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SUPPLEMENTARY INFORMATION 1 

SUPPLEMENTARY FIGURES 2 

Figure S1 3 

 4 

Schematic representation of PPV full‐length cDNA clones. Sequences of C‐terminal region 5 

of PPV‐R and PPV‐SwCM CPs are displayed below  corresponding  constructs. Mutations 6 

engineered into the casein kinase II (CK2) motif (yellow background) in constructs pICPPV‐7 

NK‐lGFP and pICPPV‐CPSwCM‐R are shown in red. 8 
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Figure S2 10 

 11 

 12 

MS/MS fragmentation spectra  identifying phosphorylations at S81, S101, S118 and T254 13 

in  the  capsid  protein  of  PPV‐R  virions  purified  from  Prunus  persica  plants.  Details  of 14 

identified phospho‐peptides are provided in Supplementary Table S3. 15 

   16 
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Figure S3 17 

 18 

Supplementary Figure S3: Alignment of coat protein (CP) sequences from representative 19 

isolates of  the  ten  strains proposed  for Plum pox  virus  (PPV). Respective  strains  are  in 20 

parentheses.  Accession  numbers  for  the  aligned  sequences  are:  R,  EF569215;  BOR‐3, 21 

AY028309;  SwCM,  sequence  not  deposited  in  a  public  repository;  RU‐30sc,  KC020126; 22 

Tat‐4, MF447180;  LV‐145bt, HQ670748;  El  Amar,  AM157175;  Ancestor, HF674399;  SK‐23 

111pl,  HF585099;  AbTk,  EU734794.  Residues  in  which  phosphorylations  (red)  and  O‐24 

R (D)    A D E R E - D E E E - V D A G K P S V V T A P A A T - S P I L Q P P P V I Q P A P R T T A S M L N P I F T P A T T Q P A  57 
BOR‐3 (Rec)   A D E K E D D E E - - V D A G K P T V V T A P A A T - V A T T Q P A P V I Q P A I Q T T T P M F N P I F T P A T T Q P A  57 
SwCM (C)   A K E G N D D D V T L V D A G K S T V T T A V S T P A V T S S Q F P P P P F P N L Q S T A P M F D P I F T P A T T Q P N  60 
RU‐30sc (CR)   A N E G N N D D V T L V D A G K S T V T T A A T T P I T T S A Q L P P P V F P Q L R S T T P M F E P I F T P A T T Q P T  60 
Tat‐4 (CV)   A N E G D D D N V T L V D A G K S T V T T A A S T P A T T S S Q L P P P P F P S L Q S T P P M F N P I F T P A T T Q P N  60 
LV‐145bt (W)   A N E E D D D S T - - V D A G R P A L P A T T P P T T T T A P Q V T A T S T Q S L Q S T T S M F N P V F T P A T T Q P S  58 
El Amar (EA)   A D E K E D D E E E - V D A G R P L V T T T Q Q P I V T T T T Q Q T P I T S A T L Q A T Q A M F N P I F T S A T T E P A  59 
Ancestor (An)  A D E K E D D E E - - V D A G K P T V V T A P A A T - V A T T Q P A P V I Q P A L Q T T A P M F N P I F T P A T T Q P A  57 
SK‐111pl (M)   A D E R E D D E E - - V D A G R P T V V T A P A A T - V A T T Q P A P V I Q P A P Q T T A P M F N P I F T P A T T Q P A  57 
AbTk (T)   A D E K E D D E E - - V G A G K P I V V T A P A A T - V A T T Q P A P L I Q P A P Q T T A P T F N P I F T P A T T Q P A  57 
 
