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Figure S1. Pepsin treatment is not required either for efficient RNase treatment nor for PI staining.
The O. polymorpha exponentially grown cells we subjected to the fixation-Pl staining procedure
described in Materials and Methods, which includes RNase treatment (RNase), or the procedure
omitting the RNase treatment step (No treatment), or the procedure with additional pepsin
treatment step prior to the RNase treatment (Pepsin RNase).
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Figure S2. Gates for measuring the 1c and 2c



Map and sequence of the pKAM984 plasmid, scheme of its genome integration and positions
of primers 610L1 (GACGGCTAAAGCGAGTGG), SL3 (GGTGATGCTGTCGCCGAAGAAG), AU
(GGTGGAAATGAGCAGAGAGG), and AL (GGATCGTGAACAGCTTAGTGG), used for the PCR
analysis of the integration locus.

Ecl136ll-cleaved plasmid

loxP 8590-8623 ()

ORF LEU2 Ecl136ll

\\\ N . . . /! ”
7421-8512 1601 Recombination with chromosome
DN -7 ,I
orf DN —>
pKAM984 HTB2
ORF 2585-2980 ¢l
ampR 8631 bp tagGFP Als B
6127-6984 2981-3694 ——— ) G —
Set011 A
- gy oP37173750  cre-mediated recombination ¢,
ORF cre OpoMOX promoter
- Vector sequence . Chromosome - Recombination arms I loxP — PCR primers
-~

acgaagttattaggtgatggtacggtgtattgggtataattgtatattaggaatgagatttcagatcgaattagegtaactgtcgtattccagtactggtactatgttgttcgatgegetgtgeggectcatcggettgacacaacaacgtecctgtcgcaaagtaatattaggagataatattagta
gataatatttattataattatttgaaatataaaatcagtttgagctagaagcatgagatgtaaaatataattattagttacagttattatttttaccacattatactccttgaaatgcttctttattcttccacaaagctatcttgetccactgetgggecctteccttttectegecctetgtaacacegttt
cagctactatacaacaacttccatgtcatatcaaaagcattacgtcagcagctcactgecccategtaggctaaattaaatgtge caagccttcagetgtttctttggecgatatttg cagcatggagataatcattcctacggttgacaatccttccagaacctcgaaggeggecctgtg
tggcatgtttctggcaaaatttgatgtgcatacgggatatgaattaaagtggttccgatcactaaatgagtctttatatcctagcaaaggcttggaattcaaggeattgecgteggggetecact cagttgatactgacattatctgttttgttcacgaaaaaggagagecgaacctggecaacace
aagtctctattgtatggaatacttgttttcaagcagaacttatcatcgcagaagacagttgatggaaacgttgaccgaaactctgtgagaatgtactcacttggggttctggttgacccggaacacttgaacgaaacatggatgeccagagtatattcatcttgetggaactacagaaatgaatta
aacaggcttgtcacaggatttctggattccggagaggaac acaacagtctcgaacaattttggacagtccacagattcaaaggacctaatgacttgagcactaaattcaaagatatcataaaaaacgtcaatataaat tctatccaaactcttaccagtgacgag
ccacagaatgcagatagagggactagctctgagagtggcatgacctcacgcaccttagcagacaccttcacagatgggacctigccgaaaaatggcagegaattggatcaatacagtattgatgacgageacatggtcaactatcttctteccttgatggagatccteggecctttggtataceg
attgtggaagctggcattgactcgt attatttatgcaccgcaaaactctcatcgctcgatcagegagcetgtccaagatcatctactgegtttcgetgatatcgtcgattccaaaggatttgaagcetcatgttgattaaatccagggtgatccagcaggaaaccttggaacatctcaca
ccgctatacaacgtgtgtgttaacgatatcgggtttttgaagtcacaaaagaatgggttcatagectcaacttctgaccagatcattttggaaaagtcagagctcatgtggtcggagcecacagcetagaaccgatctaccaggcetacacgtggatacatggaaatcaaccaacgggtggetctettg
aaccagcgtctggaagtgattagcegatctgttgcagatgctcaaagaacagetgggacactcaaacgacgagtacctggaatttatcgtgattatgcttattggtgcagaggtgattgtgtcgatcatcaacatcattgtcgatatagtgggacaaagataatggagatgtatactacgtttgatc
tgtgaatttcttaccgaacactaatatacacttggaccctacctaatcttacaactcctgggaacccttggectttggeagettctttggaagcaactcggagttgatgtttggcaagacaccaccctgggeaatggtgacagageccaaaagcettgttcaattectcategtttctgatggecagea
acaagtgtcttgggacaattctggtcttcttgttgtctctggeagegttaccagecaactccaagatttcggeagecaagtactccaagacggceagtcaagtagactggagcaccggaaccaact ctetgagegtagttaccctttctgageaatctgtggattctaccaactgggaaggtcaaacc
agccttggaagatctggagaccgaagecttatctgeggaacctgctttaccacctttaccaccggacattttagttaatttgaaaagatgagacaggatgggggtattatcttgtatttatgttgggatgegegctttggcaaattagttccatgatttactccegegtegtgegtaaaacgagggat

