinhamento de sequéncias homadlogas contra um banco de dados de
sequéncias, como o PSI-BLAST (Altschul et al. 1997), que utiliza perfis de PSSM
para aumentar a sensibilidade das buscas por homologos distantes, ou o software
jackhmmer do pacote HMMER, que foi usado neste trabalho para as buscas de
homologos descritas no capitulo anterior, e se baseia em perfis de HMM construidos
ao longo das iteragdes, sobre um banco de dados de sequéncias, para capturar
homologos distantes. Estes perfis obtém mais informagdes sobre as familias de
sequéncias do que de uma sequéncia unica, dado que sao construidos com base
em alinhamentos multiplos de sequéncias homodlogas. Sendo assim, os perfis
permitem distinguir entre posigdes conservadas e variaveis de residuos num
alinhamento que sao importantes para definir familias de proteinas, além disso os
perfis descrevem a exata variagdo possivel para cada posi¢do do alinhamento ja
qgue nesses perfis ou modelos esta a informacao da probabilidade da ocorréncia de
cada residuo em cada posigao de um alinhamento multiplo. Os modelos de HMM
sdo similares aos modelos de sequéncias que levam em consideracdo a variagao

dos aminoacidos por posicdo do alinhamento (PSSMs), mas além das frequéncias
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de residuos estes modelos também contém a informacdo de regides especificas
com inser¢des ou delegdes no alinhamento. Foi mostrado que o alinhamento entre
perfis de HMM resulta em alinhamentos de melhor qualidade e maior sensibilidade
(Sdding, 2005).

A SSN baseada na comparagao de pHMMs (Figura 15) foi selecionada apos
um processo de refinamento, durante o qual foram geradas diversas visualizagdes
de redes definidas por diferentes valores de corte para o peso das arestas. Como
exemplo, a primeira rede gerada por esse procedimento mostrava a relagao
par-a-par de todos os modelos, sem filtro para as arestas, e era similar a SSN da
Figura 14. Diferentes combinagdes dos valores de corte para os parametros e-value,
bitscore, probabilidade, identidade e cobertura do alinhamento foram testados mas
optamos, finalmente, por explorar apenas variagbes no e-value e usar os valores
padrao de cobertura (80%), sem limites para bitscore e identidade.

Analisando todas as redes geradas a partir de valores maximos de e-value
entre 10™° e 103 observamos a formagcdo de um numero moderado de
componentes conectados quando o e-value maximo permitido para as comparagdes
entre pHMMs foi fixado em 107, Abaixo desse valor, o nimero de componentes
conectados explodia, impedindo a detecgédo de relagbes entre os grupos. Acima
desse valor, formavam-se componentes conectados gigantes e uma nuvem de
grupos isolados, destruindo a estrutura da rede. Fixando o e-value maximo em
10°, a SSN se divide em um conjunto de 148 componentes conectados, sendo que
77 destes componentes sdo formados por pHMMs isolados, sem conexdo aos
outros componentes. Isolando os componentes conectados com mais de 5 pHMMs,
aplicamos os seguintes passos de processamento para cada componente: (i) para
todos os grupos em cada componente conectado, selecionamos uma unica
sequéncia representativa por grupo. A sequéncia selecionada foi sempre a meddide
de cada grupo, ou seja, a sequéncia cuja distancia para as outras sequéncias no
mesmo grupo era minima. (ii) As sequéncias de um mesmo componente conectado

foram alinhadas pelo programa Mafft, no modo “--local-pair”. Nesse modo, a
distancia entre os pares de sequéncias durante o calculo da arvore guia, € calculada
usando o algoritmo Smith-Waterman, que gera alinhamentos par-a-par com o valor

maximo de score, garantindo as melhores estimativas de distancia entre os pares. O
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uso do modo "--local-pair’, em nossa experiéncia, resulta nos melhores
alinhamentos, obtidos sem intervengdo manual, para sequéncias que podem nao
ser homdlogas em todo seu comprimento. (iii) Modelos Oculto de Markov foram
construidos a partir dos alinhamentos de representativos de cada componente
conectado e os modelos foram novamente comparados usando o programa
HHsearch, resultando na rede da Figura 15.

Nessa nova rede, conseguimos separar clusters de familias das classes
TRAFAC e SIMIBI de GTPases. Usando os componentes conectados desse novo
agrupamento, foi enfim possivel isolar os homélogos de SIMIBI presentes em
nossos dados que eram, na verdade, uma contaminacido e, até esse ponto, nao
tinhamos conseguido isolar das TRAFAC. Alguns componentes conectados (ou
CC’s) agregaram muitos nés que representam a diversidade de modelos do banco
de dados de GTPases construido pela abordagem deste trabalho, porém outros
CCs eram menores, como as familias da classe SIMIBI de GTPases. isso
provavelmente se deve a utilizacdo de sementes somente da classe TRAFAC para
a busca de homologos remotos e nao reflete diretamente o espaco de sequéncias
da classe SIMIBI, embora tenha sido possivel coletar os grupos dessa classe ja
conhecidos e descritos na literatura.

Repetindo o procedimento usado na analise de comunidades, analisamos os
alinhamentos e arquiteturas de dominios dos 46 maiores componentes conectados
da nova SSN, identificando as sinapomorfias conhecidas da estrutura terciaria e os
residuos conservados do nucleo catalitico de cada familia selecionada da classe
TRAFAC. Como visto na Figura 15, todas as familias de TRAFAC conhecidas
puderam ser identificadas nos maiores componentes conectados.

Para auxiliar na anotagdo dos CC'’s foi empregada a comparagdo desses
grupos com proteinas ja caracterizadas estruturalmente, utilizando novas buscas
com pHMMs que representavam a populacédo de sequéncias em cada CC, contra o
banco de dados do PDB, com o software HHsearch. Para cada CC, construimos um
modelo Oculto de Markov a partir do alinhamento curado do dominio GTPase dos
representantes de cada grupo no agrupamento 5. Estes modelos foram comparados
entre eles mesmos com o software HHsearch (ver material e métodos), resultando

em valores de e-value para os alinhamentos dos pares de pHMMs, os quais foram
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usados para estimar a similaridade entre os CCs e formular hipéteses evolutivas a

respeito da diversificagdo das GTPases da classe TRAFAC.
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Figura 15. Representacéo do espago de modelos do nosso banco de dados de homdlogos
de GTPases construido com base na comparacao par-a-par de Modelos Ocultos de Markov
(HMMs) cuja visualizagao foi gerada com o algoritmo Force-directed baseado no e-value
das arestas no software Cytoscape. Cada conjunto representa um componente conectado,
aos quais foram assinalados nomes das familias de GTPases conhecidas. Componentes
muito pequenos foram retirados para melhorar a visualizagdo. Os nés representam HMMs,
sendo que cada um dos HMMs é derivado de um alinhamento de sequéncias
representativas dos grupos de sequéncias gerados pelo MMseqs usando o algoritmo set
cover e exigindo 80% de cobertura e e-value maximo de 10° para os alinhamentos
par-a-par de um mesmo grupo. As arestas representam a conexao entre nés para HMMs
cujo alinhamento par-a-par, gerado pelo software HHblits Steinegger et al. (2019) resulte
em e-value maximo de 1E-35. Nas cores/formas estao representados os representantes de
cada modelo, construidos com o algoritmo Set Cover de clustering de similaridade do
pacote MMseqs2.

As superfamilias mais abundantes e diversas formaram componentes
conectados grandes, que poderiam ser subdivididos em subgrupos compostos por
familias de GTPases relacionadas. Esse foi o caso, por exemplo, da superfamilia
dos Fatores de Traducdo (EF/IF), encontrada em todos os grupos de seres vivos
(bactérias, eucariotos e arqueas) e também em virus. Essa superfamilia

compreende as familias de fatores de iniciacéo eucarioticos, como elF2 (eukaryotic
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Initiation Factor 2, ou Fator de iniciagcédo eucariotico 2), cuja fosforilagado controla sua
atividade de regulador da velocidade de sintese de proteinas no ribossomo, como
parte da resposta ao estresse em humanos (Kenner et al. 2019). Inclui também os
fatores de iniciagao procariéticos, como IF-1 e IF-2, que sdo necessarios para a
montagem do complexo de iniciagdo ribossomal em E. coli (Kaledhonkar et al.
2019), e as familias de fatores de elongacao eucariéticos como o EF1A (Elongation
factor 1A, ou Fator de Alongamento/Elongacao 1A) de Saccharomyces cerevisiae,
responsaveis por carregar aminoacil tRNAs até o sitio-A do complexo ribossomal de
traducdao 80S (Wirth et al. 2017); e fatores de elongacao procaridticos como os
EF-Tu’s (Elongation Factor Tu, ou Fatores de Elongacdo Tu), que também sao
regulados por modificagdes poés-traducionais, como metilagdo e fosforilacéo, e
atuam na resposta de bactérias a falta de nutrientes e na entrada na fase de
crescimento estacionaria (Talavera et al. 2018).

As familias do componente conectado dos fatores de elongamento e
iniciacdo sao produto da diversificagcdo de um grupo muito antigo de GTPases
TRAFAC especializado na regulacdo ou execugado da tradugdo. Nossa analise
desse componente conectado aproxima os dados descritos na literatura: a
superfamilia de Fatores de Tradugao compreende duas familias principais, a familia
Bms1 e a familia de fatores de tradugao classicos, sendo esta ultima dividida em
quatro subfamilias muito antigas, IF2/elF5B, elF2g/SelB, EF-Tu/EF-1a e EF-G/EF-2,
que ja estavam presentes no ultimo ancestral comum de todas as formas de vida
celular (LUCA). A congruéncia de nossos resultados com a literatura, para esse
grupo, € ilustrada no layout de forga da Figura 12, que evidencia a existéncia de
sub-redes distintas de Fatores de Traducdo, sub-redes que correspondem as
familias referidas acima.