 
R (D)    T K P V S Q V S G P Q L Q T F G T Y G N E D A S P S N S N A L V N T N R D R D V D A G S V G T F T V P R L K A M T S K L  117 
BOR‐3 (Rec)   I R P V S P I S G A T P Q S F G V Y G N E D A S P S T S N T L V N T G R D R D V D A G S I G T F A V P R L K T M T S K L  117 
SwCM (C)   V R P I A P V - V T S P F S Y G V I G N Q N V T P S S S N A L V N T R K D R D V D A G T I G T F S V P R L K S M T S K L  119 
RU‐30sc (CR)   I K P V T P P - M T S P F S Y G V I G N Q N V A P S S S N A L A N T R K E R D V D A G T V G T F S V P R L K A M T S K L  119 
Tat‐4 (CV)   V R P I A P T - T T S P F S Y G V I G N Q N V A P S S S N A L A N T R K D R D V D A G S L G T F S V P R L K T M T S K L  119 
LV‐145bt (W)   I K P S T S A - T T N P T S F G V I G N E S V A P S S S N T L A N L G R D R D V D A G S I G T F T V P R L K A M T S K L  117 
El Amar (EA)   T R T V P H T T T T T P P S F G V T G N E D T A P N A S N A L V Q T G R D R D V D A G S I G T F T V P R L K A M T S K L  119 
Ancestor (An)  T K P V S P I S G A K P Q S F G V Y G N E D V S P S T S N T L V N T G R D R D V D A G S I G T F A V P R L K A M T S K L  117 
SK‐111pl (M)   V R P A P P I S G T K P R S F G V Y G N E D A S P S T S N T L V N T G R D R D V D A G S I G T F A V P R L K T M T S K L  117 
AbTk (T)   T K P I S S I S G A T S Q S F G V Y G N E D A S P S T S N T L V N T G R D R D V D A G S I G T F A V P R L K T I T S K L  117 
 
 
R (D)    S L P K V K G K A I M N L N H L A H Y S P A Q V D L S N T R A P Q S C F Q T W Y E G V K R D Y D V T D D E M S I I L N G  177 
BOR‐3 (Rec)   S L P K V K G K A I M N L N H L A Q Y S P A Q V D L S N T R A P Q S C F Q T W Y E G V K R D Y D V T D E E M S I I L N G  177 
SwCM (C)   S L P K V R G K A I M N L S H L A H Y N P A Q T D L S N T R A P Q S C F Q T W Y E G V K R D Y D V S D D E M S I I L N G  179 
RU‐30sc (CR)   S L P K V R G K A I M N L N H L A H Y N P A Q V D L S N T R A P Q S C F Q S W Y E G V K R D Y D V S D D E M S I I L N G  179 
Tat‐4 (CV)   S L P K V K G K A I M N L N H L A R Y N P A Q V D L S N T R A P Q S C F Q T W Y E G V K R D Y D V S D D E M S I I L N G  179 
LV‐145bt (W)   S L P K V R G K A I M N L N H L A H Y N P A Q V D L S N T R A P Q S C F Q T W Y E G V K R D Y E V T D D E M S I I L N G  177 
El Amar (EA)   S L P K V K G K A I M N L N H L A F Y S P A Q V D L S N T R A P Q S C F Q T W Y E G V R R D Y D V T D D E M S I I L N G  179 
Ancestor (An)  S L P K V K G K A I M N L N H L A H Y N P A Q V D L S N T R A P Q S C F H T W Y E G V K R D Y D V T D E E M S I I L N G  177 
SK‐111pl (M)   S L P K V K G K A I M N L N H L A H Y S P A Q V D L S N T R A P Q S C F Q T W Y E G V K R D Y D V T D E E M S I I L N G  177 
AbTk (T)   S L P K V K G K A I M N L N H L A H Y S P A Q V D L S N T R A P Q S C F Q T W Y E G V K R D Y D V T D E E M S I I L N G  177 
 
R (D)    L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  237 
BOR‐3 (Rec)   L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  237 
SwCM (C)   L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  239 
RU‐30sc (CR)   L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  239 
Tat‐4 (CV)   L M V W C I E N G T S P N I N G M W I M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  239 
LV‐145bt(W)   L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  237 
El Amar (EA)   L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  239 
Ancestor (An)  L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  237 
SK‐111pl (M)   L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  237 
AbTk (T)   L M V W C I E N G T S P N I N G M W V M M D G E T Q V E Y P I K P L L D H A K P T F R Q I M A H F S N V A E A Y I E K R  237 
 
 
R (D)    N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N V Q N R L F G  297 
BOR‐3 (Rec)   N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N V Q N R L F G  297 
SwCM (C)   N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N V Q N R L F G  299 
RU‐30sc (CR)   N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N T Q N R L F G  299 
Tat‐4 (CV)   N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N T Q N R L F G  299 
LV‐145bt (W)   N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N V Q N R L F G  297 
El Amar (EA)   N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N A Q N R L F G  299 
Ancestor (An)  N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N V Q N R L F G  297 
SK‐111pl (M)   N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N V Q N R L F G  297 
AbTk (T)   N Y E K A Y M P R Y G I Q R N L T D Y S L A R Y A F D F Y E M T S T T P V R A R E A H I Q M K A A A L R N V Q N R L F G  297 
 