gccaaatttgataggectaatttttactcgeggtggagegtaaattttgteccaacgeggteegettcatggaaaaacaatcacctacaactatataataacatcecagtcaccecaattgeect cetagatattaccttattttt ggctccaaaage cagcctccaag
geeccagee cagcegg: cgctgectectecgatget caaggccagaaaggagacctactcctectacatctacaaggttttgaagcagacccacccagacactggtatttcccagaaggctatgtccatcatgaactcattegtgaacgacate
ttcgagagaatcgcttccgaggcttccaagettgetgettacaacaaaaagtecactatttecgc ccagactgccgtgagactgatcttgectggagaattggecaageacgetgtttctgagggtaccagagetgtcactaagtacacttetgecacctetgettacatgtctggag

gtgaggagctgttcgetggaategttccagtgctgategagetggatggagacgtgeatggacacaagttctctgtgagaggtgaaggagaaggtgatgcagactacggaaagcetggagatcaagttcatetgeaccactggeaaacttccagttecttggectactcttgttaccactctgtget
atggcatccagtgcttcgcaagatacccagagcacatgaagatgaacgacttcttcaagtctgetatgccagaaggctacatccaggagagaaccatccagttccaggacgatggcaagtacaagaccagaggtgaagtgaagttcgagggtgacactctggtgaacagaatcgagetgaa

aggcaaggacttcaaggaggatggcaacatccttggacacaagetggagtattegttcaactctcacaacgtctacatcagaccagacaaagccaacaacggactggaagcecaacttcaagaccagacacaacatcgagggtggaggtgttcagettgetgaccactaccagaccaacgtge
cacttggagatggaccagtcctgattccaatcaaccactacctgtccactcagaccaagatttccaaggacagaaacgaagccagagaccacatggtecttetggagtegttetetgectgetgtcacacgcatggaatggacgagctgtacagataagatctcgacaacccttaatataacttc

gtataatgtatgctatacgaagttattaggtctagaaaacccactcgetttageegtcgegtaaaacttgtgaatctggeaactgagggggttctgeageegeaaccgaacttgtegetccgaggacgeggetggatggtggeatgtgaggctetgtttgetggegtagectacaacgtgacctta

cctaaccggacggegctacceactgetgtetgtgectgctacc caccagagcagcagagggccgatgtggcaactggtggggtgtcggacaggctgtttctccacagtgcaaatgegggtgaaccggcc aaattcttatgctaccgtgcagegactccgacatecccagt
ttttgcectacttgatcacagatggggtcagegetgecgcetaagtgtacccaaccgtecccacacggtecatctataaatactgetgecagtgeacggtggtgacatcaatccaaagttactacaagacaaatagacaagtcaagttagataaaatggtaagttgecaatgecagaggeageatg
tgcaagtgttctaacctttctagtcaatcgatgcaacgagtgatgaggttcgcaagaacctggeagatgegttcagggategecaggegttttctgageatacctggaaaatgettetgtecgtttgeeggtegtgggeggeatggtgcaagttgaataaccgggaatggtttcccgeagaacctg