Além de possibilitar a distingdo entre as familias de GTPases encontradas, a
rede da Figura 5 permitiu identificar e isolar os membros de diversas familias
relacionadas as dinaminas, presentes em procariotos, conhecidas como BDLP’s, ou
Bacterial Dynamin-Like Proteins, ou seja, proteinas bacterianas similares as
dinaminas. Esse grupo, ainda pouco explorado na literatura, inclui varias familias
envolvidas em processos de reorganizagao, fissdo e fusdo de membranas durante a

divisdo celular e a formagéao de vesiculas (Low et al. 2006).
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Os métodos de classificacdo descritos acima, baseados na comparagao
par-a-par entre as sequéncias e entre os perfis de HMM foram essenciais para: i)
compreender o espaco entorno das sequéncias adquiridas do nosso banco de
dados de homodlogos de GTPases; ii) conseguir identificar e separar as familias de
GTPases das classes TRAFAC e SIMIBI; iii) mapear sequéncias ainda nao
anotadas no banco de dados em familias de GTPAses ja conhecidas; iv) Comparar
as familias encontradas de modo a compreender a relagcédo evolutiva entre elas; v)
Criar modelos de HMM para cada familia e vi) Permitir identificar os genomas que
possuem essas GTPases e descobrir ainda mais sobre a origem e evolugao dessas
familias de proteinas.

Embora nossa analise dos componentes conectados na SSN dos pHMMs
(Figura 15) tenha demonstrado que eles reproduzem ou agrupam as principais
familias de TRAFAC descritas na literatura, membros de algumas familias
importantes, como septinas e dinaminas, acabaram classificadas em mais de um
componente conectado, sugerindo que conexdes significativas entre os CCs
estavam sendo perdidas pelo método de particionamento ou pelo valor de corte
escolhido para o e-value. Como a exploracao de parametros de corte, nesta analise
e na SSN da Figura 14, indicou que seria dificil ou impossivel encontrar um conjunto
o6timo de parametros que permitisse reproduzir as familias descritas na literatura,
optamos por aplicar um método de agrupamento aglomerativo, com o objetivo de
produzir um agrupamento hierarquico que evidenciasse as relagbes entre

componentes conectados.
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5.2.2 Agrupamento hierarquico e a relagao entre as familias de GTPases
da classe TRAFAC

Para melhor entender as relagbes entre as familias de TRAFACs contidas
nos CCs, construimos um agrupamento hierarquico desses elementos usando,
como medida de distadncia, uma transformagcdo dos e-values de alinhamentos
par-a-par entre pHMMs construidos para representar cada CC. Nessa analise,
coletamos as sequéncias representativas de cada grupo dentro dos CC
(agrupamento 5) e alinhamos esses representantes usando o programa Mafft e a
opcgao “--local-pair’. Modelos de Markov em perfil foram gerados a partir de cada
alinhamento multiplo e o software HHsearch foi usado para calcular os alinhamentos
par-a-par entre os pHMMs que representavam a populacédo de sequéncias em cada
CC. Os e-values dessas comparagoes par-a-par foram transformados utilizando a
funcdo -log70, de modo a reduzir as diferengas dos valores originais, que
compreendiam multiplas ordens de grandeza e sao, em geral, muito préximos de
zero (10" a 1078, Os valores transformados de e-value foram entdo normalizados,
isto &, submetidos a uma transformacao linear que fez a média da distribuicao ficar
igual a zero e o desvio padrdo igual a um. Essa segunda transformagao tornou
desnecessaria a escolha de valores arbitrarios para o maximo e-value. A matriz de
distancias, resultante das transformagdes acima, foi usada como entrada para o
algoritmo Agnes (Agglomerative Nesting), da biblioteca cluster da linguagem R, e foi
utilizado o método de variancia minima de Ward para selecionar, a cada iteragdo do
algoritmo aglomerativo, o proximo par de grupos a ser fusionado (Hadi et al. 1992).
A visualizagcdo da hierarquia de grupos, em formato de arvore (dendrograma), foi
construida com auxilio da biblioteca FactoExtra, presente no CRAN.

O dendrograma visualizado na Figura 16 mostra a similaridade entre os
modelos construidos para os CCs e permitiu a definicho de novos niveis de

agrupamento para as principais superfamilias da classe TRAFAC de GTPases.
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Embora a analise dos resultados do método de agrupamento proposto aqui
ainda esteja em andamento, é importante ressaltar que conseguimos, pela primeira
vez, superar a grande dificuldade na inferéncia das relagdes evolutivas entre essas
superfamilias, consequéncia do alto grau de divergéncia dessas familias muito
antigas e que, em alguns casos que veremos mais adiante, experimentam episddios
de diversificagao acelerada, com altas taxas de evolucao e duplicagdo. A Figura 16
€, portanto, a primeira arvore de distancias, derivada semi-automaticamente e por
um processo completamente reprodutivel, capaz de revelar as relacbes de
similaridade de todas as grandes superfamilias de GTPases. Nossa expectativa é
de que essa abordagem possa ser aplicada a outras familias de P-loop NTPases e
outros grandes grupos de proteinas divergentes, complementando o processo de
curadoria manual, via exame de sequéncias e estruturas, que € usado atualmente

na classificagao dessas e outras superfamilias e folds de proteinas.
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Figura 16. Arvore das distancias entre os modelos de pHMMs construidos e
subsequentemente das familias de GTPases encontradas evidenciando a relagdo evolutiva
entre diversas familias altamente divergentes ja descritas na literatura e novas familias de
GTPases ainda ndo notadas. Em ordem, de cima a baixo, e de acordo com os grupos
definidos na arvore: 1) Septinas+B.Parasseptinas: Septin (Septinas); IIGP; H GTPase;
ERA-related (Relacionadas a ERA, receberam essa tag inicialmente por sua alta
similaridade com 3IEV_A, uma estrutura de ERA depositada no PDB, mas foram vistas
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serem as B. Parasseptinas como mostrado na Figura 15 mostrando os componentes
conectados); Septin Superfamily 2 (Superfamilia das Septinas 2); Septin Superfamily
(Superfamilia das Septinas). 2) E. Parasseptinas: GIMAP-like (Similar a GIMAP); GIMAP;
AlG1-Paraseptin (Parasseptinas de AIG1); Toc. 3) CP-GTPases ou GTPases Circularmente
Permutadas: YawG; DAR YIgF; RsgA. 4) BDLP’s + Dinaminas Eucaritticas: BDLP45;
BDLP44; Dynamin; Dyn-EHD; BDLP33; BDLP48 Mitofus; BDLP49; BDLP26. 5) Superfamilia
Ras + Dinaminas: Dynamin Superfamily (Superfamilia das Dinaminas); BDLP50; Ribosome
GTPase (GTPase ribossomal); GPN1 R; Ras Centaurin Superfamily (Superfamilia Ras -
Centaurin); Rab Ras Superfamily (Superfamilia Ras - Rab); G-alpha (G-alfa); Ras
Superfamily (Superfamilia Ras); Arf Ras Superfamily (Superfamilia Ras - Arf); Ras family
(Familia Ras); Rag Ras Superfamily (Superfamilia Ras - Rag); Archeal Ras Superfamily
(Superfamilia Ras - Arqueal); 6) Fatores de Tradugdo Classicos + Dinaminas1: HydF;
Classic Trafac (Trafac classico, que inclui EF/IF citados anteriormente); GTPase+DUF697;
ERA; Dynamin1 (Dinamina1); EngB/YxjS; BDLP 36 LeoA; Obg CgtA; HflX; FeoB; OBG.

Ao avaliarmos a topologia do dendrograma na Figura 16, seis grupos
principais podem ser identificados que incluem as diferentes superfamilias da classe
TRAFAC. O primeiro desses clusters agrupa as septinas e parasseptinas com as
[IGP (supergrupo 1, parte superior da figura). A proximidade dessas familias com as
[IGP diverge das relagbes descritas na literatura pois, anteriormente, as IIGP haviam
sido classificadas como membros do grupo das dinaminas, em virtude da presenca
de uma extenséo alfa-hélica similar ao dominio de “Tromba” das dinaminas. Por ter
sido baseado exclusivamente na similaridade do nucleo catalitico das GTPases,
nosso dendrograma sugere que o ganho das extensdes C-terminais ocorreu
multiplas vezes ao longo da evolugao das GTPases e sugere que essas familias sao
mais proximas entre si do que de quaisquer outras familias de GTPases e formam
um grupo monofilético com outros dois grupos identificados como H GTPases e B.
Parasseptinas. As H GTPases sdo um grupo composto por diversas GTPases nao
caracterizadas experimentalmente e que estdo presentes, principalmente, em
genomas de Fungos. O componente conectado primeiramente denominado
ERA-related, devido sua alta similaridade com proteinas da familia ERA, na Figura
16, corresponde as B. Parasseptinas da Figura 15 e inclui algumas das
parasseptinas bacterianas descritas por Leipe e colaboradores em 2002, tais como
VC1806, NMAO0132, sIr1428 e as proteinas YeeP, YkfA, e YfjP, exemplos de uma
expansao linhagem especifica de parasseptinas em Escherichia coli Leipe et al.

