Additional file 5: Alignment of predicted amino acid sequences of rubber tree aquaporins with structure determined
Spinach SoPIP2;1.

SoPIP2;1 = mmmmmmmmm MSKEVSEEA-———— QAHQHGKDYVDPPPAPFFDLGE-———————— 31 (60)
HbPIP1;1  —————— MEGKEEDVRLGANKYRETQPIGTSAQSQODDKDYTEPPAAPLFEPTE-——————— 46 (60)
HbPIP1;2  —————— MEGKEEDVRLGANKYRETQPIGTAAQSLDDKDYTEPPPAPLFEPTE-———————— 46 (60)
HbPIP1;3 = —————— MEGKEEDVRLGANKFTERQPIGTSAQS--DKDYKEPPPAPLFEPGE-———————— 44 (60)
HbPIP1;4  —————— MEGKEEDVRLGANKFTERQPIGTSAQT--DKDYKEPPPAPLFEPGE-———————— 44 (60)
HbPIP1;5 = ——mmmmmmmmmmm e MQPLGTSAQT--DKDYRDPLPAPLFEPVE-——————— 27 (60)
HbPIP2;1  ——mmmmmm MAKDVEVGG----QGGEFQAKDYNDPPPAPLIDAEE-——————— 32 (60)
HbPIP2;2  —mmmmmm MAKDIEVGG----DGSEFRAKDYHDPAPSPLIDAEE-——————— 32 (60)
HbPIP2;3  ——mmmmm MAKDVEVAE----NPGEFSAKDYHDPPPAPLIDVEE--—————— 32 (60)
HbPIP2;4 =  —mmmmmm o MAKDVEVAE----NPGEFSAKDYHDPPPAPLIDVEE-——————— 32 (60)
HbPIP2;5 = ——mmmmm MVKDVTEQ-—-————— GSFPAKDYHDPPPAPLIDAVE———————— 29(60)
HbPIP2;6  ———mmm— MVKDITEQ--—--—— GSFSAKDYHDPPPAPLIDAVE-——————— 29(60)
HbPIP2;7  —mmmmmm MAKEVSEE----RQP----GKDYVDPPPAPLIDMAE-——————— 28(60)
HbPIP2;8  ——mmmmm MAKEVSEE----TQPT--HGKDYVDPPPAPLIDVAE-——————— 30 (60)
HbPIP2;9  —mmmmmm MAKEVTEE----AGEASQQERDYVEPPPAPLFDPEE-——————— 32 (60)
HbPIP2;10  ———mmm—— MVKEMGEEGSFEHEIHGQHGKDYVDPPPAPLLDMEE———————— 36 (60)
HBTIP1;1  —mmmmm e MPIRNIAVGHPQE-——————— 13 (60)
HPTIP1;2 =  —mmmmmmmmmmm e MPIRNIAVGHPQE-——————— 13 (60)
HBTIP1;3 =  —mmmmm e MPINRVAIGLPRED--————— 14 (60)
HDTIP1;4  —mmmmm e MPINRIEVGLPRQD--————— 14 (60)
HbTIP1;5 =  —mmmmm e MPITRIAVGNPGE-—-————— 13 (60)
HPTIP1;6  —mmmmm o mmmm e MPVARIAVGNPGE-——————— 13 (60)
HbTIP1;7  —mmmmm e MPITSIAIGSPAE-——————— 13(60)
HPTIP1;8  —mmmmm e MAITSIAIGSPAE-——————— 13 (60)
HDBTIP2;1 e MARIAFGRFDD-——————— 11 (60)
HDTIP2;2 = —mmmmmmm e MARIAFGRFDD-——————— 11 (60)
HDBTIP2;3 e MPMIAVGSIGD-——————- 11 (60)
HDTIP2;4  —mmmmmmm e MARMAFGSFGD-——————— 11 (60)
HbTIP3;1 e MPRRYALGRAEE-——————— 12 (60)
HDTIP3;2 =  —mmmmmm e MSTRRYAFGNAEE--——————— 13 (60)
HBTIP4;1 e MAKIALGSQRE-——————— 11 (60)
HDPTIP5;1  —mmmmmm e MAPSSLNARFKQ-—————— 12 (60)
HBTIP5;2 = e MAPTSLNDRFKQ-—————— 12 (60)
HbNIP1;1  ———————— MADEISGTNGKHGVVLDVEGDNPCYSPPPCNDRPPCASKTKEDSI ——————— 45 (60)
HbNIP1;2  ——————— MAQAEISVANGRHGVVLDVKDDNPCNPAPAGNKPPPCASKTKEDS T ——————— 46 (60)
HbNIP2;1  ——mmm— MATIDPNPNNSASIGDG-—---— LVSVENPKSQLVESFG-————————— 33(60)
HPbNIP3;1  ——mm——— MASPNSITSVVSPKPQLP---TKYSVAAEAKASRSREWFLT - —————— 38 (60)
HbNIP4;1  ——mmm—— MSGADDHE--IRDVEEG--—-—— QQEDSSD--SQNNSK-———==————~ 28(60)
HbNIP4;2  ————— MATAHADIIEEEEEE--VSKIEQG-———— LPPSTTADASANNTVGPCL-—————— 41 (60)
HbNIP5;1  ——mmm————— MPESEAGTPTV-SAPATPGTPGGPLFSSLRVDSLSYDRKSMPR-CKCLPV 48 (60)
HbNIP6;1  ——mmm————— MDNNNEEVPSAPSTPATPGTPGAPLFGGFRAERSGTNRKSLLKGCKCFSV 50 (60)
HbNIP7;1 ——————— MKMKQLLEDQLPYPDISNNSSNSGLSRDCPEMGSNAMS IDGDVFAKYSVSRCL 53 (60)
HbXIP1;1  ——————- MDLVATQGDNNHQPFSKSVENCDAINDFKGTKSPKTSFLVFIGAHE-—————— 46 (60)
HbXIP1;2  ——————— MDSHNT—————————mmmmm—— o —— KGSQYPMMTFLYRIGAYE-—————— 24 (60)
HbXIP1;3  ———m——- MDLDLVLSHDAGNQAFPNQLDGONKNINDSLESPKKTFLSCIGVHE-—————— 46 (60)
HbXIP1;4  ———m——— MDLDLVLSHDAGNQAFPNQLDGODKNIKGSLESPKKTFLSCIVVHE-—————— 46 (60)
HbXIP2;1 MADNASRVVEDEENGYGGRKVQPFASTPRPDMDKTEGKKHHPTTLSRILGFED-—————— 53(60)
HbXIP3;1 e M-—————— 1(60)
HDSIPLl;1 e

