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(H�����"- �H� �3�'#F�z�l�k7Z- *��H4U�'� �e��#z- *��e� �'�3��()�!�$�"- �H��� � -S�l�3�'� �
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�'()�����N�!#3- *$�Z��(��'���)�n�/���3�H#$���!�	#$���F��0$��()�Z- �6[�$��#- �k7&4B- *��Z(H�	�"-X�'7
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Alignment Preprocessing
¤h�H7&��� �i- *$�N;��!�	@F�'�1���!�!;	#��3�)#-8��71-gWN�<�3�	�!�)(H�$�!�)�8(���#S�()()�����R���)Q+
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Initial Alignment Assembly
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�!�e��@��!�u- �TmF#��!��*YWi�k- *$����-n��#4V���6@$�!;	���k-v4Y���3��#$;T- *��l�'- ���B+
���D- �)�G�I*��)#T- *����9�()()�/� �)�8���!�t��7X- *$����- �	�3���H- �9��-6- *��B*$�!;	*��)�"-

�!�)QR�)�P� ���'(D*����G@4�- *$�=����@$�"-�� �$(D- ��� �=;��)#$�H�.��- �!�	#A���!;���� �k- *$� w���� �	�
- *$�G�:��� ;	�)�"-�7:� ��[�$�)#-3����@$�"-�� �$(D- ��� �)�3�/�!��()��QR�H� ���$xB�'� �u���������'�
- *$�S@F�����!�<7?�'�6- *��B�"-.�'��- �!#�;l���!�!;	#��3�)#-���LN*$�!�9����()��#$�������D� ���\- �
@1��`1b RU�3]9M�] 4,4�35�B^�M O��=LN*$�9��- *��H�=(��'���S�()(H��� �dWi*��)#l- *$�6���!;	�'+
� �k- *$�K� �$#$���	��-���7F�3�H�3����4<@1�H7&��� �h� �H���	�!Qc��#�;=�'���/��7�- *$�h���S@��!;	��+
�k- �!�)�i@1�H-vWh�)�)#n�'- �	�3���D- �<w���� �	�t��- �	�3���H- �X()��#-.���!#$���e�!#e- *��=� ���3�
�'- ���3���H-=7?���3�!�k4U�/�n#���-<*$��QR�S�H���'(H- �k4l- *$�S� �'�3�B��- �	� -g4�01�H�.xD�
�I*��)#n- *����X�(H()��� �)��- *$�=�'�!;	��� �k- *�� �!�i� �����n- �6�"-.�'��-iWi�k- *aL)b R�ZU3,	
] 4,4#35�3^�M O'�\¤h�H7&��� �u�'�����)�S@��!��#�;u- *$���'���!;�#$�3�)#-��~- *$���'�!;	��� �k- *��
�'-�- �H�30�- ��- �emF#F�u- *��3�'- ���3���H-=7��'�3�!���!�)�<- *$�'-�*F��QR�9- *$�97?�HWh�)�"-
()��#��F�!(H- ��Wi�!- *�- *$�>��- *��H�~��- �	�3���H-�7��'�3���!�!�)�8��-�- *$�>� ���3�>�!�)QR�)�1w��!#
- *$�!�N()�����	�c- *$�Z*$�!;�*$�)�"-X�!�)Q	�)�F� ����(.*$�)�e@4B- *��d����@$�"-�� �$(D- ��� �Z;	�)#/+
�H�.��- ����#����!;	�'� �k- *$�M@1�H7?�'� �Z� ��#$#$�!#�;��	�/-h�'7P�3�)�3����4$xD��LN*$�X- ��-.�'�
#c�$�6@1�H����7�()��#��$��(D- �n�!�n���Hm$#$���J�'�e- *��l#c�$�S@1�D����7�����[�$�H#$()�
()��#��F�!(H- �>@1�H-gWN�)�)#B�'- �	�3���D- �t�!#S- *��Z� �'�3�N7��'�3���k4���$���t�H�����30������
���$0�01�	���e��#C�'- �	�3���D-97?���3�!�k4U(H�	#-.���!#$�)�U- *$��p'+g��- �	�3���H- � � ¤N�
��#$� � ¤tqS�1LN*����i7��'�3�!�!4eWN���$���u()��#c-.�'�!#l�	#$�<(H�	#��$�!(H-��h- *��<()�	#/+
�F�!(H-8@1�D-vWN�H�)#B��- �	�3�>�C��#$�6qS�	���!QR�)#9- *$�h7?���3�!�k49��71p�+g�'- �	�3���D- �
� ¤tqI��#$� � �>�h��- *$�H� �NWh�	�$���S@1�t-vWN��()�	#/�F�!(H- �)�8��- �	�3�8¤hqE�'#F�
�'- ���3�>�t�h�cLN*��i���!;	�'� �k- *$� �'-�- �)�30/- �8- �dmF#F�9- *$�i�'- ���3���H-87��'�B+
�!�!���H��Wi�k- *\- *��9�����'�!���H�"-<#c�$�S@1�D�d�'7>()�	#/�F�!(H- �<�'#F�u�$����- *$�H� �'�
- *$���"-.�'��- �!#$;��'���!;�#$�3�)#-��

Alignment Assembly
5 #$(H�9- *��S�!#$�k- �����>���!�!;	#��3�)#-=*$���=@1�)�H#T�/�H- �H� �3�!#$�)���1- *$�6���!�!;	#/+
�3�)#-��������)�6@$�k4=()��#<@1�);���#��8jc�$0$01�����~- *F�'-�- *$�8���'� ;��)�"-�����@$�"-�� �$(D+
- ��� �H�N7?�	��#F�e@c4S- *$�=�!#$�k- ���������!�!;	#��3�)#-i���!;���� �k- *$� ��� �<��7����!�)�B`��
LN*$���'�����)�S@��k4e���!;	�'� �!- *�� �H�����3�!#$�)�N- *��=��- �	�3���H- �Z�'-i�!�)Q	�)�>`+2�f
��#$�z���H- �D� �3��#��)��Wi*$�H- *��H�6- *��H� �e�'� �n��#4C(H�	#��$�!(H- �nw������!#$;l- *$�
�3���'����� ����7>()��#��F�!(H-����DmF#$�)�u��@1��QR��xX@1�H-gWN�)�)#l- *��	���9�'- ���3���H- �)�
fg7~- *��H� ���'� ���F- *$���'���!;�#$�3�)#- �XWi�k- *u7?�HWh�H�=()��#��$��(D- ����� �9;��!QR�)#l�
*$�!;�*$�H�i0/� ���'� �k-v4� � #43()��#F�/���$�'- ���'- ���3���H-�w���� ���t#��	#/+g(H�	#��$�!(H- �!#$;
���G�C()��#��F�!(H- �!#�;CWi�!- *J�C*$�!;	*J0/� �!��� �k-v4$x��'-�- *$�!�e#$�HW �!�)QR�)�d�!�
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���8q=�H- �H� �3�!#$�d- *$�=�!#$�k- �����tw��H�/�!�"- ��#�;xX���!�!;	#��3�)#-X7&� ���
�!�)QR�)�k+ � ��- �	�3���H- �)�

�� � � ��� �	�
pc��kalYmNnbo � q 	 � ��� � �V� 4

/� q=�H- �H� �3�!#���()��#��F�!(H- �Z�'�3�	#$;S���HQR�)�k+ � ��- �	�3���H- �)�
£� �d�H�3�'Q	�=��#4n�'- ���3���H-X- *F��-Z()�	#/�F�!(H- �XWi�k- *

- *��=�H�/�!�"- �!#$;3�'���!;�#$�3�)#-��
�c� �G�H� ;	���'#4n� �)���'�!#$�!#$;S�'- �	�3���D- �iWi�k- *

- *��=�H�/�!�"- �!#$;3�'���!;�#$�3�)#-��>LN*$�=� �H���$�k- �!#$;
���D-d@1�H()�	�3�)�N- *��<#$�HWE�D���!�"- �!#$;��'�!��;�#$�3�)#-��

�� � � ��� �
¢c��� o ��� >:�C- *��=���H-Z��7>��- �	�3���H- �Z���X- *��

;	�!�	@$�������!�!;	#$�3�H#c-��

���!;	�/� ��¡/� � �!�!;	#��3�)#- � �����)�6@$�k4 � �!;	�'� �k- *$�

(.*$�H(D2R�)�S��;	���!#$�"->- *$�X�D���!�"- �!#$;=���!�!;	#$�3�H#c-iw���� �	�~- *��N���'� ;	�D�X�'- ���B+
���D- �.xD�Bfg7t- *$�H� �6�!����#4A()�	#/�F�!(H-�@1�H-gWN�)�H#T- *$�6(���#$�����$��- �3�'- ���B+
���D-Z��#F���'#G��- �	�3���H-X�!#�- *$�d�H�/���"- �!#�;B���!�!;	#��3�)#-��- *$�d(���#$�����$��- �
��- �	�3���H-B���6� �)�3��QR����� 5 #$(H�e- *����S�"- �)0y*F���S()�	�30����D- �����t���!�X�'7
- *���� �)���'��#��!#$;9(���#$�����$��- �<�'- ���3���H- �i�'� �<���$�/����- �9- *$�d�H�/���"- �!#�;
�'�!��;�#$�3�)#-��yLN*��u�'��;���� �k- *$� - *$�)#y�H�����3�!#��)�6- *��G��- �	�3���H- �3��-
- *��=#$�D�/-h�!��Wh�H�Z�!�)QR�)���tLN*$�)�����"- �)0$�N� �)01�)�'-i�$#- �!�F- *$�����!;	�'� �k- *$�
� �)��(.*$�)�Z�S�!��WN�H�Z�!�!�3�k-i��7~01�'- �)#- �:�'����- �	�3���H-i���!�)�=- *$�'-i�!�i��01�)()�k+
m$���S@4�- *$�X�����H��� � 0����)�F�/��+,()�c�/�i���)��(H� �!0/- ����#3��71- *��X���!;	�'� �k- *$�
�!�Z��*$��Wi#G�!#l���!;���� ��¡/�

4. VALIDATIONfg#u- *$�<7?���!����Wi�!#$;n�H�����30����H�)�FWN�90�� �)���H#c-Z- *$�<� �)�����k- ����7>���)Q	�H�.���
�D��01�D� ���3�H#c- �B- *$�'-����H� Q	�l���n�T0/� �)�!���3�!#$�'��4VQ	�'�!�:���'- �!�	#���7��	�/�
;��!�	@F�'���'���!;�#$�3�)#-d���!;	�'� �k- *$�u�

4.1 Alignment of FHA DomainsLN*��B��� � ���	���'�!#l���=��0�*$����0$*$�'+,0�� ��- �H��#A@���#$���!#$;��/�	���'��#���f,-
WN������� �!;	�!#F�'�!�!4����/�)#- �!m$���=�$���!#�;X����[�$�)#�()�>���!�!;	#$�3�H#c-t� �����,������WX+
�HQR�H���P��� � ���	���'�!#$�Z*F��QR��QR�H��4n7?�HWr(H�	#$���D� QR���G� �)���������)�Sw���#$�k4
- */� �)�t� �H���:�/�$�)�8��� �N()���30$�!�H- �)�k4<()��#$���H� Q	���Fx��'#F������[�$�)#�()�N�'�!��;�#�+
�3�H#c-d�	#��k4\���H- �)(D- ���u- *$�S(H��� �6� �H;	�!�	#��9���'- �D������7&- �H�<- *��6�"-�� ��(H+
- �/� �)�l��7B��� � ���������!#$�uWh�H� �C������Q	�����=- *��T7&�$�!�9���	���'�!#KWN���
�/�)�3�	#��"-��.�'- ���\- �u()��QR�H�S�u�S��(D*\���'� ;	�D�S� �);�����#C- *F�'#U- *$�3()�'� �
� �H;	�!�	#����C���������u�	�/�=;	�!��@F���8�'�!��;�#$�3�)#-d- �����!�!;	#A- *$��0�� �'- �)�!#$�
�d�	�$£�p���#$���h*$2��c�~LN*$�Z���!�!;	#����B� �)���$�k-N�!�>QR�H��46���!�3�������h- �=- *$�����
��@�-.�'��#����V- */� �	��;	*V����#c�F�'�i���!�!;	#$�3�H#c-u�!�H
����ILN*��G� �)�����!- ����� �
��*���Wi#u�!#l���!;	��� �B�)�/�

4.2 Alignment of Sequentially Distinct Pro-
teins�~�'�k��+,Wi�!���n�"-�� �$(H- �/�.���t���!�!;	#$�3�H#c-9;��)#$�H�.��- �)�B�u#c���S@1�H�<�'7Z01�	�"+