(2002). A outra parasseptina descrita por esses autores, HP0744, porém, é uma
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fusdo do dominio GTPase com DUF697 e pertence, em nossa analise, a outro clado
(ver abaixo). O supergrupo 1 inclui ainda dois outros grupos da superfamilia das
septinas, Septin superfamily e Septin superfamily 2, que sdo encontrados apenas
em fungos e cujas caracteristicas descrevemos em detalhes mais a frente.

A topologia da arvore na Figura 16 ratifica a arvore proposta por Schwefel,
em 2012 (Figura 4), que identificou as GIMAP’s e Tocs como parasseptinas, pois
estas familias, juntamente com as septinas, formaram um clado separado das
demais familias de GTPases da classe TRAFAC (agrupamentos 1 e 2, em vermelho
e verde na Figura 16). Como linhagem irma deste grupo & possivel observar a
presenca de um cluster formado pelas GTPases circularmente permutadas, a
superfamilia CP-GTPases (agrupamento 3, laranja), que inclui as familias YawG,
DAR/YIgF e RsgA. Membros dessas familias atuam na maturagéo de subunidades
ribossomais e sdo necessarias no estagio final de montagem do ribossomo 30S
(Campbell et al. 2008; Goto et al. 2011; Thurlow et al. 2016). A topologia do
dendrograma sugere que o evento de permutagdo circular caracteristico desse
grupo ocorreu apos a separagao desta linhagem e a linhagem das septinas, a partir
do ancestral comum deste grupo com as proteinas semelhantes a septinas
(Septin-like, grupos 1 e 2 na Figura 16).

Logo abaixo do cluster que une as Septin-like e as CP-GTPases é possivel
encontrar um grupo monofilético que inclui as dinaminas eucariéticas, como as
ATPases da familia EHD, e procaridticas, como diversas familias de BDLP’s
(Bacterial Dynamin-like Proteins) (Lowe, 2008), cada uma identificada pelo nome
atribuido ao componente conectado correspondente e descrito na segao anterior.
Existem diversas familias de BDLP’s neste clado que ainda n&o foram exploradas
na literatura e novos trabalhos experimentais serdo necessarios para compreender
os diversos processos dos quais podem participar as GTPases deste grupo de
proteinas.

Em concordancia com a literatura, os componentes conectados contendo
proteinas semelhantes as Ras GTPases formaram um agrupamento separado das
demais superfamilias de TRAFACs. Esse clado uniu as as familias Arf, Rag, Rab,
Rho e as GTPases heterotriméricas, que formam o complexo conhecido como

proteina G. Todos esses grupos compartilham consideravel similaridade de
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sequéncia, além de assinaturas caracteristicas no motivo conservado G5 e sao
alvos de modificagcbes pos-traducionais que determinam sua localizagao subcelular,
elemento critico para seu papel na célula, pois essas proteinas tipicamente atuam
em redes regulatorias associadas a sensores localizados na membrana, interagindo
com moduladores e efetores citoplasmaticos que determinam a transicao entre os
estados ativo e inativo dessas GTPases, compondo circuitos que regulam diversos
processos celulares em organismos procariotos e eucariotos (Wennerberg, 2005).
Dentre os moduladores que controlam sua atividade, uma caracteristica conservada
na superfamilia Ras é a regulacdo da atividade catalitica dessas proteinas por um
repertério diverso de proteinas conhecidas por GAPs (GTPase-Activating Proteins,
ou Proteinas de Ativagcdo da atividade de GTPase) e GEFs (Guanine nucleotide
Exchange Factor, ou Fatores de troca de nucleotideo de Guanina). Como a
atividade de GTPase € muito lenta nas familias de proteinas que compdem este
agrupamento (Bos et al. 2007), a acdo de GAPs e GEFs permite uma regulagao fina
de sua atividade, caracteristica que € efetivamente uma sinapomorfia das proteinas
da Superfamilia Ras.

O ultimo agrupamento monofilético na Figura 16 compreende: os fatores de
elongamento e iniciagdo, citados anteriormente; a familia HydF, que contém um
dominio adicional com um nucleo de ferro/enxofre e atua na translocacédo e
maturagdo de nucleos de ferro de [Fe-Fe]-hidrogenases (Maso et al. 2015); o
componente conectado contendo os membros da familia ERA, aparece como clado
irmao da linhagem que inclui a proteina HP0744, previamente descrita como
parasseptina, e caracterizada pela fusdo da GTPase a um dominio de fungao
desconhecida conhecido por DUF697; uma familia de dinaminas eucaritticas; a
familia EngB/YxjS; e uma familia de BDLPs conhecida como LeoA, que atua na
secrecao de vesiculas com toxinas e por isso € frequentemente descrita como fator
de viruléncia (Michie et al. 2014). O outro clado dentro do supergrupo 6 inclui pelo
menos duas familias com fungdes associadas a montagem e manutengdo do
ribossomo. Dentre estas, a familia OBG atua na maturagdo de ribossomos e
checkpoint da montagem da subunidade 50S (Chatterjee et al. 2019). Esta familia é
conservada em bactérias e amplamente distribuida em eucariotos, onde inclui a

subfamilia hOLA1, cujos membros participam da regulagcdo de processos de
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resposta a estresses ambientais e oncogénese em mamiferos (Balasingam et al.
2020; Czyz, et al. 2005). A familia HfIX é outro membro deste clado que inclui
GTPases que interagem fisicamente com a subunidade 50S do ribossomo e que
atuam na maturacdo ribossomal e, possivelmente, também na sintese proteica
(Blombach et al. 2011; Polkinghorne et al. 2008). O ultimo membro deste clado, a
familia FeoB, se destaca por ser o unico grupo que nao esta envolvido no
processamento do ribossomo e, ao invés disso, exerce importante papel no
transporte de ions ferrosos (Fe*?) em Euryarchaeota e bactérias (Hung et al. 2010).
A atividade de FeoB no transporte de ferro depende da ampla regido
transmembrana, presente na extremidade carboxi terminal dos membros dessa
familia. Embora a proteina FeoB de Escherichia coli demonstre atividade hidrolitica
especifica para GTP, um estudo recente demonstrou que o ortélogo de Vibrio
cholera e capaz de hidrolisar tanto GTP quanto ATP e que mutagées do motivo G4
(XNKxD) abolem a atividade de GTPase mas preservam a de ATPase e que esta
atividade é suficiente para promover o transporte de ions Fe*? (Shin et al. 2019).
Esses resultados sdo compativeis com a auséncia de conservagao do motivo G4
nesse grupo e sugerem que essas GTPases atuam de forma analoga as ATPases
dos transportadores ABC, provendo energia para os rearranjos estruturais da
permease C-terminal, necessarios para a translocacao dos ions (Leipe, 2002). Esse
conjunto de adaptagdes, especificas dessa familia, contribuem para sua divergéncia
em relagdo aos outros membros do supergrupo 6 e pode explicar a discordancia da
posicao dessa familia com relagao a classificagao de Leipe et al. (2002), que coloca,
com base em analises de similaridade, FeoB como grupo irméo das ERA GTPases
que, em nosso dendrograma, pertencem a outro clado. O exemplo de FeoB, além
de ilustrar a dificuldade de classificar essas familias em um nivel tdo elevado,
sugerem que nossa analise seria beneficiada por métodos que permitissem avaliar a
incerteza na posi¢ao das familias no dendrograma de similaridade, analogos ao uso

do bootstrap nao-paramétrico em filogenias.
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5.3 Superfamilia das Septinas

A analise aglomerativa dos pHMMs do agrupamento 5, descrita acima,
revelou que que septinas e parasseptinas se agrupam em uma superfamilia de
proteinas Septin-like que, pelo menos no caso das septinas de eucariotos, sédo
demonstradamente capazes de interagir com a membrana celular e atuam em
atividades de reorganizagdao de compartimentos celulares, como a diviséo celular e
o remodelamento da membranas. Para analise e caracterizagdo do grupo
Septin-like, portanto, excluimos a familia de paraseptinas inicialmente descrita em
H. pylori (HP0744), que se revelou um grupo distinto e mais semelhante a
superfamilia ERA, do supergrupo 6. Para caracterizar as Septin-like, descrevemos
primeiro as sinapomorfias desta familia, que serve de referéncia para este clado, e

em seguida caracterizamos sua distribuigcao.

5.3.1 Sinapomorfias das septinas

As septinas formaram um grupo distinto das outras familias na nossa analise
de CC’s: além das sinapomorfias classicas das proteinas da classe TRAFAC, as
septinas possuem, em geral, um residuo de Asparagina/Treonina conservado na
regiao N-terminal da primeira fita-B, que precede o motivo Walker A. Essa
sinapomorfia esta presente em todas as septinas exceto duas subfamilias, uma
presente em organismos dos filos Basidiomycota e Ascomycota, que possui um
residuo de cisteina conservado na mesma posi¢ao, e a outra presente no grande
grupo Opisthokonta (clado que une animais, fungos e grupos relacionados da base
dos Metazoa, como Choanoflagellata e Dictyostelium), representada no alinhamento
pela proteina ORD96361.1, de Hepatospora eriocheir, do grupo Microsporidiae de

fungos parasitas unicelulares, que perdeu completamente essa regiao.
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Outra caracteristica importante das septinas € uma incidéncia maior de
substituigdes da treonina conservada das TRAFAC’s, presente no loop que precede
a fita-B adicional desse grupo, antiparalela a fita-p conservada que termina no
motivo Walker B. Esse residuo de treonina estabiliza um dos ion Mg*? necessarios
para a hidrélise de GTP, mas é perdido em cerca de 80% das septinas, sugerindo
que a atividade hidrolitica de parte dos membros dessa familia pode ser abolida ou
menor que a de outras GTPases. Uma regido de aminoacidos negativamente
carregados precede a fita-B do motivo Walker B, e outra regido polar também é
encontrada entre o Walker B e o motivo G4, no loop apds a quinta fita-beta, dessa
familia de proteinas. Um residuo de histidina, precedendo um ou dois residuos de
cisteina (motivo HCC, HXC ou HCX), é conservado em quase todas as septinas e
delimita o inicio da quarta fita-B. Esse motivo esta localizado na regido da cauda, ou
seja, na face do monémero oposta ao sitio catalitico. Essa regido € responsavel
pelas interagdes proteina-proteina envolvidas na formagao de polimeros de septinas
(Angelis et al 2016). Outra regido de aminoacidos carregados é encontrada entre as
duas ultimas fitas-p do dominio G. A ultima fita-B possui um residuo de prolina
conservado em sua regido N-terminal e o motivo G5 geralmente possui uma glicina
conservada antes do residuo de serina tipico das TRAFAC.