HBSIP1;2 e

HDSIP1;3 e

HDSIP2;1 e e e o



SoPIP2 1
HPPIP1;1
HbPIP1;2
HPPIP1; 3
HbPIP1;4
HPPIP1;5
HbPIP2;1
HPPIP2;2
HbPIP2;3
HPPIP2; 4
HPPIP2;5
HbPIP2;6
HPPIP2;7
HbPIP2;8
HPPIP2; 9
HbPIP2;10
HPTIP1;1
HbTIP1;2
HPTIP1;3
HbTIP1;4
HPTIP1;5
HbTIP1;6
HPTIP1;7
HbTIP1;8
HPTIP2;1
HbTIP2;2
HPTIP2; 3
HbTIP2;4
HPTIP3;1
HbTIP3;2
HPTIP4;1
HbTIP5;1
HPTIPS; 2
HbNIP1;1
HDPNIP1;2
HbNIP2;1
HbNIP3;1
HDNIP4;1
HbNIP4;?2
HPNIPS5; 1
HbNIPG6;1
HPNIP7;1
HbXIP1;1
HPXIP1; 2
HbXIP1;3
HDPXIP1; 4
HbXIP2;1
HbXIP3;1
HbSTP1;1
HbSIP1;2
HbSTP1;3
HbSIP2;1

™1

—————————————————— FTOWSFYRAITAEFIATLLEFLYITVLTVIGYKSQTDPAKNAD
—————————————————— LTKWSFYRAITAEFIATLLFLYITVLTVIGYKSQTDPAKNAD
—————————————————— LGKWSFYRALIAEFIATLLFLYITVLTVIGYKSQTDPAKNSD
—————————————————— LGKWSLYRALTIAEFIATLLFLYITVLTVIGYKSQTDPLKNAD
—————————————————— LTKWSFYRALTIAEFIATLLFLYITVLTVIGYKSQTDPAKNAD

—————————————————— VVHPGALKAALAEFISTAIFVFAGQGSGMAFSKLTDNA-—-—-—
—————————————————— VTHPSALKAALAEFISTLIFVFAEEGSGMAFSRLTDNA---—
—————————————————— ASQPDALRAALAEFFSMIIFVFAGEGSGMAENKLTDNG-—---
—————————————————— ASQPDAIRAALAEFFSMIIFVFAGEGSGMAFSKLTNNG---—
—————————————————— ASQPDALKAALAEFISMLIFVFAGEGSGMAENKLTDNG-—---
—————————————————— ASQPDALKAALAEFISMLIFVFAGEGSGMAFNKLTDNG---—
—————————————————— SEFSLGSFKAYLAEFISTLLEVFAGVGSAIAYNKLTNDA-—---
—————————————————— SFSLGSFKAYLAEFISTLLEVFAGVGSATIAYNKLTYDA----
—————————————————— SEFSIGSIKAYLSEFIATLLEVFAGVGSAIAYSKLTADA-—-—--
—————————————————— FFSIGSIKASLSEFIATLLEFVFVGVGSAIAYSKLTTDA-—--
—————————————————— ATNPDSMRAALAEFVSTLIFVFAGEGSVLALDKLYRET-—---
—————————————————— ATHPDSMKAALAEFVSTLIFVFAGEGSVLALDKLYRET----

—————————————————— FFSPELCRAVVTEMAATTCLLFMLTTTIIARLESHETE-——-—
—————————————————— LLSPETWKAAITELVSTACQLFTLITMVTACLESHVAE-—--
—————————————————— LLSPEKWKAAITQLVSTACLLFTLITMVTACLESHVAE-——-—
—————————————————— LSSLHVWRASLAEALGTASLVFAMDTIVISSYETETKT----
—————————————————— VLTFQVWRASFSEFLGTAVLVEVIDTVVISTIESETKI--—--
————————————————————— MGVIKAAIGDAILTSMWVESMPLLGILASAVAAYIG-VE
————————————————————— MGAIKAAIGDAVLTFMWVFCSSMFGLFTSLIATALG-VQ
————————————————————— MGAIKSAIGDAVLTFMWVFCSSMFGFFTSLIATALG-VH
—————————————————— MSSAVTLRLIISDEVISFMWVWSGALIKMFVNRVLGVG-—---

68 (120
83 (120
83(120

)
)
)
)
81(120)
64 (120)
74 (120)
74 (120)
74 (120)
74 (120)
71(120)
71(120)
65(120)
67(120)
69(120)
73(120)
51(120)
51(120)
52(120)
52(120)
51(120)
51(120)
51(120)
51(120)
49(120)
49(120)
49(120)
49(120)
50(120)
51(120)
48(120)
48 (120)
50(120)
83(120)
84 (120)
71(120)
74 (120)
65(120)
78 (120)
101(120)
105(120)
92 (120)
84 (120)
62 (120)
84 (120)
84 (120)
91(120)
39(120)
38(120)
38(120)
38(120)
38(120)



SoPIP2 1
HPPIP1;1
HbPIP1;2
HPPIP1; 3
HbPIP1;4
HPPIP1;5
HbPIP2;1
HPPIP2;2
HbPIP2;3
HPPIP2; 4
HPPIP2;5
HbPIP2;6
HPPIP2;7
HbPIP2;8
HPPIP2; 9
HbPIP2;10
HPTIP1;1
HbTIP1;2
HPTIP1;3
HbTIP1;4
HPTIP1;5
HbTIP1;6
HPTIP1;7
HbTIP1;8
HPTIP2;1
HbTIP2;2
HPTIP2; 3
HbTIP2;4
HPTIP3;1
HbTIP3;2
HPTIP4;1
HbTIP5;1
HPTIPS; 2
HbNIP1;1
HDPNIP1;2
HbNIP2;1
HbNIP3;1
HDNIP4;1
HbNIP4;?2
HPNIPS5; 1
HbNIPG6;1
HPNIP7;1
HbXIP1;1
HPXIP1; 2
HbXIP1;3
HDPXIP1; 4
HbXIP2;1
HbXIP3;1
HbSTP1;1
HbSIP1;2
HbSTP1;3
HbSIP2;1

