
1        1 0         2 0         3 0         4 0         5 0          6 0         7 0         8 0         9 0         1 0 0            1 1 0         1 2 0               1 3 0         1 4 0         1 5 0               1 6 0            

Human M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A V  Q  A D A L Q Y L Q K V S  D I F  R  I S Q R V E   R  Q  Q  I  E  V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P E  L Q E  Y  S I F     G A  D P  L       R   I Q S      K H R P  L D  E  A L Q E K L K Y F P V C  V  T   E      E D D  A E   E G L G  L P   N I    S  P V R M Q H S  A   T  A               Q  M            G    S  .       Q S  S  V  A  G  K  S                          .    R    .  G    T . . .   Q   G  Q R R . S   H R    . . . . .     .   .  R             .  S  K P  P . . . .    .   . .     G   . S   . S  
Chimp M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A V  Q  A D A L Q Y L Q K V S  D I F  R  I S Q R V E   R  Q  Q  I  E  V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P E  L Q E  Y  S I F     G A  D P  L     P R    I Q S      K H R P  L D  E  A L Q E K L K Y F P V C  V  T         E D D  A E   E G L G  L P   N I    S  P V R M Q H S  A   T  A               Q  M            G    G  .       Q S  S  V  A  G  K  S                          .    R    .  G    T . . .   Q   G  Q R R .   H R    . . . . .     .   .  R             .  S  K P G P . . . .    .   . .     G   . S   . S  
Macaque M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A V  Q  A D A L Q  L Q K V S  D I F  R  I S Q R V E   R  Q  Q  I  E  V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P E  L Q E  Y  S I F     G A  D P       P R    I Q S      K H R P  L D  E  A L Q E K L K Y F P V C  V     E      E D D  A E   E G L G  L P   N I    S  P V R T Q H S  A   T  A               Q  M      H      G    S  .       Q S  N  V  A  G  K  S                          .    R    .  G    T . . .   Q   G P Q R R .   H R    . . . . .     .   .  R             .  S A K L  P . . . .    .   . .     G   . S   . S  
Cow M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A I  Q V A D A L Q Y L Q K V S  D I F  R  I S Q R V E   R  Q  Q  I  E R V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P E  L Q E  Y  S I F     G A  D P  L     P R    I Q S      K H R P  L D  E  A L Q E K L K F F P V C  V N T   E      E D E  A E   E G L G  L P   N I    S  P T G T Q H S  A   T  A               Q              G    S  R       L S  S  L  A  G    S                          .    R    .  G    M . . .   Q   G  Q R R .   H R    . . . . .     .   .  R             .    K P  P . . . .    .   . .     G   . S   . S  
Dog M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A I  Q  A D A L Q Y L Q K V S  D I F  R  I S Q R V E   R  Q  Q  I  E R V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P E  L Q E  Y  S I F     G A  D P  L     P R    I Q S      K H R P  L D  E  A L Q E K L K Y F P V C  V N T   E      E D E  A E   E G L G  L P   N I    S  P M R T Q H S  A   T  A               Q  M            G    S  .       L S  K  L  A  G    S                          .    R    .  D    T . . .   Q   G  Q R R .   Y R    . . . . .     .   .  W             .    K P  P . . . .    .   . .     G   . S   . S  
Rat M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A I  Q V A D A L Q Y L Q  I S  D I F  R  I S Q R V E   R  Q  Q  I  E R V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P E  L Q E  Y  S V F     G A  D P  L     P R    I Q S      K H R P  L D  E  A L Q E K L K Y F P V C  V  T   E      E D E  A E   E G L G  L P   N I    S  A M K T Q H S  A   V  A               Q           N   G    S  .       L S  R  L  A  G    S                          .    H    .  N    T . . .   L   G  Q R R .   Y R    . . . . .     .   .  R             .  S  K S  P . . . .    .   . .     G   . S   . S  