A maior parte das septinas possui uma extensao C-terminal, denominada
elemento unico das septinas (SUE para Septin Unique Element), que nédo tem
similaridade detectavel com nenhuma regido ou dominio presente em outras
GTPases mas € conservado entre as septinas. Esse elemento consiste em uma
presilha-p seguida de duas alfas-hélices anfipaticas que formam estruturas
coiled-coil. O SUE atua diretamente na interagcdo entre monémeros de septinas,
com papel determinante na formagdo de polimeros, filamentos e outros
agrupamentos maiores de proteinas (Auxier et al. 2019). A despeito da semelhanga
no nucleo catalitico de septinas e parasseptinas, que produz o agrupamento
Septin-like, as parasseptinas ndo possuem uma regido similar ou analoga ao SUE, o

gue sugere que a aquisicao deste elemento foi decisiva na divergéncia das septinas.
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5.3.2 Distribuicao da superfamilia das septinas nos eucariotos

Para avaliar a distribuicdo das septinas, agregamos aos resultados da
classificagado aglomerativa os homologos identificados, no nosso banco de dados de
GTPases, usando como o modelo construido para o componente conectados das
septinas como semente para buscas baseadas em hmmsearch. Esses genes estao
amplamente distribuidos entre diversos grupos de Opisthokonta, com presenca
abundante em Metazoa e Fungi. Homologos desse grupo de proteinas séao
encontrados nos genomas de anelideos, como Poliquetos e Clitelados, cujo recente
trabalho de gendbmica comparativa mostrou que seus genomas sao mais similares
ao de alguns deuterostbmios como estrelas-do-mar e hemicordados do que de
protostdmios como artrépodes (Simakov et al. 2013); Diversos grupos de Artropodes
também possuem septinas e outros protostdmios dos filos Tardigrada, Rotifera,
Priapulida e Nematoda também apresentam ort6logos de septinas.

O grupo dos deuterostdbmios € o que apresenta maior diversidade de
subfamilias de septinas e a presenca destes genes pode ser observada entre os
equinodermos, hemicordados e cordados (Tabela 4). A presenca das septinas
também pbde ser detectada entre os ramos mais antigos de metazoarios, incluindo
Placozoa, Orthonectida e Porifera (Tabela 4), sugerindo que esta familia ja cumpria
um papel importante na construgdo do citoesqueleto nas células do ancestral
metazoario. Ainda no clado Opisthokonta é possivel observar essa familia de
proteinas em diversos fungos como o ja citado Microsporidia, e outros filos como
Basidiomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Cryptomycota, Mucoromycota

e Zoopagomycota (Tabela 4).
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Tabela 4. Grupos de eucariotos com pelo menos um gene identificado como membro da
familia das septinas. Na primeira coluna esta representado o filo dos organismos, na
segunda o subfilo ou clado especifico de cada grupo encontrado e na terceira o supergrupo
definido pela mais recente filogenia de eucariotos (Burki, 2020). As células de fundo cinza
claro indicam clados que incluem pelo menos um subgrupo no qual a presenga de septinas
s6 foi reconhecida no curso deste trabalho.

Filo Grupo Supergrupo
Evosea Amebozoa Amorphea

Chlorophyta
Rhodophyta Chloroplastidae Archaeplastida
Streptophyta

Haptophyta Haptista Haptista

Ciliophora Alveolata TSAR

Annelida

Brachiopoda
Chordata

Cnidaria

Echinodermata

Hemichordata

Mollusca

Nematoda Animal
Orthonectida

Placozoa

Platyhelminthes

Porifera

Priapulida Opisthokonta
Rotifera

Tardigrada

Arthropoda

Ascomycota

Basidiomycota

Blastocladiomycota

Chytridiomycota Fungo

Cryptomycota

Microsporidia

Mucoromycota

Zoopagomycota

Choanoflagellata |[Coanoflagelado
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As septinas também sdo encontradas em outras linhagens de eucariotos,
incluindo Evosea (Figura 17), um grupo de Amebozoa do clado Amorphea, que une
o grupo Amebozoa com o clado Opisthokonta, o que sugere que o ancestral do
clado Amorphea ja possuia genes de septinas em seu genoma. Notavelmente, essa
€ a primeira deteccdo de homoélogos de septina nesse grupo de amebas (Momany
et al. 2008; Nishihama et al. 2011; Onishi, 2016), o que fortalece a nogao de que
genes desta familia ja estavam presentes no ancestral mais recente de todo o
grupo.

A distribuicao das septinas, porém, nao esta restrita ao clado Opisthokonta,
pois homodlogos de septinas podem ser reconhecidos em algas verdes, como a
proteina de Chlamydomonas reinhardtii, utilizada como uma das sementes em
nossas buscas (ver segdo 5.1, Tabela 1), em algas do clado Archaeplastida, como
as algas vermelhas do filo Rhodophyta, e também em plantas multicelulares
terrestres. A presenca de septinas nas plantas terrestres ndo havia sido indicada
anteriormente na literatura, mas é provavel que estes genes participem da
montagem do anel de divisdo, na regido do septo celular, como descrito
anteriormente para algas verdes por (Yamazaki et al. 2013).

Os organismos do grupo Haptophyta, como Chrysochromulina tobinii e
Emiliania huxleyi, também possuem genes de septinas. Esses organismos ja foram
classificados como membros do grupo Chromalveolata, com base na premissa de
que os cloroplastos secundarios presentes nestes organismos se originaram de um
unico episddio de assimilagdo, por endossimbiose, de uma alga eucaridtica, que
teria ocorrido na linhagem ancestral de todos esses organismos. Trabalhos mais
recentes, porém, usaram o0 genoma nuclear desses organismos para demonstrar
que o clado Chromalveolata € polifilético e reclassificaram Haptophyta no clado
Haptista, separando Alveolata e Stramenopila no clado TSAR e Cryptophyta em
Cryptista (Burki et al. 2020) (Figura 17).
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Figura 17. Arvore filogenética dos eucariotos construida por Burki e colaboradores em
2020, baseada no consenso de diversos estudos filogendmicos, mostrando as principais
linhagens de eucariotos que atualmente temos conhecimento. Os grupos coloridos
correspondem aos supergrupos atuais. As ordens nao resolvidas das ramificagbes entre as
linhagens estdo mostradas como multifurcagdes. Linhas pontilhadas representam incertezas
a respeito da origem monofilética de alguns grupos. Estrelas representam taxa que eram
considerados supergrupos nas primeiras versdes do modelo de supergrupo definidos por
Bauldauf, em 2004; todos os supergrupos “originais” exceto Archaeplastida foram
desmontados ou instituidos em novos taxas. Os circulos mostram grandes linhagens para
as quais nao havia dados moleculares quando o modelo de supergrupos surgiu e/ou nao
haviam sido descobertos até aquele momento. As cruzes indicam grupos nos quais foram
identificados homodlogos de septinas por este trabalho. Adaptado de Burki, et al. 2020.

Embora tenham sido encontradas GTPases de outras familias em genomas
de membros do antigo grupo Excavata, como proteinas da familia Arf, outras
linhagens da superfamilia Ras e Fatores de Tradugdo, como as proteinas
EKF29986.1 e XP_806835.1 (Arf e Fatores de Traducéao Classico, respectivamente)
de Trypanossoma cruzi, nao foi possivel identificar nenhuma septina no genoma dos
organismos desses grupos filogenéticos. O grupo Excavata foi recentemente
revisado, com base em dados moleculares, e dividido em trés linhagens distintas:
Discoba, Metamonada e Malawimonadida (Burki et al. 2020). A auséncia de
Septinas na maioria dos grupos de basais eucariotos sugere duas hipoteses

alternativas: (i) esses grupos divergiram antes do ancestral eucariotico adquirir o
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primeiro gene homodlogo da familia das septinas, ou seja, o ancestral das septinas
teria sido adquirido posteriormente, provavelmente por transferéncia lateral do
ultimo ancestral comum das mitocéndrias, como proposto por Leipe em 2002; ou (ii)
esses grupos sofreram delegdes nos genes que codificam para septinas.
Considerando a filogenia da Figura 17 e a distribuicdo de membros da familia das
septinas, derivada nesse trabalho, um minimo de cinco e um maximo de 10 perdas
precisam ser postuladas para explicar a distribuicdo das septinas, dependendo de
quais linhagens irmas podem ser resolvidas em grupos monofiléticos. Por outro
lado, um total de quatro eventos de ganho de homdlogos de septinas ja explicam a
distribuicdo da familia na mesma arvore dos eucariotos. Um unico evento de ganho,
seguido de cinco eventos de perda € outra hipotese aproximadamente equivalente
para explicar a distribuicdo desses genes. Todas as alternativas, porém, com
excecao da hipotese de presengca de homologos de septina em LECA antes da
aquisicdo da mitocdndria, oscilam entre igualmente parcimoniosas ou sdo apenas
marginalmente superiores, indicando que mais dados relacionados as linhagens
basais de eucariotos sdo necessarios para definirmos a hipétese que melhor explica
a historia evolutiva dessa familia.