TM2 HB TM3

—-CGSVGLLGIAWAFGGMIFVLVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLA---RKVSLLRALVYMI
-CSTVGIQGIAWS FGGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLA---RKLSLTRALYYMV
—CSTVGIQGIAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLA---RKLSLTRALYYMV
-CATVGTQGIAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLA---RKLSLTRALFYIT
-CTTVGTQGIAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLA---RKLSLTRALEFYMI
—-CASVGVQGIAWAFGGMIFVLVYCTAGISGGHINPAVTFGLTLA---RKVSLTRAIFYMV
PCGGVGILGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTLGLFLA---RKVSLVRAILYMA
ACGGVGILGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTEFGLFLA---RKVSLVRAVLYMA
ACGGVGILGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLG---RKVSLIRALLYMV
ACGGVGILGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLG---RKVSLIRALLYMV
SCGGVGILGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTFGLEFLA---RKVSLVRAVMYMV
ACGGVGILGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLA---RKISLVRAVMYMV
-CAGVGLLGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVSFGLEFLA---RKVSLIRAVAYMV
-CGGVGLLGIAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTEFGLEFLA---RKVSLIRAVAYMV
—-CAGVGFLGIAWSFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLA---RKVSLVRAIAYMV
-CATVGFLGVAWAFGGMIFILVYCTAGISGGHINPAVTFGLLLA---RKLSLVRAVAYMV
ATTPAGLVAASIAHAFALFVAVSVGANISGGHVNPAVTEGAFVG---GNITLLRGILYWI
ANTPAGLVAASIAHAFALFVAVSVGANISGGHVNPAVTFGAFVG---GNITLLRGILYWI
SNTPAGIIMASLAHAFGLEVGVSTATNISNGHVNPAVTFGAFLG---GNISLLRGILYWI
SNTPAGIIMASLAHAFGLEVGVSTAFNISGGHVNPAVTFGAFLG---GSISLIRGILYWT
STTPAGLIAASLAHAFALEVAVSVGANISGGHVNPAVTEFGAFIG---GNITLLRGILYWI
STTPAGLIAASLAHAFALEVAVSVGANISGGHVNPAVTFGAFIG---GNITLLRGILYWT
STTPAGLVAASLAHGFALEVAVSVGANISGGHVNPAVTEFGAFVG---GHITFIRSVLYWI
STTPAGLVAASLAHGFALEFVAVSVGANISGGHVNPAVTEFGAFVG---GHITLIRSVLYWV
ALDPAGLVAIAICHGFALEFVAVSVGANISGGHVNPAVTEGLALG---GQITILTGIEFYWI
ALDPAGLVATIAICHGFALFVAVAVGANISGGHVNPAVTEFGLALG---GQITILTGVEYWI
ALDPPGLVAVAVAHAFALEFVGVAIAANISGGHLNPAVTEGLAVG---GNITILTGIEFYWI
ALDPPGPVAVAVAHAFGLEVGVAIAANISGGHLNPAVTFGLAVG---GNITILTGIFYCI
EPPASGLVMIALAHALALFSAVSASINISGGHVNPAVTFGALVG---GRISVLOAFYYWV
GPPASGLVMIALAHALALEFSALSASINISGGHVNPAVTFGALVG---GRISVLRALYYWV
—--SLAGLLEVALAHALVVAVMISAG-HISGGHLNPAVTLGLLAG---GHITVEFRSILYWI
GADPSSLVIVAIANSFALSSAVYIAANISGGHVNPAVTESLAVG---GHISVPTALEYWI
GADPSSLVIVAIANAFALSSAVYIAANVSSGHVNPAVTEFSLAVG---GHINVPTAIEFYWI
—-—---VTLPGISIVWGLAVMVLVYSVGHISGAHFNPAVTLAFATC---KRFPWKEVPAYTIA
—-——-VTLPGISIVWGLAVMVLVYSVGHISGAHFNPAVTLAFATC---KRFPWKQVPAYIA
—-—---ISKLGASVAGGLIVTVMIYAVGHVSGAHMNPAVTTAFAAF---RHFPWKQVPEYAA
-—---LTIVGIATAWGVVLMAAIYALGHVSGAHFNPAVSIALAAA---RKFSWKNVPMYIL
—-———-ITFPGVCVVWGLIVMVMIYSVGHISGAHFNPAVSITFAIF---RQFPIKQLPLYIL
—-—--VTFPGISVTWGLIVMVMIYTVGHISGAHFNPAVTITSAIF---RRFPFREVPLYIV
—-——-ESLIGNAACAGLAVMIIILSTGHISGAHLNPSLTIAFAAL---RHFPWMOVPAYIA
----ETLIGLAASTGLAVMIVILSTGHISGAHLNPSVTIAFAAL---KHFPWKHVPVYIG
—-——--VALLEYASTAGLSVIVLVFALGPISGAHVNPAVTIAFAAF---GHFPWSRVPEYVL
————— PKLLVPFAVEFIIAFFFLLTTVPLSGGHMSPVETFIAALK---GVITLVRALLYVL
————— PKLLIPIAVIVIAFLLLVVTVPLSGGHMSPIFTFISALR---GLIZLVRALENVL
————— AKLLVPVVVESTIFLLLVVTIPVSGVHMNPTFTFIFALK---GVITEFVRALVYIL
————— PKLLVPVVVESTIFLLLVLTIPVSGGHMNPTEFTFIFALK---GAIZFVRALVYIL
————— PNLIMSALIAITVTILLNATFPISGGHINPVITLSAAFT---GLVSLSRAAIYIL
————— PNLILSCLVAITVTIILLATYPISGGHINPLVTFSAALT---GLISMTKAFIYIL
AMSVAGLFITINVATCEVLTFSLIGAALGGASFNPTATISEYAAGIKPDASLMSMAVREP
HLFWASMFITTVLEFIFFFLEGLIAEFFGGASFNPTGTASEYAAGFGGDN-LESMALREP
HOFWASLEFITTVIVEVEVELFGLIAEFLGGASFNPTGTASEFYAAGFGGDN-LEFSMALREP
HHEPRGEATKATLSIINMIFFAFLGKITKGGAYNPLTVEFSPAISG-DFSRFLLTVGARIP