Mouse M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A I  Q V A D A L Q Y L Q  I S  D I F  R  I S  R V E   R  Q  Q  I  E R V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P E  L Q E  Y  S I F     G A  D P  L     P R    I Q S      K H R P  L D  E  A L Q E K L K Y F P V C  V N T   E      E D E  A E   E G L G  L P   N I    S  P V K T Q C S  A   L  A               Q           N   G    S  .   R    L S  R  L  A  S    S                          .    H    .  G    T . . .   L   G  Q R R .   Y R    . . . . .     .   .  R             .    K S  P . . . .    .   . .     G   . S   . S  
Opossum M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A I  Q V A D A L Q Y L Q K V S  D I F  R  I S Q R V E   R  Q  Q  I  E R V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P D  L Q E  Y  S I F     G A  D P         R   V Q S      K H R P  L D  E  A L Q E K L K Y F P V C  V  T   Q      E D E  A E   E G L G  L P   N I    S  . . Q S L Y .  E   A  S               Q              G    S  .       T S  S  L  V  G    S                          .    R    .  N    T . . .   Q   G F Q R R . I  H K    . . . . .     .   .  R             .  S  R P  P . . . .    .   . .     G   . S   . N  
Chicken M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A V  Q V A D A L Q Y L Q K V S  D I F  R  I S Q R V E   R  Q  Q  I  E R V  L A Q A K I E K I K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P E  L Q E  Y  S I F     G A  D P       P R    I Q S      K H R   L D  E   L Q E K L K Y F P V C  V N T         E D D  A E   E G L G  L P   N I    S  T V A Q K H F  E   T  S               Q              G    N  .       T S  A  L  A  S    T                          .    R    .  C    A . . .   E   A K Q K W .   H K    . . . . .    M .   .  K S            .    K I H Q . . . .    .   . .     S   . R   . S  
Xenopus M            Q  Y   P L I  P D L R R E E A I  Q I  D  L Q  L Q  V S  D I F  R  I  Q R V E   R  Q  Q  I   R   L A Q A K I E   K G S K K A I K V F S S A K Y P  A P D  L Q E  Y  S I F     G A  D          R   I Q S      K H R P  L D  E  A  Q E K L K Y F P V C  V N T   Q      E E   A E   E G L G  L P   N I    S . P . . Q N R S V E S  A  S L    L          H   T  T   H   T   N    S  .  L     T N  D  L  R  N G  L S        R L                 .    R    .  S    A . . .   K  G W S A K K . Q  H K    . . . . .     .   .  Q  V           .    R G  D . . . .   S .   . .     S   . R   . N  
Fugu M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A V  Q I A D A L  Y L E  I S  D I F  R  V S D  V E   R  Q  Q  I  D R I  L A Q A  V D K I K G S K K A  K V F S S A K Y P  A P D  L Q D  Y  S I F      A  D P       P R    I        K H R P   D  E  A L Q D K L  Y Y P V C  V           E D E   E   E G L G  L P   N I    S  . . . H K H Y  E   V  S               H       L    T   T    R  Q    S   K N  H  L  R  G    R     R           T          .    R    .  S    T . . . E  T   S S H I R .   H R  R N . . . . .     . F  .  K       V      .  S R K K K S . . . .    . T  . .     S   . R   . S  
Zebrafish M T        L  G Q  Y  V P L I Q P D L R R E E A V  Q I  D A L Q Y L E  I S  D I F  R  V S E  V E   R    Q  V  D R I  L A Q A  V Q K I K G S K K A  K V F S S A K Y P  A P E  L Q D  Y  S I F     G A  D P       P R     Q S      K  R P  L D  D  A  Q E K L  Y  P V C  V N T         E D E   E   E G L G  L P   N V    S  . . . Q K R Y  E   V  S               H   T        M   T    T  .    S   K N  A H L  S  T    K     R           T          .    K    .  S    T . . .   V   A S Q K R .   I N F   . . . . .  L   .   .  K  Q     M  L    .    K K R S . . . .    . T  . .     S   . R   . N  