Nossa abordagem de classificacdo e definicdo das familias identificou as
parasseptinas bacterianas como o grupo mais intimamente relacionado as septinas
eucaridticas. Embora amplamente distribuida entre a maioria dos eucariotos, a
auséncia de septinas ou parasseptinas em eucariotos que divergiram na base do
clado (Baldauf, 2003) e nos grupos orfaos eucarioticos definidos por Burki, em 2020,
implica que a analise de outros grupos de proteinas Septin-like e uma eventual
amostragem mais ampla das linhagens basais de eucariotos serdo necessarias para

aprofundar a compreensao das origens das septinas eucarioticas.
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5.4 GIMAP

O segundo grande grupo de proteinas Septin-like é a familia GIMAP, que
inclui diversas GTPases que, como as septinas, interagem com a membrana celular
e com outras proteinas. As GIMAPs sdo necessarias no processo de maturagao de
linfocitos T e B em mamiferos (ver Introducdo, seg¢ao 1.5.2.) e estdo amplamente
distribuidas entre as linhagens de eucariotos e em virus de eucariotos, como
Picornaviridae e Herpesviridae, observado por este trabalho e por Aravind et al.
(2012).

Essa familia de proteinas possui um residuo de arginina conservado na
regidao N-terminal do motivo Walker A, que contém um motivo semelhante ao das
proteinas da classe SIMIBI, GxxGxGKS (consenso 80%). Além disso, um residuo de
glicina seguido por uma prolina e uma histidina sdo altamente conservados no loop
que antecede a quarta fita-f no nucleo conservado dessa familia. Essa histidina
marca o inicio de uma regidao de aminoacidos hidrofébicos conservada neste grupo,
conhecida como conserved box, € que € uma sinapomorfia comum as GIMAPs e
Tocs.

Algumas subfamilias de GIMAP de peixes 6sseos (Actinopterygii) sofreram
delegcbes nos residuos que compdem o motivo Walker A, sugerindo a perda da
capacidade de interacdo com o fosfato-y da molécula de GTP e talvez da atividade
hidrolitica nessas proteinas. E possivel que a hidrélise de GTP n&o seja necessaria
para a fungéo bioldgica desse grupo divergente de GIMAPs, uma vez que a delegéo
desses residuos coincide com uma enorme expansao de paralogos, desse
subgrupo de GIMAPs, em peixes 0sseos, constituindo uma verdadeira expanséo
linhagem-especifica que ocorre independentemente das multiplas duplicagbes do
genoma completas observadas em teledsteos (Meyer et al. 2005). A expansao das
GIMAPs em teledsteos € um fenbmeno unico entre vertebrados e pode ser
visualizada na filogenia da Figura 18. Expansdes de linhagem-especifica sdo
frequentemente estimuladas por pressdes seletivas que aumentam a probabilidade

de fixacdo e divergéncia dos novos paralogos, ndo raro como resposta a uma
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pressdo ambiental ou interacdo ecoldgica, como a competicdo e/ou predacéo
(Jordan, 2001).

No caso especifico das GIMAPs de peixes, um estudo recente com o
organismo modelo paulistinha (zebra fish) demonstrou que GIMAPs presentes em
picornavirus e GIMAPs do hospedeiro tém sua expressao induzida durante a
infeccao viral (Balla et al. 2020). Embora o papel exato desses genes durante a
infeccdo seja conhecido, o envolvimento de GIMAPs na maturacdo do sistema
imune de vertebrados e na resposta inata a virus ja foi demonstrado (ver Introducgao,
secdo 1.5.2). E possivel que as multiplas cépias de GIMAPs do hospedeiro
poderiam atuar como dominantes negativos contra a interferéncia das GIMAPs

virais na resposta imune do hospedeiro.

Peixes
(Teleostei)
Sequéncias
Ohnologas
(In-Paralogs)

% Plantas e outros
e Eucariotos

Outros
animais

Peixes (Teleostei
e Holostei)

Figura 18. Arvore filogenética de uma das familias de GIMAP, incluindo diversos grupos de
eucariotos, com énfase na ampla distribuicdo dessas proteinas em genomas de peixes que
parecem ter evoluido de uma série de duplicagées de genoma inteiro. A arvore de maxima
verossimilhanga foi obtida de um alinhamento curado de um dos clusters da familia GIMAP
utilizando o software FastTree (versao: 2.1.10).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, aplicamos técnicas de agrupamento a sequéncias e pHMMs,
que representavam populacbes de sequéncias, de P-loop NTPases da classe
TRAFAC. Esses métodos permitiram identificar familias novas e conhecidas,
derivando uma classificagao natural baseada na similaridade e na historia evolutiva
das proteinas analisadas. Foram desenvolvidos e implementados dois protocolos
semi-automaticos de analise e constru¢ao de grupos, que combinam métodos de
agrupamento com algoritmos de analise de redes de similaridade de sequéncias.

O primeiro desses protocolos se baseia na aplicagao do algoritmo de Leiden,
para inferéncia de comunidades, na rede de relagdes de similaridade entre pares de
GTPases representativas de grupos da classe TRAFAC. O segundo protocolo foi
baseado na deteccdo de componentes conectados em uma rede de similaridade de
pHMMs derivados dos alinhamentos de membros de cada grupo de sequéncias,
automaticamente definido pelo programa MMSeqs com base na similaridade entre
as sequéncias de GTPases. O segundo protocolo revelou maior especificidade na
classificagdo das diferentes familias, ao reproduzir os agrupamentos ja
estabelecidos na literatura do grupo e isolar P-loop NTPases que nao pertenciam a
classe TRAFAC. Esse foi um resultado surpreendente pois todos os estudos
anteriores que classificaram P-loop NTPases dependeram da analise manual das
estruturas tridimensionais dessas proteinas para identificar sinapomorfias que
permitissem separar membros das TRAFAC de outras classes, como SIMIBI e as
ATPases de transportadores ABC. Sendo assim acreditamos que o uso de perfis de
HMMs, que modelam, explicitamente, a variagao de composicao e a distribuicdo de
insergdes ou dele¢cdes observadas em cada grupo de sequéncias, seja o

responsavel pelo aumento da especificidade do segundo protocolo.
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A aplicacéo de medidas de distancia entre pHMMs na inferéncia de relagdes
entre grupos altamente divergentes, aqui ilustrada com membros da classe
TRAFAC, pode vir a constituir uma abordagem geral e rigorosa para inferéncia de
relagbes entre grupos extremamente divergentes de proteinas, eventualmente
complementar a construgéo de filogenias, especialmente quando lidando com os
problemas de saturagao em substituicbes de residuos. Adicionalmente, os perfis de
HMM desenhados neste trabalho servirdo para a busca e anotacido dessas familias
de GTPases em novos genomas.

Embora nao tenhamos tratado aqui de muitas das familias das GTPases que
foram identificadas no curso dessa analise, as familias de dinaminas presentes em
bactérias (grupo 4), conhecidas como BDLP’s, sdo particularmente interessantes
por sua associagao com processos de remodelagem de membrana e citoesqueleto
e porque nao terem sido, até o momento, amplamente exploradas na literatura
experimental, fazendo com que a funcdo de muitas subfamilias permaneca
desconhecida. A posicdo de BDLP36 (LeoA) em nosso dendrograma, como
linhagem irma de ERA e fatores de traducéao, € particularmente interessante, pois
pode implicar um viés do segundo protocolo ou uma relagéo real. Pretendemos
futuramente explorar essas possibilidades suplementando a analise de similaridade
com dados de vizinhanga génica, que permitem a inferéncia, in-silico, de fungdes
bioldgicas e interagbes entre genes.

Dentre os seis grupos de TRAFAC definidos neste trabalho, o grupo das
septinas/parasseptinas inclui as parasseptinas bacterianas, resultado que
estabelece, definitivamente, que estas proteinas sdo os melhores candidatos para
estudo das atividades similares as da septinas eucaridticas, dada sua ampla

distribuicdo entre as bactérias.
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Anexo 1 - Classificagao das GTPases estruturalmente caracterizadas (PDBs classificados)

ID Arquiteturas de dominios - Pfam Arquiteturas de dominios - Prof. Aravind = Grupo Classificagéo cC Familia
5YST_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3RAN_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1QG4_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1QBK_C Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3EA5_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5CIW_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1BYU_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5YTB_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5YRO_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1QG2_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4C0Q_C Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4PHG_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4PHF_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1KY2_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5XC5_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5XC3_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3RAP_R Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4QXA_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1YZL_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1WMS_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1S8F_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3CLV_A Roc+Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3CPJ_B Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3RWM_B Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2GIL_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
6EKK_C Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3TwW8_B Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4U5X_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4DID_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5UPL_B Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1CF4_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3GCG_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4YC7_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5ZVP_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
6E6H_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
S5UHV_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3CON_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2EFC_B Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily

2IFO_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2IEY_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2ZET_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3QBT_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4LHW_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1D5C_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
20CB_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2HEI_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1TU3_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1TU4_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4Q9U_B Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1IN6R_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4KYI_B Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1N6I_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
IN6H_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1N6P_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1N6N_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1N6O_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3MJH_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1Z0D_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1207_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1HUQ_A Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2G77_B Ras sGTP.1 1 Ras-like 1 Ras Superfamily
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1Z06_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
58ZJ_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2FG5_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5YO0Z_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1Z0A_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3M1I_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3WYG_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1EKO_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1222_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2052_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
50ED_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
50EC_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
B6FF8_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2WWX_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4FMB_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4FMC_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4FMD_F Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5YXH_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1T91_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3LAW_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1VG1_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5Z22M_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5CLL_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
B6A38_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1RRP_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3NC1_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3ZJY_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2BKU_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1WAS5_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3NBY_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5DIS_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
6062_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5XR4_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5XR7_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3TSO_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4DJT_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2F7S_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2IEZ_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4L10_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
58ZI_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2FU5_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2ERY_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2JO0V_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2BCG_Y Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1YZN_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2G6B_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2YC2_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1C1Y_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4M8N_E Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3X1Y_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4DXA_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
6BA6_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4KVG_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
B6AXF_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3BRW_D Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3X1Z_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3X1W_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1GUA_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5VCU_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
30ES_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3BWD_D Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2NTY_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3KKO_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
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3KKP_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3PIR_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1X1R_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1Z0J_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1YVD_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2A78_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1ZC3_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1UAD_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2KWI_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2KE5_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5CM8_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3B13_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3TH5_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4GZM_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4GZL_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3SBD_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2YIN_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2W2T_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2W2V_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2IC5_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2GON_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2BMD_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1YU9_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1Z0K_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5WDS_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2ATX_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1YZT_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1YZU_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1Z08_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
INF3_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2DFK_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5FI1_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
20DB_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1A4R_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2WM9_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1ANO_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2QRZ_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1KZ7_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3BC1_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
6HUF_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1Z2C_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5HPY_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1KMQ_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4XH9_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3MSX_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4XOI_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4XSG_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1XCG_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1TX4_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4DON_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3LW8_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
181C_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1CXZ_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2MSC_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
6QUU_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5VBM_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5VQ1_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4EPT_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4PZZ_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4PZY_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5VP7_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4EPX_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5VQ2_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
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4EPR_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4Q01_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2RGB_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
20CY_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4Z8Y_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1G17_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1G16_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
6lYB_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1YZK_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2HV8_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5EZ5_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2D7C_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4RKF_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3DZ8_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3RAB_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2GF9_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2C2H_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1X3S_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2ERX_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2GF0_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1DPF_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
AMIT_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5FI0_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1E96_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1HH4_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
114T_D Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2H7V_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1MH1_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2VRW_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1G4U_R Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3SUA_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
6BC1_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
B6AGP_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3RYT_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4YON_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2FJU_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1FOE_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1HE1_C Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5N60_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3CPH_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2EQB_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3JZA_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2RHD_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3L0I_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3TKL_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2FOL_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4IRU_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3SFV_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4110_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4JVS_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5074_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2FN4_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3BFK_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3A58_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
S5LPN_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
4DKX_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3BBP_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5LEF_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
3CWZ_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
2FE4_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
1YZQ_A Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
6IF2_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
5SZH_B Ras sGTP.1 Ras-like Ras Superfamily
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S5HZK_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5C2J_B Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
6AJ4_B Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3VHL_B Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1AJE_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1DOA_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1GZS_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1CEE_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5CJP_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
5UPK_C Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1EES_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3EG5_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2KBO_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3QBV_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4JS0_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2ASE_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
1AM4_D Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2LOX_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
4025_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
402R_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
402L_A Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
2WBL_C Ras sGTP.1 Ras-like 1 Ras Superfamily
3GJ4_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5KSO_A Ras sGTP_DYNAMIN.1 Ras-like NA NA
5KSY_A Ras sGTP_DYNAMIN.1 Ras-like NA NA
4URU_R Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4DVG_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3REF_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5FBR_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5FBL_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4D0OL_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5LDD_C Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1M7B_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4FMC_F Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4CZ2_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4CYM_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3T5G_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6BSX_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1IXTQ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2EW1_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3GJO_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3ICQ_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2X19_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
20IL_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2P5S_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
40JK_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2F9L_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3C5C_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5JCP_B RhoGAP+Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4KLZ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2N1B_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5DH9_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2IWR_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2BMJ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5C1S_A Ras+Ras sGTP.1+sGTP.1 Ras-like NA NA
5C1T_A Ras+Ras sGTP.1+sGTP.1 Ras-like NA NA
3Q85_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3CBQ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4AII_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2NZJ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1UBY_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1RYF_A Ras+Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5X9S_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
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6IAN_E Roc sGTP.1 Ras-like NA NA
6IA7_A Roc sGTP.1 Ras-like NA NA
2J1L_A Ras ROK-HTH.1+sGTP.1 Ras-like NA NA
2Q3H_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2ATV_A Ras ROK-HTH.1+sGTP.1 Ras-like NA NA
5A0F_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2FV8_A Ras ROK-HTH.1+sGTP.1 Ras-like NA NA
2GCO_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2GCN_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5IRC_F Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6BCO_F Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3KZ1_E Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2GJS_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2DPX_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3Q72_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1JAH_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4DSO_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3GFT_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
50C0O_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5US4_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6CCH_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5TAR_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
S5VBE_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1LFD_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2CLD_X Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2CLO_X Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3LO5_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4AXVQ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5C2K_A Ras+RhoGAP sGTP.1 Ras-like NA NA
2HXS_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4UJ4_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4UJ5_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4UJ3_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
10IV_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
10IW_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5JCZ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4LWZ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6IXV_E Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2GZD_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4C4P_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1ZBD_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2IL1_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3Q3J_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4DRZ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1Z0F_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4D0G_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
S5HZH_A Ras+PAS_9+Ras SGTP.1+PAS.3+sGTP.1 Ras-like NA NA
2WKQ_A PAS_9+Ras PAS.3+sGTP.1 Ras-like NA NA
2WKP_A PAS_9+Ras PAS.3+sGTP.1 Ras-like NA NA
2WKR_A PAS_9+Ras PAS.3+sGTP.1 Ras-like NA NA
1GWN_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2V55 B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2HUP_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2CLS_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2REX_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2A5J_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4RKE_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4LRW_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4KU4_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3IHW_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5UQW_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6FA1_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6F76_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
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6GOG_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2C5L_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6FA3_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3KKM_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
B6FA1_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6GOF_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6GOE_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6GOD_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6Q21_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4L9S_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4K81_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6GQT_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4EFL_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5XCO_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4EFN_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6GQW_E Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4EFM_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2Q21_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6FA2_C Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6MOW_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6GJ6_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
S5WHD_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5WDO_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6AMB_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6EPL_R Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4QL3_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4L8G_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5WDQ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6FA2_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
B6AXG_B Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6ASE_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
SWHA_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4WAT7_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4LPK_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4TQ9_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
B6MQN_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6BP1_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
502S_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
S5KYK_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6GJ8_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4TQA_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6P0Z_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
B6ASA_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5E95_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6BOF_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6FA2_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4ANYI_R Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6D55_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1XCM_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6BVJ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