*

124 (180)
139(180)
139(180)
137(180)
137(180)
120(180)
131(180)
131(180)
131(180)
131(180)
128(180)
128(180)
121(180)
123(180)
125(180)
129(180)
108(180)
108 (180)
109(180)
109(180)
108(180)
108 (180)
108(180)
108 (180)
106(180)
106 (180)
106(180)
106 (180)
107(180)
108 (180)
103(180)
105(180)
107(180)
136(180)
137(180)
124 (180)
127(180)
118(180)
131(180)
154(180)
158 (180)
145(180)
136(180)
114(180)
136(180)
136(180)
143(180)
91(180)
98 (180)
97(180)
97(180)
97(180)



SoPIP2 1
HPPIP1;1
HbPIP1;2
HPPIP1; 3
HbPIP1;4
HPPIP1;5
HbPIP2;1
HPPIP2;2
HbPIP2;3
HPPIP2; 4
HPPIP2;5
HbPIP2;6
HPPIP2;7
HbPIP2;8
HPPIP2; 9
HbPIP2;10
HPTIP1;1
HbTIP1;2
HPTIP1;3
HbTIP1;4
HPTIP1;5
HbTIP1;6
HPTIP1;7
HbTIP1;8
HPTIP2;1
HbTIP2;2
HPTIP2; 3
HbTIP2;4
HPTIP3;1
HbTIP3;2
HPTIP4;1
HbTIP5;1
HPTIPS; 2
HbNIP1;1
HDPNIP1;2
HbNIP2;1
HbNIP3;1
HDNIP4;1
HbNIP4;?2
HPNIPS5; 1
HbNIPG6;1
HPNIP7;1
HbXIP1;1
HPXIP1; 2
HbXIP1;3
HDPXIP1; 4
HbXIP2;1
HbXIP3;1
HbSTP1;1
HbSIP1;2
HbSTP1;3
HbSIP2;1

TM3 ™4

AQCLGAICGVGLVKAFMK-GPYNQFGGGANSVAL--—-————————— GYNKGTALGAETIIG
MOCLGAICGAGVVKGFEGRHQYTLLGGGANSVNP-————————-—-—— GYTKGDGLGAEIVG
MOCLGAICGAGVVKGFEGRHQYTLLGGGANSVNP--—-—-—————-—-—— GYTKGDGLGAEIVG
MOCLGAICGAGVVKGFEGDRVYETLGGGANVVAH-———————-—-—-—— GYTKGDGLGAEIVG
MOCLGAICGAGVVKGFEGNRAYETLGGGANVVAH---—-——————-—-— GYTKGDGLGAEIVG
MOCLGAIFGAGIVKGFOP-TPFETLGGGANVVNP-————————-—-—— GYSKGDGLGAEIVE
AQCLGAICGCGLVKAFOK-AYYNRYGGGANELAD--—-—-—————-—-—— GYSKGTGLGAETIIG
AQCLGAICGCGLVKAFOK-AYYNRYGGGANELAD-————————-—--— GYSKGTGLGAEIIG
AQCLGAICGCGLVKAFOK-AYYTRYGGGANELSS---—-————=—-—--— GYSKGTGLGAETIIG
AQCLGAICGCGLVKAFOK-AYYNRYGGGANELSD-———————-—-—-—— GYNKGTGLGAEIIG
AQCLGAIAGVGLVKAFOS-SFYKRYGGGANSLAA-—————————-—— GYSKGVGLGAEIIG
AQCLGAIAGVGLVKAFOS-SHYKRYGGGANSLAN--—-————————— GYSTGVGLGAEIIG
AQCLGAICGVGLVKAFMK-HPYNGLGGGANTVAP-———————-—-—-—— GYNKGTALGAEIIG
AQCLGAICGVGLVKAFMK-HPYNALGGGANSVAH--—-—-—-—-—-—-—---— GYNKGTALGAEIIG
AQCLGAICGVGIVKGIMK-DEFYNAQGGGANTVAA-——————————— TYSKGTALGAEIIG
SOCLGATAGAGLVKAVMK-DDYKSLGGGVNSVSS————————-—-—-—— GYSKGTALGAEIIG
AQLLGSTVACLLLKFSTG-—-——— GLTTAGFALSS———————————— GVGVWNAFVFEIVM
AQLLGSTVACLLLKFSTG----- GLTTSAFALSS-——————-—-—-—---— GVGVWNAFVLEIVM
AQLLGSTVACLLLKEFSTH-—-——- GMTTSAFALSS———————————— GVNVWNALVEFEIVM
AQLLGSTVACLLLKEFSTH----- GMTASAFSLSV-——————-—-—-—--— RGECVECTCIRDCT
AQLLGSVVACLLLKFATG-—-——— GLETSAFALSS———————————— GVSSWNALVFEIVM
AQLLGSVVACLLLKFATG----- GLETSAFALSS-——————-—-—---- GVSSWNAVVFEIVM
AQLLGSVVACLLLKFATG-—-——— GLETSAFALSS———————————— GVGAWNALVFEIVM
AQLLGSVVACLLLKFATG----- GWETSAFALSS-——————-—-—---- GVGAGNALVFEIVM
AQLLGSIVACFLLKEVIG-—-—-—— DLPIPTHSVAA-——————————— GVGAIEGVVMEIVI
AQLLGSIVACFLLKEVIG----- GLAIPTHSVAA-—-——————-—-—-—— GVGAIEGVVMEIVI
AQCLGSIVACLLLQFVIN-—-—-—-— GKSVPTHGVAS-———————————— GMNAFEGVIMEIITI
AQCLGSIVACPLLYFVAN----- GKSVPTHGVAS-——————-----— GMNAFEGVVMEIVL
AQLLGAIVASLLLRLVTIN-—-—-—-- GMRPVGEFYIAS-—-—-————————— GVGEVHGLIMEMVM
AQLLGSIVASLLLRLVTIN----- RMRPVGEFYVAS---—-—-——————— GAAEVHGLILEMVM
DOLVASSAACLLLSYLTG-———— GMATPVITLAS-———————————— GVGYVQGVVWEILL
SOMLASVMACLLLRVVIV----- GQSLPTYTIAE-———————-—-—-—— EMTGFGASVIEGVL
SOMLASVMACLLLRVAIV-—-——— GOSLPTYTIAA--—————————— EMTGFGASVFEGVL
COVIGSTLAAGTIRLIFTG---KQODQFTGTMPAG-----—-———————— SDMQSFVVEFII
CQVTGSTLAAGTIRLIFTG---KODQFTGTLPAG-————————————— SDMQSFVVEFII
AQLTGAISASFTLRVLLHP----IKQVGTTSPSG-—-—-—-—————-—-—-—--— SDLOALIMEIVV
AQVLGATLACLTLKVLFHDODDIQATMTQYKDST-——————————-—-—— SDLEAFIWEFII
AQFVGSLLASGTLYILLDV---EDEDFFGTKPVG-——-——————————— PHGRSFVIELIT
AQVLGSILASGTLALVEFDV---TPNAYFGTVPVG-—-—-———————-—-—-—— SNVQPLVIEIII
AQVSASICASFALKGVFHP----FMSGGVIVPSV-—-—-———————-———— STGQAFALEFLI
AQVMASVSAAFALKGIFHP----IMGGGVTVPSG-—-———————-—-—-—-—— GYGQOAFALEFITI
AQIVGSILATYVGKCVYDI----KPELMVTQPLQ-—-—-——————————— DCNSAFWVEFIA
AQCIGSIMAYMVIKNVVMNNSAVEKYSLGGCMID----GNEG--—-- GIASGTALVLEFSC
AQCVGSIMAYLVIKSVMNENTAEKYSLGGCMVN----GNRS—-—---— GVNAGTALILEFTC
AQCLGSTMAYLIVKRAMNPKIAEKYSLGGCSMG----GNGE----- GISAGTALAIEFAC
AQCLGSTMANLIVKRAMNPKIAEKYSLGSCSVG----GNGE----— GISAGTALAIEFAC