Dictyostelium          M   Q  Y  V P  V    L R   E  I  Q I  D  L E  L E K V   D  Y    I S  R V        D  V  N R    A Q  K V N  I  G S K  A I  V F S S A K Y P  A      D  Y   I Y     G                N S      K  R P   D       N  L  F      I D T         E  E      E G L G   P   Q I    S. . . . . . . . .  T T  I  Q   V  S N G   E T  S  L   V  S   K     F N  M  S T .   A   S H E K S R I  N  A   L N N   H    Q  V    Q   T         .  D K K W G  .  V P   S . . .  K H K L P F K P S . H  Y H G L   E D S P I  K   . E  . S Y L D V  D  V  I E K S .    T S K . . . . .  V  . V K . .     R I  . A   . P  
Anopheles          M     Y  V P  V   D  R  E E  I  D   N A  E Y L N  V   D V F    I   R I E   R    E  I   R V     A  V  K     K  A I  I Y S    Y P  A  D          F           L                 K   P  L      L Q E K   F Y  V        E      E    A     G  G  L         . . . . . . . . .  . . H T  S   I  K H  I  H   T  L  A I   F     Q  V E    G K .  N A    R N  A R L  A  D G   E Q V S  S  R  L H E T  Q   I    P S R   .  A  V D P T . I E P T  T . . . P T N G I A  A E C . H .  F R L R D . . . . .  . .  Y  P . S H S     I Q   H  K . S P R E S  R I F P F  S A P  R . . S  S  S  Q G R G L G P  F
D.yakuba M         L     Y  V   I   D L   E D  I  Q  A Q  L D  L  K     I F  R  I   R         E  I  N R V   A Q A K I D    G S K  A I  I F   A  F P  A  D  L        F           L                  H  P   E  Q    D     F F  V    D    E      E     N    G L G  L P    V    S E . . . E S P Y  H . S P  Q  A I  A T   H H   T  I  A   S   C  H  T I N S   E  .  D A  L A R N G S K V  D  N    K R       A L V    R   Q   A P  R   .  S  V  A P . L P A T  P . . . Q V A A N P  M E Q . Q V  D Q Q P Q R P Y S . S  S  . A  .  Q Q D  A D I .   H  R . D  R E Q  S P L V A  R K V T  R T A    S   V G G  . R  
D.melanogaster M         L     Y  V   I   D L   E D  I  Q  A Q  L D  L  K     I F  R  I   R         E  I  N R V   A Q A K I D    G S K  A I  I F   A  F P  A  D  L        F           L                  H     D  Q    D     F F  V    D    E      E     N    G L G  L P    V    S E . . . E S P Y  H . S P  Q  A I  A T   H H   T  I  A   S   C  H  T I N S   E  .  D A  L A R N G S K V  D  N    K R       A L V    R   Q   A P  R   .  S  V  A P . L P A T  P . . . Q V A A N P  M E Q . Q V  D Q L P Q G T Y S . S  S A . A  .  K P D  A D I .   H  R . G  R E Q  S P L V A  R K I T  R T A    I   A G G  . R  
D.simulans M         L     Y  V   I   D L   E D  I  Q  A Q  L D  L  K     I F  R  I   R         E  I  N R V   A Q A K I D    G S K  A I  I F   A  F P  A  D  L        F           L     P              H  P   E      D     F F  V    D    E      E     N    G L G  L P    V    S E . . . E S P Y  H . S P  Q  A I  A T   H H   T  I  A   S   C  H  T I N S   E  .  D A  L A R N G S K V  D  N    K R       A L V    R   Q   A P  R   .  S  V  A P . L P A T  P . . . Q V A A N P  M E Q .   V E Q K P Q G S Y S . S  S  . A  . H K P D  A D I .   H  R . G  R E Q  S P L V A  R K I T  R T A    S   A G G  . R  
D.pseudoobscura M         L     Y  V   V   D L   E   I    A Q  L D  L  K     I F  R  I   R  E       Q  I   R V   A Q A K I D    G S K  A I  I F   A  F P  A  D  L      S  F           L                       D      D      F  V    E    E      D     N    G L G  L P    V    S D . . . T N T Y  Q . S A  H  A I  P T   H H  A T  I K A   S   C  H  T I N S   E  .  D A  L  R N G A K V  D  N R   R R       A L V    R   Q   A P  R   .  G  V  V S . I A  T  P . . . Q V A G K .  M E E . N H  E N A H C R Q Q E . T A S V . A  . . . . D  S . I . S  H  R . A  Q E H  A P L V A  R K M T  R T S    G   L T G  . K  
C.elegans               Y  V P L I   D   R E E  I   I  Q  L Q  L   V S  E I F  R  V   R I        E  I   R     E  K  E     S  K  I         P   P E        S  F                P                P   D     L N    K F F     V     E      E         G L   L         . . . . . . . . . . . . . M  H     P R  A G    T  F R  N  S   K  L R   D    D  .  E H   T R I H G K A  A  D R  T E V L  K  L  S L Q E  D  V  T F T L P R Q L  K L   E P P T . S T  L  R I N I D T E H F P G S E E L   A F R R A D D H V L R P C E  . I  F T Y E   K P D    L T S Q  L K E Y  Q K . G W  R Y K K R L L G   R E  S . . R S P E  H