4ANYI_Q Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6MBQ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
6MQG_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2RGC_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1WQ1_R Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
521P_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
2RGA_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
11AQ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
1ZVQ_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
5WPL_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
221P_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
421P_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
3DDC_A Ras sGTP.1 Ras-like NA NA
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3I3S_R Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
S5WLB_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
4XVR_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
3KON_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
SUFE_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
5WDP_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1CLU_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
6DZH_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
B6E6F_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1ZW6_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
S5UFQ_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
2X1V_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
721P_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
621P_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1XJO_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1LFO_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1RVD_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
INVV_Q Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1AGP_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
2QUZ_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
3V4F_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
2Y8E_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
2HT6_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
2G3Y_A Ras ROK-HTH.1+sGTP.1 1 Ras-like NA NA
2CJW_B Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
2CJW_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
5ZHX_EE Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1X86_B Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
5FR1_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
4F38_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
5FR2_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
10W3_B Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
5M6X_B Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1LB1_B Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
1CCO_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
5SZK_B Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
3SEA_A Ras sGTP.1 1 Ras-like NA NA
50WV_C Dynamin_N sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like 3 Dynamin1
50WV_A T2SSE+Dynamin_N sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like 3 Dynamin1
2J68_A FtsK_SpolllE+Dynamin_N sGTP_DYNAMIN.1+Imm49.1 2 S_Dynamin-like 3 Dynamin1
4CID_A EHD_N+Dynamin_N+DUF5600+EF-hand_4 sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like 27 Dyn-EHD
2QPT_A EHD_N+Dynamin_N+DUF5600+EF-hand_4 sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like 27 Dyn-EHD
5MTV_A EHD_N+Dynamin_N+DUF5600+EF-hand_4 sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like 27 Dyn-EHD
4AUR_A MMR_HSR1+DLP_helical sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like 36 BDLP_36_LeoA
5G04_A Dynamin_N+Fzo_mitofusin sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like NA NA
5GOE_A Dynamin_N+Fzo_mitofusin sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like NA NA
5GNR_A Dynamin_N+Fzo_mitofusin sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like NA NA
5GNT_A Dynamin_N+Fzo_mitofusin sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like NA NA
5YEW_A Dynamin_N+Fzo_mitofusin sGTP_DYNAMIN.1 2 S_Dynamin-like NA NA
3ZJC_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 2 GIMAP
3V70_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 2 GIMAP
3LXX_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 2 GIMAP
2XTP_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 2 GIMAP
2XTO_A AlIG1 GTPase-AlIG.1 3 AlG1-like 2 GIMAP
2XTM_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 2 GIMAP
3P1J_A AlG1 GTPase-AlIG.1 3 AlG1-like 2 GIMAP
3DEF_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 37 Toc
3BB3_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 37 Toc
3BB4_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 37 Toc
2J3E_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like 37 Toc
3BB1_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like NA NA
1HB5_A AlG1 GTPase-AlG.1 3 AlG1-like NA NA
3IEV_A MMR_HSR1+MMR_HSR1_Xtn+KH_2 sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
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3ROW_A MMR_HSR1+MMR_HSR1_Xtn+KH_2 sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
1XZP_A TrmE_N+MnmE_helical sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
5DN8_A MMR_HSR1+MMR_HSR1+KH_dom-like sGTP.1+sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
4DCS_A MMR_HSR1+MMR_HSR1+KH_dom-like sGTP.1+sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
2HJG_A MMR_HSR1+MMR_HSR1+KH_dom-like sGTP.1+sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
IMKY_A MMR_HSR1+MMR_HSR1+KH_dom-like sGTP.1+sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
4KYU_A MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
5X4B_A MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
1X18_X MMR_HSR1+KH_2 sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
3GEE_A TrmE_N+MnmE_helical VirB11.1+sGTP.1 4 ERA-like 5 ERA
TWXQ_A MMR_HSR1+MMR_HSR1_C+TGS sGTP.1+TGS.2 4 ERA-like 6 Obg_CgtA
5EEQ0_A MMR_HSR1+YchF-GTPase_C sGTP.1 4 ERA-like 6 Obg_CgtA
1LNZ_A GTP1_OBG+MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like 6 Obg_CgtA
INI3_A MMR_HSR1+YchF-GTPase_C sGTP.1 4 ERA-like 6 Obg_CgtA
5M04_A GTP1_OBG+MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like 6 Obg_CgtA
4A9A_A MMR_HSR1+MMR_HSR1_Xtn+TGS sGTP.1+TGS.2 4 ERA-like 6 Obg_CgtA
2DBY_A MMR_HSR1+YchF-GTPase_C sGTP.1 4 ERA-like 6 Obg_CgtA
6G0Z_B MMR_HSR1 sGTP.1+GTPase-AlG.1 4 ERA-like 7 DAR_YIgF
4DHE_A MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like 10 EngB/YxjS
3KXK_A GTP-bdg_N+GTP-bdg_M+MMR_HSR1+MMR_HSR1_Xtn SbcC.1+sGTP.1 4 ERA-like 11 HfIX
2QTF_A GTP-bdg_N+GTP-bdg_M+MMR_HSR1+MMR_HSR1_Xtn SbcC.1+sGTP.1 4 ERA-like 1 HfIX
3KXL_A GTP-bdg_N+GTP-bdg_M+MMR_HSR1+MMR_HSR1_Xtn SbcC.1+sGTP.1 4 ERA-like 1 HfIX
3K53_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
3ATW_A FeoB_N sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
5FH9_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
3I18S_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
4R98_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
3HYT_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
4Q5I_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
2WIA_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
4Q00_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
3HYR_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
3IBY_A FeoB_N sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
2WJG_A FeoB_N sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
2WJJ_A FeoB_N sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
2WJH_A FeoB_N sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
2WJI_A FeoB_N sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
3A1T_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
3A1S_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like 15 FeoB
3H2Y_A MMR_HSR1 GTPase-AlG.1 4 ERA-like 24 YawG_cp
2E87_A NOG1_N+NOG1+MMR_HSR1_Xtn sGTP.1 4 ERA-like 31 OBG
3QQ5_A MMR_HSR1+Spore_IV_A+HydF_dimer+HydF_tetramer sGTP.1 4 ERA-like 45 HydF
3W5I_A FeoB_N sGTP.1 4 ERA-like NA NA
1RFL_A MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like NA NA
2GJ8_A MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like NA NA
2GJ9_A MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like NA NA
3B1X_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like NA NA
3TAH_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like NA NA
3B1Z_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like NA NA
3LX5_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like NA NA
3B1V_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like NA NA
3B1Y_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like NA NA
4ANON_A FeoB_N+FeoB_Cyto sGTP.1 4 ERA-like NA NA
2CXX_A MMR_HSR1+MMR_HSR1_Xtn sGTP.1 4 ERA-like NA NA
2DYK_A MMR_HSR1+MMR_HSR1_Xtn sGTP.1 4 ERA-like NA NA
3GEH_A TrmE_N+MnmE_helical VirB11.1+sGTP.1 4 ERA-like NA NA
5UCV_A MMR_HSR1 sGTP.1 4 ERA-like NA NA
2QU8_A AAA_18+NOG1 sGTP.1 4 ERA-like NA NA
2QTV_B Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
5DI3_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
5DE3_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2B6H_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2KSQ_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
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4Q66_F Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4GOK_B Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
3AQ4_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2AL7_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
1ZD9_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2H18_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4ILE_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4Z12_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4GOJ_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4VOK_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4VOM_E Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
1ZJ6_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2H16_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2H17_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2FMX_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2FA9_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
3TJZ_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2K5U_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2X77_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
5EE5_B Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
1UPT_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
5J5C_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4DCN_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
1R4A_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
6A8D_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
1HUR_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2A5G_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
1E0S_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
3VHX_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4KAX_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2W83_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
3N5C_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
3PCR_B Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
6CM9_C Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4HMY_C Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
6116_C Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
1J2J_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
6CRI_C Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4BAS_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
2H57_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
5DI3_B Arf+DUF 1682 sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
4M9Q_A Arf sGTP.1 5 Arf-like 4 Arf Ras Superfamily
5CK4_A AAA_16+SRPRB DO-GTPase2.1 5 Arf-like 28 SRP
5CK3_B AAA_16+SRPRB DO-GTPase2.1 5 Arf-like 28 SRP
1NRJ_B SRPRB NA 5 Arf-like 28 SRP
2FH5_B SRPRB sGTP.1 5 Arf-like 28 SRP
5YMX_A Arf sGTP-MglA.1 5 Arf-like 30 MglA
3T12_A Arf sGTP-MglA.1 5 Arf-like 30 MglA
3T1IT_A Arf sGTP-MglA.1 5 Arf-like 30 MglA
3R7TW_A Gtr1_RagA NA 5 Arf-like 39 Rag_Ras Superfamily
3LLU_A Gtr1_RagA MNS.6+sGTP_APGTPase.2 5 Arf-like 67 NA
2Q3F_A Gtr1_RagA sGTP_APGTPase.2 5 Arf-like 67 NA
1KSH_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
1FZQ_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
3DOE_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
1KSG_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
1KSJ_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
2GAO_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
6FAE_B Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
3LVQ_E ArfGap+Ank_2+Arf ANK.1+sGTP.1 5 Arf-like NA NA
6BBP_A Sec7+PH+Arf PH.1+sGTP.1 5 Arf-like NA NA
6BBQ_A Sec7+PH+Arf PH.1+sGTP.1 5 Arf-like NA NA
2GED_A SRPRB NA 5 Arf-like NA NA
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3047_A ArfGap+Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
4FME_C Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
3BH6_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
3BH7_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
4YOV_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
4YLG_A Arf sGTP.1 5 Arf-like NA NA
2LKC_A GTP_EFTU sGTP.1 5 Arf-like NA NA
4WNR_A Roc+COR sGTP_APGTPase.1 7 Roc NA NA
3DPU_A Roc+COR sGTP_APGTPase.1 7 Roc NA NA
6HLU_A LRR_4+LRR_4+LRR_4+LRR_4+LRR_4+LRR_4+LRR_4+Roc+COR ImMmLRR.1+sGTP_APGTPase.1 7 Roc NA NA
3D6T_B Roc sGTP_APGTPase.1 7 Roc NA NA
2ZEJ_ A Roc sGTP_APGTPase.1 7 Roc NA NA
6081_S GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP_DYNAMIN.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3Z2Z0_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3Z2ZT_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3ZZU_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C NA 8  Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
6BK7_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP-MglA.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3VQT_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+RF3_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3WBI_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2+GTP_EFTU_D4 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4QHY_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4RD1_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4NBS_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4RCY_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4QFM_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4M4S_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2AHO_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8  Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4M2L_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3SJZ_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4M53_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3PEN_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3J5X_Z GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3JOE_H GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4B43_A IF2_N+GTP_EFTU sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4B47_A IF2_N+GTP_EFTU sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4B3X_A IF2_N+GTP_EFTU sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1U2R_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP_DYNAMIN.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
6NOI_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C GTPase-AlIG.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4FN5_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4ZU9_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+SelB-wing_3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5VH6_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 GTPase-AlIG.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4NCL_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
6NOT_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
6GFU_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP_DYNAMIN.1 8  Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1G7R_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2+GTP_EFTU_D4 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4N3G_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2+GTP_EFTU_D4 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1WDT_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C GTPase-AlG.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4UPY_B GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2+GTP_EFTU_D4 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
31ZQ_1 HBS1_N+GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
31ZY_P GTP_EFTU+IF-2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3J25_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C GTPase-AlIG.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4ZV4_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1ZUN_B GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3P26_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8  Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3P27_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4AC9_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+RIBIOP_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2YWG_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+RF3_C+EFG_C+LepA_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3TR5_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+RF3_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
607K_FF GTP_EFTU+IF-2+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1Z201_| GTP_EFTU+IF-2+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1R5B_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 GTPase-AlG.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5MI8_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8  Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5MI9_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5MI3_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
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50PD_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3U6B_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
10B2_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3WBJ_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4N3S_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5FG3_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2+GTP_EFTU_D4 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
TMJ1_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2Y0Y_Z GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2C77_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2Y0U_z GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2C78_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1TTT_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1EFT_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1EXM_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4ABR_Z GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1AIP_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4LBV_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5K0Y_S GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP_DYNAMIN.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3WY9_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 GTPase-AlIG.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5TV2_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3DEG_C GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_C+LepA_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4CRN_P GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5H7J_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1+CADHERIN.2 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2BV3_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2BM1_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
AMYU_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_I+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8  Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
AMYT_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1FNM_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2BMO_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2J7TK_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
AM1K_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1EFG_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
31ZP_E GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4KBT_Y GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4JUW_Y GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1ZNO_B GTP_EFTU+GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5W76_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5GAN_C EFTUD2+GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3J4J_A IF2_N+GTP_EFTU+IF-2+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4KJZ_A IF2_N+GTP_EFTU+IF-2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
51ZK_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
51ZM_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1XB2_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1D2E_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2D74_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1KKO_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1KJZ_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1KK3_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5YTO_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4BYX_V GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+IF-2+GTP_EFTU_D4 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4ZCM_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4ZCI_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1S0U_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+elF2_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1INY_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP_DYNAMIN.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
SH7K_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3UoQ_W GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+RF3_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
6B8D_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
1EFM_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
2HCJ_B GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 PELOTA1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4W22_4 GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_IV+EFG_C NA 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
5W7Q_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8  Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4CO0S_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP_DYNAMIN.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
8 0