AQCLGGILGALALKAVVNSTIEKTFSLGGCTLSIVAPGPHG-PIVIGLGTAQALWLEIIC
AQCAGGVVGALALKAVVNSKIESTFSLGGCTLHIVAPGPDGRPTVIGLETGQALWLEIIC

AQAAGGVGGAKAILOAMPSKYKHLLKGPSLKVDL-—-—————=-—-—-—=————— HTGAVAEGTL
AQAAGAVGGALAILEVMPPQYKHMLGGPTLKVDL-—-—-————————————— HTGAIAEGLL
AQAAGAVGGALAILEVMPPQYKHMLGGPTLKVDL-—-—————=-—-——-————— HTGAIAEGVL

AQVIGSITGVRYIIEYFP-—-—-—-- EIGFGPRLNVD-—-—-————————-———— IHHGALTEGLL

*

171(240)
187(240)
187(240)
185(240)
185(240)
167(240)
178(240)
178(240)
178(240)
178(240)
175(240)
175(240)
168 (240)
170(240)
172(240)
176 (240)
151 (240)
151 (240)
152 (240)
152 (240)
151 (240)
151 (240)
151 (240)
151 (240)
149(240)
149(240)
149(240)
149(240)
150(240)
151 (240)
146 (240)
148 (240)
150(240)
179(240)
180 (240)
166(240)
173(240)
161 (240)
174 (240)
196 (240)
200(240)
187(240)
187 (240)
165(240)
187 (240)
187(240)
202 (240)
151(240)
142 (240)
141 (240)
141 (240)
137(240)



SoPIP2 1
HPPIP1;1
HbPIP1;2
HPPIP1; 3
HbPIP1;4
HPPIP1;5
HbPIP2;1
HPPIP2;2
HbPIP2;3
HPPIP2; 4
HPPIP2;5
HbPIP2;6
HPPIP2;7
HbPIP2;8
HPPIP2; 9
HbPIP2;10
HPTIP1;1
HbTIP1;2
HPTIP1;3
HbTIP1;4
HPTIP1;5
HbTIP1;6
HPTIP1;7
HbTIP1;8
HPTIP2;1
HbTIP2;2
HPTIP2; 3
HbTIP2;4
HPTIP3;1
HbTIP3;2
HPTIP4;1
HbTIP5;1
HPTIPS; 2
HbNIP1;1
HDPNIP1;2
HbNIP2;1
HbNIP3;1
HDNIP4;1
HbNIP4;?2
HPNIPS5; 1
HbNIPG6;1
HPNIP7;1
HbXIP1;1
HPXIP1; 2
HbXIP1;3
HDPXIP1; 4
HbXIP2;1
HbXIP3;1
HbSTP1;1
HbSIP1;2
HbSTP1;3
HbSIP2;1