aagatgttcgcggttatcttctatatcttcaggegegeggtctggeagtaaaaactatccageaacatttgggecagetaaacatgcettcategteggtecgggetgecacgaccaagtgacageaatgcetgtttcactggttatgeggeggatcagaaaagaaaacgttgatgecggtgaacgtg
caaaacaggctctagegttcgaacgcactgatttcgaccaggttegttcactcatggaaaatagegategetgecaggatatacgtaatctggeatttctggggattgettataacaccctgttacgtatagecgaaattgecaggatcagggttaaagacatctcacgtactgacggtgggagaa
tgttaatccatattggcagaacgaaaacgctggttagcaccgcaggtgtagagaaggeacttagectgggggtaactaaactggtcgagegatggattteegtctetggtgtagetgatgatecg aataactacctgttttgecgggtcagaaaaaatggtgttgecgegecatctgecaccage

cagctatcaactcgegecctggaagggatttttgaagcaactcategattgatttacggegctaaggatgactctggtcagagatacctggectggtctggacacagtgeeegtgtcggageegegegagatatggeeegegetggagtttcaataccggagatcatgeaagetggtggetggac
caatgtaaatattgtcatgaactatatccgtaacctggatagtgaaacaggggcaatggtgegectgetggaagatggegattagecattaacgegecatgtgagcaaaaggecagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggeegegttgetggegtttttecataggetcegeeccectgacg

agcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttceccctggaagetecctegtgegetetectgttccgacectgeegettaceggatacctgtecgecttteteecttcgggaagegtggegctttctcatagetcacgetgtaggta
tctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggctgtgtgeacgaaccecccegttcageecgaccgetgegecttatceggtaactategtcttgagtccaacceggtaagacacgacttat cgecactggeageagecactggtaacaggattageagagegaggtatgtaggeggtgctac
agagttcttgaagtggtggectaactacggetacactagaaggacagtatttggtatctgegetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggeaaacaaaccacegetggtageggtggtttttttgtttgecaageageagattacgege ggat

ctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgetta

atcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgectgacteeeegtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecccagtgetgeaatgataccgegagacccacgctcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggee
gagcgcagaagtggtcctgeaactttatcegectccatecagtctattaattgttgecgggaagcetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegeaacgttgttgecattgetacaggeat cgtggtgteacgetegtegtttggtatggetteattcagetecggttcccaacgatcaaggega
gttacatgatcccccatgttgtgc ggttagctectteggtectecgategttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggeageactgeataattctcttactgtcatgecatcegtaagatgcttttctgtgactggtgagtattcaaccaagtcattctgagaat
agtgtatgcggegaccgagttgetettgeccggegtcaatacgggataataccgegecacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgeacccaactgatcttcageat

cttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagggaataagggcegacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtattt aaaca
aataggggttccgegeacattteece gccacctgacgtct: cattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtcttcaagaattaactgtgggaatactcaggtatcgtaagatgcaagagttcgaatctcttagcaaccattatttttttc
ctcaacataacgagaacacacaggggcgctatcgcacagaatcaaattcgatgactggaaattttttgttaatttcagaggtcgectgacgeatatacctttttcaactgattacatttcagcaatatatatatatatttcaaggatataccattctaatgtctgeecct gtegttttge

caggtgaccacgttggtc cacagccgaagccattaaggttcttaaagctatttctgatgttegttccaatgtcaagttcgatttcgaaaatcatttaattggtggtgctgctatcgatgctacaggtgteccacttccagatgaggegetggaagectccaagaaggttgatgeegttttg
ttaggtgctgtgggtegtcectaaatggggtacaggtagtgttagacctgaacaaggtttactaaaaatccgtaaagaacttcaattgtacgccaacttaagaccatgtaactttgcatccgactctcttttagacttatctccaatcaagecacaatttgetaaaggtactgacttegttgttgtcaga
gaattagtgggaggtatttactttggtaagagaaaggaagacgatggtgatggtgtegcttgggatagtgaacaatacaccgttccagaagtgc cacaagaatggccgctttcatggecctacaacatgagecaccattgectatttggtecttggataaagctaatgttttggectcet
tcaagattatggagaaaaactgtggaggaaaccatcaagaacgaatttcctacattgaaggttcaacatcaattgattgattctgecgecatgatectagttaagaacccaacccacctaaatggtattatcatcaccagcaatatgtttggtgacatcatctec ctcegttatcccag
gttecttgggtttgttgecatetgegtecttggectctttgecagacaagaacaccgeatttggtttgtacgaaccatgecacggttctgetccagatttgecaaagaataaggtcaaccctatcgecactatcttgtctgetgeaatgatgttgaaattgtcattgaacttgectgaagaaggtaagge
cattgaagatgcagttaaaaaggttttggatgcaggtatcagaactggtgatttaggtggttccaacagtaccaccgaagtcggtgatgctgtegec t ccttgett gattctctttttttatgatatttgtacgtacaccttgtacgcagegtcgaageeggtega
gaacccttaatataacttcgtataatgtatgctatacgaagttattaggtgat
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Map and sequence of the pKAM930 plasmid.