5W75_A

GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3

sGTP.1

Translation_Factor-like

Classic Trafac
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3J5Y_B GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4D61_lI GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3WXM_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3VMF_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
4QJT_YY Ribosomal_L9_N+GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+EFG_II+EFG_C+LepA_C sGTP.1 8 Translation_Factor-like 0 Classic Trafac
3AGP_A  EF_TS+GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3+RNA _replicase_B EFTS.1+sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
508W_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP_DYNAMIN.1 8 Translation_Factor-like NA NA
4ZKD_A GTP_EFTU DO-GTPase2.1 8 Translation_Factor-like NA NA
3MMP_A EF_TS+GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 EFTS.1+sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
4R71_A EF_TS+GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 EFTS.1+sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
5TY0_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 NA 8 Translation_Factor-like NA NA
4TMT_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
4TN1_B GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
4TMX_A GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
4TMV_B GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
4BYR_P GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2 sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
4IW3_B GTP_EFTU+GTP_EFTU_D2+GTP_EFTU_D3 sGTP.1 8 Translation_Factor-like NA NA
3L43_A Dynamin_N+Dynamin_M sGTP_DYNAMIN.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
5A3F_A Dynamin_N+Dynamin_M+PH+GED sGTP_DYNAMIN.1+PH.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
6DLU_B Dynamin_N+Dynamin_M+PH+GED PH.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
3ZVR_A Dynamin_N+Dynamin_M+PH+GED sinutoxin.1+PH.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
3SNH_A Dynamin_N+Dynamin_M+PH+GED PH.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
6QL4_A Dynamin_N+Dynamin_M sGTP_DYNAMIN.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
6FGZ_A Dynamin_N+Dynamin_M+GED NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
3SZR_A Dynamin_N+Dynamin_M+GED NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
5GTM_A Dynamin_N+Dynamin_M+GED NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
B6RZT_A Dynamin_N+Dynamin_M sGTP_DYNAMIN.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
4WHJ_A Dynamin_N+Dynamin_M+GED NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
3T34_A Dynamin_N+Dynamin_M GTPase-AlIG.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
4H1U_A Dynamin_N+Dynamin_M sGTP_DYNAMIN.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
3W6EN_A Dynamin_N+Dynamin_M sGTP_DYNAMIN.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
2X2E_A Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
3ZYC_A Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
5D3Q_A Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
4UUD_D Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
4UUD_A Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
2AKA_B Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
4BEJ_A Dynamin_N+Dynamin_M+GED sGTP_DYNAMIN.1 10 L_Dynamin-like 9 Dynamin
4P4U_A Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like NA NA
4PAT_A Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like NA NA
4P4S B Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like NA NA
4P4S_A Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like NA NA
6DEF_A Dynamin_N+Dynamin_M+GED NA 10 L_Dynamin-like NA NA
6DI7_A Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like NA NA
1JWY_A Myosin_N+Myosin_head+Dynamin_N+Dynamin_M NA 10 L_Dynamin-like NA NA
5AR1_A Septin GTPase-AlG.1 1 Septin 8 Septin
4YQF_B Septin GTPase-AlG.1 1 Septin 8 Septin
5CYO_A Septin GTPase-AlG.1 11 Septin 8 Septin
5CYP_A Septin GTPase-AlIG.1 11 Septin 8 Septin
2QNR_A Septin GTPase-AlG.1 1 Septin 8 Septin
2QA5_A Septin GTPase-AlIG.1 11 Septin 8 Septin
3FTQ_A Septin GTPase-AlG.1 11 Septin 8 Septin
5IRR_A Septin GTPase-AlIG.1 11 Septin NA NA
3SOP_A Septin GTPase-AlIG.1 1 Septin NA NA
4754 A Septin GTPase-AlG.1 1 Septin NA NA
4751_A Septin GTPase-AlG.1 11 Septin NA NA
6NOB_C Septin GTPase-AlG.1 11 Septin NA NA
3T5D_A Septin GTPase-AlIG.1 11 Septin NA NA
3TW4_A Septin GTPase-AlIG.1 11 Septin NA NA
60YA_A G-alpha sGTP-MglA.1 15 G-alpha 13 G-alpha
60Y9_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
3V00_C G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1GOT_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
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1FQJ_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1TND_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
6GDG_D G-alpha+G-alpha sGTP.1 15 G-alpha 13 G-alpha
5G53_C G-alpha+G-alpha sGTP.1 15 G-alpha 13 G-alpha
1ZCA_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
4QJ3_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
3AH8_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
2BCJ_Q G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
601J_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
4GNK_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
4EKC_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
6NBF_A G-alpha sGTP-MglA.1 15 G-alpha 13 G-alpha
5JS7_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
6MHE_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
20DE_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
4G5R_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
4G50_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
2IHB_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1SVK_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
4G5Q_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1Y3A_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
30NW_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
3QI2_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
2XNS_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1KJY_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
3QEO0_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
2IK8_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
2GTP_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1BH2_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
2G83_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
6D9H_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1ZCB_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
3CX6_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
3CX7_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
4FID_A G-alpha viral-AAA.2 15 G-alpha 13 G-alpha
2XTZ_A G-alpha D5ATPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
30HM_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
5D09_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1SHZ_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
B6QNO_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
3FFA_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
4NOD_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
5KDL_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
2ZJY_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
6CRK_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
4PAN_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
3UMR_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
3D7M_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
4PAM_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
5TDH_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
6CMO_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
60TO0_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
3UMS_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
1GP2_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
1ASO_A G-alpha NA 15 G-alpha 13 G-alpha
1GIL_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
1GG2_A G-alpha sGTP_APGTPase.1 15 G-alpha 13 G-alpha
6R40_B G-alpha sGTP-MglA.1 15 G-alpha NA NA
6R3Q_B G-alpha sGTP-MglA.1 15 G-alpha NA NA
1CJK_C G-alpha sGTP-MglA.1 15 G-alpha NA NA
1AZS_C G-alpha sGTP-MglA.1 15 G-alpha NA NA
6B3J_A G-alpha NA 15 G-alpha NA NA
6EG8_| G-alpha sGTP-MglA.1 15 G-alpha NA NA
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1CUL_C G-alpha SGTP-MglA.1 15 G-alpha NA NA
B6AUG_A G-alpha NA 15 G-alpha NA NA
6FUF_B G-alpha+G-alpha sGTP.1 15 G-alpha NA NA
6G79_A G-alpha+G-alpha sGTP.1 15 G-alpha NA NA
B60IK_A G-alpha NA 15 G-alpha NA NA
3C7K_A G-alpha NA 15 G-alpha NA NA
6CUM_A MeaB ParA-Soj-PloopNTPase.1+EAD2.1 16 CobW-like 23 MeaB
3TK1_A MeaB CR-ATPase3.1 16 CobW-like 23 MeaB
3NXS_A MeaB ParA-Soj-PloopNTPase.1 16 CobW-like 23 MeaB
3MDO_A MeaB CR-ATPase1.3 16 CobW-like 23 MeaB
2P67_A MeaB sGTP.1 16 CobW-like 23 MeaB
2QM8_A MeaB CR-ATPase1.2 16 CobW-like 23 MeaB
2QM7_A MeaB CR-ATPase1.2 16 CobW-like 23 MeaB
1YR6_A ATP_bind_1 Sak4.2 16 CobW-like 34 GPN1_R
5HCN_A ATP_bind_1 Sak4.2 16 CobW-like 34 GPN1_R
5XKT_A cobW NA 16 CobW-like 42 UreG
2WWW_A MeaB NA 16 CobW-like NA NA
1UOL_A RsgA_N+RsgA_GTPase S1.4+sGTP.1+GTPase-AlG.1 17 RsgA-like 17 RsgA
4LV5_B lIGP GTPase-AlG.1 18 lIGP 19 IIGP
1TPZ_A lIGP GTPase-AlIG.1 18 lIGP 19 IIGP
1TQ4_A IIGP GTPase-AlG.1 18 IIGP 19 IIGP
1TQ6_A IIGP GTPase-AlG.1 18 IIGP 19 IIGP
1TQD_A IIGP GTPase-AlG.1 18 IIGP 19 IIGP
5FPH_A IIGP GTPase-AlG.1 18 IIGP 19 IIGP
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