T™M4 TM5 HE

TEVLVYTVEFSATDPKRSARDS——--- HVPILAPLPIGFAVEMVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDAKRNARDS ————-— HVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDAKRNARDS———--- HVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDAKRNARDS ————-— HVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDAKRNARDS——--- HVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARS
TFALVYTVLSATDAKRSARDS————-— HVPILASLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRNARDS———--- HVPVLAPLPIGFAVEMVHLATIPVTGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRNARDS————-— HVPVLAPLPIGFAVEMVHLATIPVTGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRNARDS——--- HVPVLAPLPIGFAVEMVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRNARDS————-— HVPVLAPLPIGFAVEMVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRNARDS————-— HVPVLAPLPIGFAVEMVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRSARDS—-——--- HVPVLAPLPIGFAVEMVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRSARDS————-— HVPVLAPLPIGFAVEMVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRSARDS-———--— HVPVLAPLPIGFAVEVVHLATIPVTGTGINPARS
TEVLVYIVLSATDPKRNARDS-——-—-— HVPVLAPLPIGFAVEMVHLATIPITGTGINPARS
TEVLVYTVESATDPKRKARDS————-— FVPILVPLPIGFAVFVVHLATIPITGTGINPARS
TEGLVYTVYATAIDPKKG-——————— NLGIIAPIAIGFIVGANILAGGAFDGASMNPAVS
TEGLVYTVYATAIDPKKG--—-————-— NLGIIAPIAIGFIVGANILAGGAFDGASMNPAVS
TEGLVYTVYATAFDRNKG-——————— DVGIIAPLAIGEVVGANILAGGAFEGASMNPAVS
DVCLVYTVYATALDPKKG-—-—-—-———-— EVGITALLAIGEVVGANILAGGAFEGASMNPAVS
TEGLVYTVYATAVDPKKG-——————— NVGIVAPIAIGFIVGANILAGGAFDGASMNPAVS
TEGLVYTVYATAVDPKKG--—-————-— NVGTVAPIAIGFIVGANILAGGAFDGASMNPAVS
TEGLVYTVYATAVDPKKG-——————— NIGIIAPIAIGFIVGANILAGGAFDGASMNPAVS
TEGLVYTVYATAVDPKKG-—-—-————-— DIGIIAPIAIGFIVGANILAGGAFDGASMNPAVS
TFALVYTVYATAADPKKG-——————— SLGIIAPIAIGFIVGANILAAGPFSGGSMNPARS
TEFALVYTVYATAADPKKG--—-————-— SLGIIAPIAIGFIVGANILAAGPFSGGSMNPARS
TFALVYTVYATAADPKKG-——————— NLGIIAPIAIGFIVGANILAAGPFSGGSMNPARS
TEGPLYTVYATAAEPEKG--—-—-———-— NLGIMAPLAIGEVFGANILATSPFSGGSMNPASS
TEGLVYTVYATAVDPKRG-——————— SLGIIAPLAIGFIVGANILVGGPFDGASMNPARA
TEGLAYTVYATAVDTNRG--—-—-———-— SLGIIAPLAIGLIVGANILVGGPFDGASMNPARA
TEFSLLFTVYGTIVDPKKG-—-—————— SIDGLGPLLTGLVVGAN I LAGGSFSGAAMNPARS
TEGLVYTVYAAG-DPRRS-—-—-—-———-— LOGVTGPLAIGLMAGANVLAAGPFSGGSMNPACA
TEFGLVYTVYAAG-DPRCS———————— LLGATGPLAIGLMAGANVLAAGPFSGGSMNPACA
TEYLMFIISGVATDNRAIGE--—-—————-- LAGLAVGSTVLLNVLFAGPISGASMNPARS
TEYLMFIISGVATDNRAIGE-—-—-—-—-—-—-——-— LAGLAVGATVLLNVMFAGATISGASMNPARS
TESMMEVTSAVATDTKAIGE--—-——————-- LAGVAVGSAVCITSILAGPVSGGSMNPARS
TENLMENICGVATDHRGSKD--—-——————--— LSGVAIGGTLLENVLLAGPITGASMNPARS
SFLLMFVISGVATDNRAIGE-—-—-—-—-—-—-——-— LAGIAIGMTIMLNVEFISGPVSGGSMNPVRS
TEFLLMEVISGTTTDHRAVGE--—-—————-— LGGIGVGMTILLNVEVAGPVSGASMNPARS
TENLLFVVTAVATDTRAVGE-—-—-—-——-—-——— LAGIAVGATVMLN [ LVAGPSSGGSMNPVRT
SENLMEVVTAVATDTRAVGE--—-—————-— LAGIAVGATVMLN ILTAGQSTGASMNPVRT
TFIIMFLIASLTYQTS-VGH-—-—-——————-— LSGFIVGLSIGLAVLITGPLSGGSLNPARS

TEVVLEVGVTVAFDKRRFKELGLVMVCVILAATMGLAIFVSITVTGRGGYAGVGLNPARC
SFLVLYVAITIAFNKKMCQELGFTMVCVIVAGVYALAVFASITVTGOAGYRGVGLNPARE
TEFLVLYFSVTVAFDKKRCKQLGLTMFCVMVSGILAVAYFISLT I TGQVGYGGPRLNPARC
TFLVLYFSISVAFDKERCKQLGLTMFCVIVSGIFAVAYFISLT ITGOVGYGGARLNPARC
TEVELESSIWVAFDKRQAKPLGRVIVCSIIGLVVGLLVEFISTTVTATRGYAGVGMNPARC
GEVFLFASVWMAFDHRQAKALGHVKIFMIVGIVLGLLVYVSTSVTTAKGYAGAGLNPARC

TEVECLAMLLVMVKGPKN--=-—————-— LLLKVWMVAVVTVGLVVSGRQYTGPSLNPANA
TFLISFAVLIIFLRGPCN-—-—-—-—---—-—-— SIVONWLLAVVTVTLVVTGSKYTGPSMNPANA
TEFLISFAVLVIILRGPRN--—-——————--— SLVONWLLAVVTVTLVVSGSKYTGPSMNPANA
TFAIVTISLGLSRKIPGS——————-—-——-— FFMKTWISSVSKLALHILGSDLTGGCMNPASV

* .k Kk

226(300)
242 (300)
242 (300)
240 (300)
240(300)
222 (300)
233(300)
233(300)
233(300)
233(300)
230(300)
230(300)
223(300)
225(300)
227(300)
231(300)
203 (300)
203(300)
204 (300)
204 (300)
203 (300)
203(300)
203 (300)
203(300)
201 (300)
201 (300)
201 (300)
201 (300)
202 (300)
203(300)
198 (300)
199(300)
201 (300)
229(300)
230(300)
216(300)
223(300)
211 (300)
224 (300)
246 (300)
250(300)
236 (300)
247(300)
225(300)
247(300)
247 (300)
262 (300)
211 (300)
192 (300)
191 (300)
191 (300)
187 (300)