OpaMAL1 promoter
5671-21

ORF
R-GECO
25-1275

ORF
G418R
kanR
4540-5346

pKAM930
6246 bp

21 STB locus
1355-1996

ori
3805-4414

HARS6
2098-2303

ORF LEU2 '

2375-3466

atccctcttgacaatattaattccatggtggactcgtcgagaagaaagtggaacaaggetggacacgcetgtgagagecatcggaagactgtegtctecagttgtgtctgagagaatgtacccagaggacggagceactgaagtc
ggagatcaagaagggactgagactgaaggacggaggtcactatgctgetgaggtgaagaccacctacaaagecaagaagecagtgcaactgecaggagectacatcegttgacatcaagetggacategtgtctcacaacg
aggactacaccatcgttgagcagtgtgagagagccgaaggaagacactcgactggaggaatggacgaactctacaaaggtggaactggaggttctctggtgtccaaaggagaggaagacaacatggcaatcatcaagga
gttcatgcegcttcaaggttcacatggaaggctctgtgaacggacacgagttcgagatcgaaggtgagggtgaaggtagaccatacgaagecttccagactgccaagcetgaaggtgaccaaaggtggaccacttecgtttgett
gggacatcctgtctccacagttcatgtacggatcgaaagectacatcaagceatccageagacatcccagactacttcaagetgtegtttccagaaggcttcagatgggagagagtgatgaacttcgaggatggaggcatceatce
catgtcaaccaagactcgtctctccaggatggagtgttcatctacaaggtgaagetgagaggaaccaacttccctccagatggaccagtgatgcagaagaagacgatgggatgggaagetaccagagaccaactcactgag
gaacagattgctgagttcaaggaagecttctegetgttcgacaaggatggtgatggaaccatcactaccaaggagcettggaactgtgatgagategcettggacagaatccgactgaagcagaactccaggacatgatcaacg
aggttgatgctgatggagatggaaccttcgactttcctgagttcctgaccatgatggcaagaaagatgaacgacactgactctgaggaagagatcagagaagecttcagagtgttcgacaaggatggcaatggetacategg
agctgctgaactgagacacgttatgaccgaccttggtgagaagctgactgacgaagaggtggatgagatgatcagagttgcetgacatcgacggagatggtcaggtgaactacgaggagttegtgeagatgatgactgecaag
taatggatccgaattcgagctcggtacccggggatccaagettcagetggeggecgeataggecactagtggatcetgataacgaageatctgtgcettcattttgtagaacaaaaatgcaacgcgagagegctaatttttcaaac
aaagaatctgagctgcatttttacagaacagaaatgcaacgcgaaagcegctattttaccaacgaagaatctgtgcttcatttttgtaaaacaaaaatgcaacgcgagagegctaatttttcaaacaaagaatctgagcetgeatt
tttacagaacagaaatgcaacgcgagagcgctattttaccaacaaagaatctatacttcttttttgttctacaaaaatgcatcccgagagegctatttttctaacaaagceatcttagattactttttttctectttgtgegcetctataa
tgcagtctcttgataactttttgcactgtaggtccgttaaggttagaagaaggctactttggtgtctattttctcttccataaaaaaagectgactccacttcecgegtttactgattactagecgaagetgegggtgceattttttcaag
ataaaggcatccccgattatattctataccgatgtggattgegeatactttgtgaacagaaagtgatagegttgatgattcttcattggtcagaaaattatgaacggtttcttctattttgtctctatatactaccgataccgtegate
ttgcgattaacagtcgcatgccttaaaccagcettggecacgaagtcttatttggtgacatttctgetaggetgagaaccatatggatatcggaaaattectgetattcgaaggtaatactageagttgeattgagtcttgatattat
agaagggaattgtgctgattactaaatggceccggtcatatgttgtagecttttcagagecagaaatggttgetgegaccttcaaaaaattaccacaattattaaaaaactcaaaaataaaaaatagcecatcaaacagegacc
ggtaactacaaaacctaagatcgacctcgagggggggeccggtacaaatatcataaaaaaagagaatctttttaagcaaggattttcttaacttcttcggegacageatcaccgactteggtggtactgttggaaccacctaa
atcaccagttctgatacctgcatccaaaacctttttaactgcatcttcaatggecttaccttcttcaggcaagttcaatgacaatttcaacatcattgcagcagacaagatagtggegatagggttgaccttattctttggcaaatct