 
R (D)    L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  330 
BOR‐3 (Rec)   L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  330 
SwCM (C)   L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  332 
RU‐30sc (CR)   L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  332 
Tat‐4 (CV)   L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  332 
LV‐145bt (W)   L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  330 
El Amar (EA)   L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G M R G V  332 
Ancestor (An)  L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  330 
SK‐111pl (M)   L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  330 
AbTk (T)   L D G N V G T Q E E D T E R H T A G D V N R N M H N L L G V R G V  330 

gT19 gT24 pS25 gT40 gT50 gT53 gT54 

gT58 gS65 S62 pT71 pS81 pS101 pT106 

pS118 

pT254 

pT313 T304  

          

CK2 
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GlcNAcylations  (blue) had been previously  identified  in  the CP of PPV‐R virions  [1‐4], as 25 

well as the equivalent residues, potentially modifiable  in other  isolates, are highlighted. 26 

Amino acids found phosphorylated just in the CP of BOR‐3 (pS62) and SwCM (pT306) are 27 

highlighted  in orange. Casein kinase II (CK2) motif, largely conserved among potyviruses, 28 

is  shown on a  yellow background. Proteins were aligned using Clustal Omega program 29 

(European Bioinformatics Institute). 30 

   31 
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Figure S4 32 

 33 

 34 

MS/MS fragmentation spectra showing phosphorylations in the coat protein (CP) of PPV‐35 

BOR‐3  (BOR‐3‐CP)  and  PPV‐SwCM  (SwCM‐CP)  virions.  Details  of  phospho‐peptides 36 

corresponding with these spectra are provided in Table 1. 37 

   38 
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Figure S5 39 

 40 

Alignment of  coat protein  (CP)  sequences  from  the Plum pox  virus  (PPV)  isolate PPV‐R 41 

(EF569215) and Potato virus A (CAC17411). Residues in which phosphorylations (red) and 42 

O‐GlcNAcylations  (blue)  had  been  identified  in  the  CP  of  PPV‐R  virions  [1‐4]  are 43 

highlighted. Amino acids equivalents to those residues found phosphorylated  in the CPs 44 

of PPV‐BOR3 and PPV‐SwCM  (see Figure S3) are highlighted  in orange. Casein kinase  II 45 

(CK2) motif,  largely  conserved  among  potyviruses,  is  shown  on  a  yellow  background. 46 

Proteins were aligned using Clustal Omega program (European Bioinformatics Institute). 47 

   48 
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Figure S6 49 

 50 

Alignment of partial sequences of the coat protein (CP) from 79 potyvirus species. Aligned 51 

fragment spans from amino acids 282 to 329 of the CP of Plum pox virus. Casein kinase II 52 

(CK2) motif is highlighted with yellow background. Residues aligning with amino acid T243 53 

of  PVA  CP  are  in  red  font.  Amino  acids  numbering  refers  to  the  sequence  of  PPV‐R. 54 

Proteins  were  aligned  using  the  Clustal  Omega  software  (European  Bioinformatics 55 

Institute). 56 

   57 
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Supplementary Tables 58 

Table S1 59 

Table S1. Cloning of plasmids bearing mutations at casein kinase II motif of the coat protein 60 

of Plum pox virus 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

 66 

 67 

 68 

 69 

 70 

 71 

 72 

 73 

 74 

 75 

 76 

 77 

a Mutated residues are in red. 78 

b Mutations  at  T304  and  T306  of  PPV  CP  CK2  motif  were  introduced  by  site‐directed 79 