SoPIP2 1
HPPIP1;1
HbPIP1;2
HPPIP1; 3
HbPIP1;4
HPPIP1;5
HbPIP2;1
HPPIP2;2
HbPIP2;3
HPPIP2; 4
HPPIP2;5
HbPIP2;6
HPPIP2;7
HbPIP2;8
HPPIP2; 9
HbPIP2;10
HPTIP1;1
HbTIP1;2
HPTIP1;3
HbTIP1;4
HPTIP1;5
HbTIP1;6
HPTIP1;7
HbTIP1;8
HPTIP2;1
HbTIP2;2
HPTIP2; 3
HbTIP2;4
HPTIP3;1
HbTIP3;2
HPTIP4;1
HbTIP5;1
HPTIPS; 2
HbNIP1;1
HDPNIP1;2
HbNIP2;1
HbNIP3;1
HDNIP4;1
HbNIP4;?2
HPNIPS5; 1
HbNIPG6;1
HPNIP7;1
HbXIP1;1
HPXIP1; 2
HbXIP1;3
HDPXIP1; 4
HbXIP2;1
HbXIP3;1
HbSTP1;1
HbSIP1;2
HbSTP1;3
HbSIP2;1

SoPIP2_ 1
HPPIP1;1
HbPIP1;2
HPPIP1;3
HbPIP1;4
HbPIP1;5

HE TM6

LGPAIVSSQ---YKGIWVYLISPILGAQAGAWAYNMIRYTDKPLREITKSASFLKSTGRA 286 (360
LGPAIVSSQO---YKGLWIYIVSPILGAQAGAWVYNMIRYTDKPLREITMSASFLKNTGRA 287 (360
LGPATIASAY---YKGIWVYIIGPVVGTLLGACSYNLIRVTDQPIQAISYSLKLRRIRSND 273 (360
LGPAIVSGV---YKNLWVEIVSPILGALAAALIYSMLRVPNPEKPEEKNKIVLNYLYSPA 280 (360
LGPAIVMHI---YTGIWIYIIGPVIGAILGGFCYNLIRFTDKPLREISKSSTLINSFRS- 267 (360
IGPAIVKHV---YTGLWVYIVGPIVGAIAGAFAYNLLRTPEKPLDELANKGILKNSNSRN 281 (360
LGPAVAAGN---YRDLWIYLVAPTLGALAGAGTYTLVKLREDEADP---PRPVRSFRR-- 298 (360
LGPATIAANN---YKGIWIYLTAPILGALCGAGTYSAVKLPEEDADTREKPSEARSFRR-- 305 (360
LGPATIISWN---FKDIWVYITAPVIGSLAGALMFHALRIQSRPCTSTDSSTNAGLLGHSI 293 (360

FGAAVIEFNSNKVWDDQWIFWVGPFIGAAVAAAYHOYVLRAAAIKALGSFRSNPTN-———— 281 (360)
LGAATIIENKDKGWDDHWIEFWVGPFIGAALAALYHOVVIRAIPFKK-—-—-——-—-————————— 287(360)
LGAAIIENKDKGWDDHWIFWVGPFIGAALAALYHOVVIRAIPFKK-—-—----—-———————— 287(360)
LGAATIIEFNKDHAWDDHWVEWVGPFIGAALAAVYHOIVIRAIPFKARA-———-————————— 287(360)
LGAAIIENKDHAWDDHWIFWVGPFIGAALAAVYHOIVIRAIPFKARA---—-————————— 287 (360)
LGAAIVYNEDCAWYDHWIEFWVRPFIGAALAALSNOQIVIRAIPFMSKA-——-—-————————— 269 (360)
FGAAVIYNQDKAWDDOWIFWVGPFIGAAIAAFYHOYILRAAAVKALGSFRSTSNI-———— 288 (360)
FGAAVIYNQDKAWDDOWIEFWVGPLIGAAIAAFYHOYTILRASAAKALGSFRSNSNI-—---— 288 (360)
FGAAVIYNKDKAWDDQWIFWVGPFIGAAIAAFYHOYILRAAATIKALGSFRSNA-—-————— 286 (360)
FGAAVIYNKDKAWDDOWIEFWVGPFIGAAIAALYHOYTILRAAAIKALGSFRSNA-——-—-—--— 286 (360)
LGAAVIYNQDKPWDDHWIEFWVGPFIGAATAAFYHOFILRAGAVKALGSFRSNPTV————— 285(360)
LGAAVIYNQDKAWDDOQWIEWVGPFAGAATIAAFYHQOFILRAGAVKALGSFRSNPSTV---- 286 (360)
FGAAVIYNNDKAWDDHWIEWVGPFVGALAAAAYHOYTILRAAAIKALGSFRSNPTN-—---— 278 (360)
FGAAVIYNNDKIWDDHWIEWVGPFIGALAAAAYHOYILRAAAIKALGSFRSNPTN-—---— 280 (360)
FGAAVIYNNDKVWDDOQWIEFWVGPEFVGALAAAIYHOHILRGTAIKALGSFTTNN-—-———-—— 280 (360)
LGPAVIYNKKTIWDDHWIEFWAGPFLGALAAALYHOYVLRAGAAKALGSFRSNRSI———-— 285(360)
FGPALVSWS---WDNHWVYWAGPLIGGGLAGVVYELLFIGHNTHEQLPSTDY - ——————— 252 (360)
FGPALVSWS—-—--WDNHWVYWAGPLIGGGLAGLIYEFFFIGHNTHEQLPTTDY -—----—— 252 (360)
FGPALVSWD---WTNHWVYWVGPLIGGGLAGIIYNLEFITRTHEPVPSTSEF-——————— 253(360)
FGPALVSWD---WANHWVYGCI-=-=----—-——-——————- FIKKV--=-———————— - ————— 227(360)
FGPAVVSWT---WTSHWVYWVGPLIGAAIAALVYDNIYIGENAHEPLSTSDF-——————— 252 (360)
FGPAVVSWT---WTSHWVYWVGPLIGAAIAAIVYDNIFIGKNAHEPLSTNDF-—-—-----— 252 (360)
FGPAVVSWT---WDNHWVYWLGPFLGAGIAAVVYEVEFISPSTHEQLPSTEF-——————— 252 (360)
FGPAVVSWT---WDNHWVYWLGPLLGAGIAAVVYEVEFISPSTHEQFPSADF-—--—---— 252 (360)
FGPAVASGD---FHDNWIYWVGPLIGGGLAGLVYGNLYIPG-DHAPLSNEF--—-—————— 248 (360)
FGPAVASGD---FHDNWVYWVGPLIGGGVAGLIYGNLYIPS-DHAPLSSEY-—-—---—---— 248 (360)
FGPAVVSGD---FSENWIYWVGPLIGGGLAGLVYGQIFIGSYVPAPSSEDYA-——————— 250(360)
FGPAVVSGD---FSENCIYWVGPLIGGGLSGLOYGOVFIGSYSPVPSSEDYA-——-—-—-—-—— 250(360)
FGPALVGWR---WRNHWIYWLGPFVGGGLAALIYEYTVIPTDPLPHHTHHQPLAPDDY-- 257 (360)
FGPALVGWR---WRNHWIYWLGPFIRGGLAALIYR---IISSAFGT-—-—-—-—-————-—-—-—-—— 243 (360)
FGPALVSWD---WTHHWVYWVGPLIGGGLAGFIYENFFITRSHLPLPNDEETYLSTN--- 251 (360)
FGSAVIAGR---FKNQAVYWVGPLIGGTFAGLLYDNAVFPNQVPDSIRGISDGVGA---— 252 (360)
FGSAVIAGR---FKNQAVYWVGPLIGGTVAGLLYDNVVEPSQVPDSI-———— GV-————- 247 (360)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
LGPALLHGG-PLWHGHWVEWVGPFLACIIYYCYTLTEG---——-—————-—-—-—-————————— 284 (360)
LGPALLLGG-SLWDGHWVEWVGPFLACIVYYGFTLTLPKQGLVRAEKEHHITQLVLGSCY 284 (360)
IGPAVLVGG-SLWESLWVEWVGPFCASIVL-—————-—-—-—-—-—-—-————————————————— 276 (360)
IGPAVLVGG-SLWOSLWVVWVGPFCASIVL-——-—-—-—-—-—-————————————————————— 276 (360)
FGPAIIRGG-HLWNGHWVEWVGPIIASIAFAVYTKIVPSAEVHA---—-—-—————————-—— 305(360)
LGPAIVRGG-RLWDGHWVEWVGPAVSSVAFSLYTKLIPPQLSHTIF-----————————— 256 (360)
YGWAYINNWHNTWELFYVYWICPFAGATLAAWVFRYLFKAPI-KDKQA--—-—-———————— 239(360)
FGWAYVNKWHDTWEQFYVYWICPFIGAILAAWVEFRLVEFPPPAPKQKEA-——————————— 239(360)
FGWAYINKRHDTWEQFYVYWICPEFVGAILAAWVEFRLVEFPPPAPKQKKA-—————————-—— 239(360)
MGWAYARGDHITKEHILVYWLAPIEATLLAVWTFKLLVRPQKQEKEESKSKSD ——————— 240 (360)
* K