C.briggsae               Y  V P L V   D   R E E     I  Q  L   L   V S  D V F    V  Q R I        E  I  Q R     E  K  Q K    S    I         P   P         S  F        Q        P                P   D     L     K F Y     V     E      E         G L   L P        . . . . . . . . . . . . . M  H     P R  A G    T M F R  D  S  T K  M Q   D    N K .  E    V R I Q Q K A  R  N   T E T L  R  L   L Q E  D N I  T F L L P R Q L  D I  K S E R T P S I  L  R V N V D S G  M A K S E D L   A F Q R A D D H I L R P C E  . I  F T Y E  K K T D    L T S Q  M R E Y  H K . K W  K F K K K L I G   R E   L C R D D F  N
Entamoeba10          M   N    I P L V   D     E       E   N   N  I S  N I     I  N  I        E    Q R     Q  K    I  G S  K A I  V F    K  P    N         I         E P           I  S         P         Q N K                    Q  E        L    P   Q I    S. . . . . . . . .  N C  S . S     Y A  N K E I  Q Q Q R M I  S I  Q I  V   Q   N N S .  N  Q  T L V K Q R I  S L Q   T T K I  N  L K E  T   P    T   T P N  S  . . .  L I . . . I T P  . . . . . K L L   P Q I Q I Q Y  K Q N  P  . . . . . . . K  . . . . M Q L N    I . L V S L S K Y S I N N P L I . . .  K  S T H . . . F  . . V  . T   . Q  
Entamoeba827 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .
consensus>50 m t . . . . . . . l . g q . y . v p l i q p d l r r e e a i . q i a d a l q y l q k v s . d i f . r . i s q r v e . . r . q . q . i . e r v . l a q a k i e k i k g s k k a i k v f s s a k y p . a p e . l q e . y . s i f . . . . g a . d p . l . . . . p  r . . i q s . . . . . k h r p . l d . e . a l q e k l k y f p v c . v n t . . e . . . . . e d e . a e . . e g l g . l p . . n i . .  s

1 7 0        1 8 0              1 9 0          2 0 0            2 1 0          2 2 0         2 3 0           2 4 0        2 5 0        2 6 0         2 7 0           2 8 0         2 9 0         3 0 0                   3 1 0            3 2 0    

Human                                                                                                P   L P  L                                                                            P  P              V S S L L L F N T T E N L Y     K K Y V   F L D P L A G A V   T  T H   L     E    E E K L F  D A P L S I    R E  Q L E  Q   E N Y F Y    V P D L G Q V P E I D V  S Y   D  P G I A N D L M Y S  A D L G P G I A P S   P      I P E L P  F  T E    E      D  Q D   L   P    P      P P P    P P P  P  P      P                     . . . .     . .          . .  K   V M  G . . A  . . T      .       . S K   .    Q  V P      . . .                              .           A .   G . T .      T  H   . V A  . P L K A  L   G V  T A  . . .  . . . . .    . . .        . . . . A  E V L A S  A
Chimp                                                                                                P   L P  L                                                                            P  P              V S S L L L F N T T E N L Y     K K Y V   F L D P L A G A V   T  T H   L     E    E E K L F  D A P L S I    R E  Q L E  Q   E N Y F Y    V P D L G Q V P E I D V  S Y   D  P G I A N D L M Y S  A D L G P G I A P S   P      I P E L P  F  T E    E      D  Q D   L   P    P      P P P    P P P  P  P      P                     . . . .     . .          . .  K   V M  G . . A  . . T      .       . S K   .    Q  V P      . . .                              .           A .   G . T .      T  H   . V A  . P L K A  L   G V  T A  . . .  . . . . .    . . .        . . . . A  E V L A S  A