mutagenesis using three‐step PCR approach. 80 

   81 

Construct a  PCR step b  Primers  Template 

R‐T304A 

PCR1 
SM35‐F‐mut‐Ala 

pICPPV‐NK‐lGFP 
SM30‐R‐ext 

PCR2 
SM30‐F‐ext 

SM35‐R‐mut‐Ala 

PCR3 
SM30‐F‐ext 

PCR1 + PCR2 
SM30‐R‐ex 

R‐T304D 

PCR1 
SM36‐F‐mut‐Asp 

pICPPV‐NK‐lGFP 
SM30‐R‐ext 

PCR2 
SM30‐F‐ext 

SM36‐R‐mut‐Asp 

PCR3 
SM30‐F‐ext 

PCR1 + PCR2 
SM30‐R‐ex 

R‐T304N 

PCR1 
SM37‐F‐mut‐Asn 

pICPPV‐NK‐lGFP 
SM30‐R‐ext 

PCR2 
SM30‐F‐ext 

SM37‐R‐mut‐Asn 

PCR3 
SM30‐F‐ext 

PCR1 + PCR2 
SM30‐R‐ex 

SwCM‐T306A 

PCR1 
SM56‐F‐mut‐T306A 

pICPPV‐SwCMCP‐R 
SM30‐R‐ext 

PCR2 
SM59‐F‐ext 

SM56‐R‐mut‐T306A 

PCR3 
SM30‐R‐ext 

PCR1 + PCR2 
SM59‐F‐ext 

SwCM‐T306D 

PCR1 
SM57‐F‐mut‐T306D 

pICPPV‐SwCMCP‐R 
SM30‐R‐ext 

PCR2 
SM59‐F‐ext 

SM57‐R‐mut‐T306D 

PCR3 
SM30‐R‐ext 

PCR1 + PCR2 
SM59‐F‐ext 

SwCM‐T306N 

PCR1 
SM58‐F‐mut‐T306N 

pICPPV‐SwCMCP‐R 
SM30‐R‐ext 

PCR2 
SM59‐F‐ext 

SM58‐R‐mut‐T306N 

PCR3 
SM30‐R‐ext 

PCR1 + PCR2 
SM59‐F‐ext 
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Table S2 82 

Table S2. Primer list 83 

 84 

a Mutated codons in bold and underlined 85 

   86 

Primer name Sequence 

Mutator  pr imers   for  s i te ‐d i rec ted  mutagenes i s  a  

SM35‐F‐mut‐Ala 5’-TGGATGGAAACGTCGGAGCACAAGAAGAGGACACAGAG-3’  

SM35‐R‐mut‐Ala 5’-CTCTGTGTCCTCTTCTTGTGCTCCGACGTTTCCATCCA-3’  

SM36‐F‐mut‐Asp 5’-TGGATGGAAACGTCGGAGATCAAGAAGAGGACACAGAG-3’  

SM36‐R‐mut‐Asp 5’-CTCTGTGTCCTCTTCTTGATCTCCGACGTTTCCATCCA-3’  

SM37‐F‐mut‐Asn 5’-TGGATGGAAACGTCGGAAATCAAGAAGAGGACACAGAG-3’  

SM37‐R‐mut‐Asn 5’-CTCTGTGTCCTCTTCTTGATTTCCGACGTTTCCATCCA-3’  

SM56‐F‐mut‐T306A 5’-TGGATGGAAACGTCGGAGCACAAGAAGAGGACACAGAG-3’  

SM56‐R‐mut‐T306A 5’-CTCTGTGTCCTCTTCTTGTGCTCCGACGTTTCCATCCA-3’  

SM57‐F‐mut‐T306D 5’-TGGATGGAAACGTCGGAGATCAAGAAGAGGACACAGAG-3’  

SM57‐R‐mut‐T306D 5’-CTCTGTGTCCTCTTCTTGATCTCCGACGTTTCCATCCA-3’  

SM58‐F‐mut‐T306N 5’-TGGATGGAAACGTCGGAAATCAAGAAGAGGACACAGAG-3’  

SM58‐R‐mut‐T306N 5’-CTCTGTGTCCTCTTCTTGATTTCCGACGTTTCCATCCA-3’  

F lank ing  pr imers   for  s i te ‐d i rec ted  mutagenes i s  

SM30‐F‐ext 5’-AGTCCTGCACAGGTTGACTTGTCAAACAC-3’  

SM30‐R‐ext 5’-CGATTTAGGTGACACTATAGAATACAAGCTTCTAG-3’  

SM59‐F‐ext 5’-GTTTGATCCCATATTCACTCCAGCAACAAC-3’ 
Pr imers   for  ana lys i s  of  v i ra l  progen ies 

2429 5’-GTCTCTTGCACAAGAACTAT-3’ 
SM13‐lGFP 5’-TTACCTGTCCACAC-3’ 

S80 5’-TTGGGTTCTTGAACAAGC-3’ 
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Table S3 87 