HbPIP2;1 —mmmmm—m
HbPIP2;2 = ——mmmmm
HbPIP2;3 = —mmmm—mmm
HbPIP2;4  ———mmmmm—
HbPIP2;5  —mmmmm——————
HbPIP2;6  ——————————
HbPIP2;7 = mmmmmmmm————
HbPIP2;8 W  ———mmm
HbPIP2;9  —mmmm——m
HbPIP2;10  ———mmmm—m—m—
HbTIP1;1  —mmmm—
HbTIP1;2  ———mm——m—
HbTIP1;3  —mmmm——m
HbTIP1l;4  —m—mmmmmm
HbTIP1;5 = == —
HbTIP1;6  ———mmm———
HbTIP1l;7 = ———m————— —
HbTIP1;8  —mmmmmmm
HbTIP2;1  ——mm— e —
HbTIP2;2 = —mmmmmmm
HbTIP2;3 =  ———m— - —
HbTIP2;4  —mmmmmmm
HbTIP3;1 =  ——mm——— - —
HbTIP3;2 = —mmmm—mmm
HbTIP4;1 = ———m—— o —
HbTIP5;1  —mmmmmmm
HbTIP5;2 @ ————————— —
HBNIP1;1 ~ —mmmmmmm
HbNIP1;2 = ———mm - —
HbNIP2;1 EQAHNKDPFDAL 285 (372)
HbNIP3;1 EP--———————- 282 (372)
HbNIP4;1  —mmmmmmm
HbNIP4;2 @ ———m—
HBNIP5;1  —mmmmmmm
HbNIP6;1  ——mm— e —
HbNIP7;1 AIRRS-—-——-- 298(372)
HbXIP1;1 ~  —-———- SVDED- 289(372)
HbXIP1;2 GAGFPSHVEEKV 296 (372)
HbXIP1;3 =  ——mm— e —
HbXIP1;4 @ ———m—————
HbXIP2;1 mmmmmmmm
HbXIP3;1 =  —mmmm e —
HbSIP1l;1 —mmmmmmm
HbSIP1;2  ———mmm——m—— o
HbSIP1;3 = —mmmmmmm
HbSIP2;1  ———mmm——m—— o

Additional file 5: Alignment of predicted amino acid sequences of rubber tree aquaporins with structure determined
Spinach SoPIP2;1.

Multiple alignments were performed using ClustalW2. Trans-membrane helices (TM1-TM6) and the two short
helices forming the two NPAs (HB and HE) (shaded), P,—Ps residues (shown in blue), NPA motifs (shown in red),
and ar/R selectivity filter residues (shown in green) are indicated. The highly conserved cysteine residues in XIPs
are shown in bold. The positions corresponding to S115 and S274 in SoPIP2;1 (GenBank accession number 1298)
are highlighted in . The residues corresponding to S262 in GmNOD26 (GenBank accession number
P08995) are shown in . The residues at the position corresponding to L197 from SoPIP2;1, determined to be

the key residue involved in gating (occurring just before TM5) are underlined. The numbers at the end of each line



indicate amino acid position excluding the introduced gaps (number without parentheses) or including the

introduced gaps (number in parentheses).