���!@����9����[�$�H#$()�9���!�!;	#��3�)#- �Z- *$�'-��'� ��QR�H��4n*F���.�G- �����!�!;	#A�$���!#�;
�v�$�"-�����()�'� ��#�;n����-�� �k���=L��e;	�!QR�9�	#$�6�H�����30������FWN�97?�	��#F�u- *F��-
0/� ��- �)�!#��Z0P�/@��)�R��4 ¤I��#F�e0P��@�����
.� �U;	�!QR���'#u���!�!;	#��3�)#-Z��7~
	¡
-�+g()�'� @1�	#��)�nLN*$�)����()�'��� �)��01�	#$���!#$;G� �H���:�/�$�)�9*F��QR�B�GQR�H��4\���!�B+
�!���'�S���$@��"-�� �$(H- �/� �uw����!;	��� �l���	�~- �	0FxD�uLN*��B� �)���$�k- �!#$;l���)[c���)#$(H�
�'�!��;�#$�3�)#-~�'7�- *��h����@$�"-�� �$(D- ��� �>������*$��Wi#6�!#6���!;	��� �Z�	���	@1�'-�- �	�u�
�U�=��-�- �)�30�- ���B- �6���!�!;	#G- *��)����0/� ��- �)�!#��X@F�����)�e��#n����[���)#$()�d�!#�+
7&��� ����- ����#��	#$�k4������!#$;<- *$�i��()�'� ��#�;6����-�� �!()�)�t¤N� 5 j��<� �R�B�k��¡'�
�'#F�T� � � �	£��T�!�)�/���	�D���n�d�)�k- *$�H����(H��� �!#$;l����-�� �!�lWN���6��@����B- �
;��!QR�e�G()�!���'�6� �)���$�k-��~*���WN�)QR�D�nw
�Z�)�����!- �9�	�3�k-�- ���T�����B- �u��0F�'()�
(H�	#$�"-��.�'�!#c- �.xD�
jc��[�$�)#�()�>���!�!;	#��3�)#-�*$����-vWN�X�����"�'�~�/�!�B()�$�k- �!�)�)������WT- �X(.*$������
��(H��� �!#$;C����-�� �k�y��#$�V*���W - �T�)�"- �!���'- �n;R��0Y()�	�"-���LN*$�H���G-vWh�

���!;	�/� �M�)�/� j-�� �$(H- �/�.���u�'�!��;�#$�3�)#-Y��7A-vWh����� � �/�	�����!#��)�
��� � �=�'7������F£�pnw����D7&-DxX��#$�G��� � ��7t�h*�2$��w?� �!;	*-Dx

���!;	�/� ���	���8j/�)[c���)#$(H�h�'���!;�#$�3�)#-��'7F0P�/@����	��4 ¤C��#$��0P�/@��)��
D� �
} }B�!#F�/��()�'- �)�Z�	#��=��0F�'()�	�F}��D}3�!#F�/�!(��'- �)�i�3�'� ��- *F�'#A�6��0F�'()�)�

0�� ��@$�!�)�3�Z#$���!�	#�;	�H�<�D���!�"-���#l�"-�� ��(H- ��� �D+v�'�������u����[���)#$()�6���!�!;	#/+
�3�)#-��~�C��(���#u;��!QR�<���	�!���u0F���.���3�H- �H� �X- �B(H�	#-�� �	�P- *$�<���!�3�!���'� �k+
- �!�)�>��7P- *$�X�"-�� ��(H- ��� �)�t��#$�S�k7P- *$�H� �X�!�t��#4S;	��0��!#S- *$�i����[���)#$()���
�k-l�!�u�	�3�k-�- ���I@4I�"-�� ��(H- ��� �T���!�!;	#��3�)#-�� LN*c�$�)�<�"-�� ��(H- ��� �\�!�
�3��� �e()��#$���H� QR�)�z- *$��#z����[���)#$()�e���!#$()�n���!�Z���3�!#��A��()�����S��*F�'� �
- *$��@F��(.2c@1�	#��<�"-�� �$(H- �/� �	�

4.3 Alignment using Physio-Chemical Proper-
tiesj/�!#�()�=- *$�<�"-�� ��(H- ���.�'�����!�!;	#��3�)#-d���!;	�'� �!- *�� �!#G- *��!�d0$��01�H�Z�$���H�

-�+,(���� @1�	#$�\�	#��k4�<- *$�z�������z(.*F�'��# ��#/7?�'� ���'- �!�	#��!�\�!;	#$�'� ����- �
���	�3�\�H�c- �)#-���fg#E����#4J0/� ��- �)�!#$�)�=*$��WN�)Q	�H����- *��T�������T(D*$���!#
0$���)4/�>��#3�!�301����-.�'#c-~� ���!�Z�!#S- *��)�k�t��(H- �!Qc�k-v4� � �$���!#�;=���3�!#��<��()���
()��#$�"-��.���!#- �9*$�)�!0$�9�/�H7&�.�)4\- *$�!���������S�'#F�U����(D*T()�	#��"-��.���!#- �9Wi�!�!�
���!���C*��)�!0Y���/�)#- �!7:4z� �)���������)�S- *F��-3()��#c-�� �!@���- �G�3�'� �n- *$��#l�"���"-
@F�'(D2c@1��#$���!��#�2c��#�;���#l�"-�� ��(H- ��� �������HWN�H��-�+,(��'� @1��#$�d#$�)���G- ��@1�
���!�!;	#����GWi*$�!(.*G�����F���!�k4n��01�)�����i��0n- *$��0�� �	;'�.���u�
� �8�imF#$���c�H�����30������	�!#B���!;���� �����ZWN�N��*���WV- *��h� �)�����!- �~�'7P���!�!;	#/+
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p � L��.��#$�"7&�H�.�����H�
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