Table  S3.  Phospho‐peptides  identified  in  the  coat  protein  of  Plum  pox  virus  virions 88 

purified from Prunus persica plants 89 

 90 

Summary of confident peptides and  their phosphorylated sites  identified by LC‐MS/MS, 91 

from  two biological  replicates. MS/MS spectra  identifications were carried out by using 92 

Mascot  and  Peaks  search  engines,  considering  specified  confident  threshold  scores, 93 

although manual validation was also performed. Data are available via ProteomeXchange 94 

with identifier PXD017780. 95 

a   Both  post‐translational  modifications,  phosphorylation  and  O‐GlcNAcylation,  are 96 

unambiguously  detected  in  the  identified  peptide  1‐39.  However,  y/b  fragment  ions 97 

assigning these modifications to specific residues could not be found. Phosphorylation at 98 

S25 (in green) is guessed on basis to previous results with virions purified from Nicotiana 99 

benthamiana  plants,  but  phosphorylation  in  S16  or  T19  cannot  be  ruled  out.  O‐100 

GlcNAcylation targeted one of these residues: S16, T24 or S25. 101 

b  Residues definitively found modified by phosphorylation are shown  in red (see MS/MS 102 

fragmentation spectra in Supplementary Figure S2). 103 

   104 

Peptide sequence 
Phosphorylation 

site 
start‐end  z  m/z 

Search 
engine 

Score 

A D E R E D E E E V D A G K P S V V T A P A A

T S P I L Q P P P V I Q P A P R a  
S25?  1‐39  4  1090.78  Mascot  >30 

G N E D A S P S N S N A L V N T N R D R b  S81  76‐95  3  737.65  Mascot  >40 

D V D A G S V G T F T V P R b  S101  96‐109  2  750.84 
Mascot  >50 

Peaks  >50 

A M T S K L S L P K b  S118  112‐121  2  578.29  Mascot  >25 

N L T D Y S L A R b  T254  252‐260  2  566.75 
Mascot  >40 

Peaks  >50 
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Table S4 105 

Table S4. Summary of phosphorylations affecting the coat protein (CP) of different Plum 106 

pox virus isolates, and in different hosts 107 

 108 

(M)  phosphorylation  mapped;  (?)  phosphorylation  detected  but  not  unambiguously 109 

assigned  to  that  specific  position;  (N.D.)  not  detected  phosphorylation;  (N.A.)  not 110 

applicable;  (‐)  corresponding  peptide  not  generated.  Residues  in  the  CP  of  the  SwCM 111 

isolate in listed positions of R isolate are shown in brackets. 112 

   113 

Plant host 
Strain 
Isolate 

Specific residues in PPV-R CP 

pS25 pS62 pT71 pS81 pS101 pT106 pS118 pT254 pT304 pT313 

Nicotiana 
spp. 

D 
R 

M N.D. M M M M M M N.D. M 

Rec 
BOR-3 

N.A. M N.D. M M N.D. M M N.D. N.D. 

Cherry 
SwCM 

- N.A. 
N.D. 
(S73) 

M 
(pT83) 

N.D. 
(T103) 

N.D. 
(S108) 

M 
(pS120) 

M 
(pT256) 

M 
(pT306 

N.D. 
(T315) 

Prunus 
persica 

D 
R 

? - N.D. M M N.D. M M N.D. - 
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Table S5 114 

Table S5. Infectivity of Plum pox virus mutants affected in putative phospho‐target at the 115 

casein kinase II motif of the capsid protein (CP) 116 

Inoculum a Clone a Infected / inoculated plants b 

R-T304A 
1 2/3 

2 2/3 

R-T304D 
1-1 3/3 

1-2 2/3 

R-T304N 
1 2/3 

2 2/3 

R 
1 3/3 

2 2/3 

SwCM-T306A 
1-1 4/4 

1-2 4/4 

SwCM-T306D 
1 2/4 

2 3/4 

SwCM-T306N 
1 4/4 

2 2/4 

CPSwCM-R 1 4/4 

 117 

a Nicotiana  benthamiana  plants  were manually  inoculated  with  the  DNA  of  indicated 118 

plasmids. Two independent clones per construct were used, except in the case of mutants 119 

R‐T304D  and  SwCM‐T306A  for which  two DNA  preparations  from  a  single  clone were 120 

used. 121 

b  Infectivity was estimated at 21 days post  infection, based on CP detection by Western 122 

blot analysis and IC‐RT‐PCR amplification of the viral RNA. 123 

 124 
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