Macaque                                                                                                P   L P  L                                                                            P  P              V S S L L L F N T T E N L Y     K K Y V   F L D P L A G A V   T  T H   L     E    E E K L F  D A P L S I    R E  Q L E  Q   E N Y F Y    V P D L G Q V P E I D V  S Y   D  P G I A N D L M Y S  A D L G P G I A P S   P      I P E L P  F  T E    E      D  Q D   L   P    P      P P P    P P P  P  P      P                     . . . .     . .          . .  K   V M  G . . A  . . T      .       . S K   .    Q  V P      . . .                              .           A .   G . T .      T  H   . V A  . P L K S  L   G V  T A  . . .  . . . . .    . . .        . . . . A  E V L A S  A
Cow                                                                                                P   L P  L                                                                            P  P              V S S L L L F N T T E N L Y     K K Y V   F L D P L A G A V   T  T H   L     E    E E K L F  D A P L S I    R E  Q L E  Q   E N Y F Y    V P D L G Q V P D I D V  S Y   D  P G V A D D L M Y S  A D L G P G I A P S   P      I P E L P  F  T E    Q      D  E D   L       P      P P P    P P P  P  P      P                     . . . .     . .          . .  K   V M  G . . A  . . T      .       . S R   .    R  V P      . . .                              .           A .   G . A .      T  H   . V A  . P F K P  L   G V  T A R . . .  . . . . .    . . .        . . . . A  A V L M S  V
Dog                                                                                                P   L P  L                                                                            P  P              V S S L L L F N T T E N L Y     K K Y V   F L D P L A G A V   T  T H   L     E    E E K L F  D A P L S I    R E  Q L E  Q   E N Y F Y    V P D L G Q V P E I D V  S Y   D  P G I A D D L M Y S  A D L G P G I A P S   P      I P E L P  F  T E    E      D  E D   L   P    P      P P P    P P P  P  P      P                     . . . .     . .          . .  K   V M  G . . A  . . T      .       . S K   .    Q  V P      . . .                              .           A .   G . T .      T  H   . V A  . T F K P  L   G V  T A  . . .  . . . . .    . . .        . . . . A  A V L V S  A
Rat                                                                                                P   L P  L                                                                            P  P              I S S L L L F N T T E N L Y     K K Y V   F L D P L A G A V   T  T H   L     E    E E K L F  D A P L S I    R E  Q L E     E N Y F Y    V P  L G Q V P E I D V  S Y   D  P G V A D D L M Y S  A D L G P G I A P S   P      I P E L P  F  T E    E      E  E D   L   P    P      P P P    P P P  P  P      P                     . . . .     . .          . .  K   T M  G . . T  . . .      .       . S K   .    Q P V .      . . .   G                           .           A .   G . A .      A  H   . V A  . P F Q P  R   G A  L A  . . .  . . . . .    . . .        . . P P A  T A V V S  A
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Supplementary Figure S4. Multiple sequence alignment of WASH orthologs. Conserved do-
mains are named above the alignment, using same colors as in Figures 2 and 3A. Boxed resi-
dues in red letters are conserved in >50% of sequences, and the >50% consensus indicated at 
the bottom. Amino acids showing conservation across >80% of the sequences are also shown 
at the bottom. Amino acids showing 100% conservation are noted against red background. In 
the consensus sequences, ! is I or V; $ is L or M; % is F or Y, and # is any of NDQEBZ. Asterisks 
mark conserved residues important for function in known WASP-family members. The line 
“Change” gives the residues changed by non-synonymous SNPs detected in our survey of 
human WASH paralogs; underlined changes are non-conservative. 