ggagcagaaccgtggcatggttcgtacaaaccaaatgeggtgttcttgtctggcaaagaggccaaggacgcagatggcaacaaacccaaggaacctgggataacggaggcttcatcggagatgatgtcaccaaacatattg
ctggtgatgataataccatttaggtgggttgggttcttaactaggatcatggeggeagaatcaatcaattgatgttgaaccttcaatgtaggaaattegttcttgatggtttcctccacagtttttctecataatcttgaagaggeca
aaacattagctttatccaaggaccaaataggcaatggtggctcatgttgtagggecatgaaageggcecattcttgtgattctttgeacttctggaacggtgtattgttcactatcccaagegacaccatcaccategtcttectttet
cttaccaaagtaaatacctcccactaattctctgacaacaacgaagtcagtacctttagcaaattgtggcttgattggagataagtctaaaagagagtcggatgcaaagttacatggtcttaagttggegtacaattgaagttct
ttacggatttttagtaaaccttgttcaggtctaacactacctgtaccccatttaggaccacccacagcacctaacaaaacggcatcaaccttcttggaggcettccagegectcatctggaagtgggacacctgtageatcgatag
cagcaccaccaattaaatgattttcgaaatcgaacttgacattggaacgaacatcagaaatagctttaagaaccttaatggctteggetgtgatttcttgaccaacgtggtcacctggcaaaacgacgatcttcttaggggeag
acattagaatggtatatccttgaaatatatatatatattgctgaaatgtaatcagttgaaaaaggtatatgcgtcaggegacctctgaaattaacaaaaaatttccagtcatcgaatttgattctgtgegatagegeecctgtgtg
ttctcgttatgttgaggaaaaaaataatggttgctaagagattcgaactcttgeatcttacgatacctgagtattcccacagttaattcttgaagacgaaagggectegtgatacgectatttttataggttaatgtcatgtgagea
aaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegtigetggegtttttccataggetecgeccccctgacgageatcacaaaaatcgacgcetcaagtcagaggtggegaaacccgacaggactataaagatacca
ggcgttteccectggaagcetecctegtgegetetectgttecgaccetgecgettaccggatacctgteegecttteteecttcgggaagegtggegcetttctcatagetcacgetgtaggtatetcagttcggtgtaggtegttegete
caagctgggctgtgtgcacgaacceccegttcageccgaccgetgegecttatceggtaactategtcettgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggcageagecactggtaacaggattagcagagegaggt
atgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggcetacactagaagaacagtatttggtatcetgegcetetgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaaaccaccg
ctggtagcggtggtttttitgtttgcaagcageagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagettgege
cgtccegtcaagtcagegtaatgetcetgecagtgttacaaccaattaaccaattctgattagaaaaactcatcgageatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagcecgtttetgt
aatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatectggtatcggtetgegattecgactegtecaacatcaatacaacctattaatttccectegtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatg
agtgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggecagecattacgcetegtcatcaaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgegectgagegagacga
aatacgcgatcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggcegeaggaacactgccagegeatcaacaatgttctcaccagaatcaggatattcttctaatacctggaatgetgtttttccggggatege
agtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagaggceataaattecgtcagecagtttagtctgaccatcteatctgtaacatcattggeaacgctacctttgecatgtttcagaaacaac
tctggegceategggcttcccatacaagegatagattgtegeacctgattgeccgacattategegageccatttatacccatataaatcagceatcecatgttggaatttaatcgeggectegacgtttecegttgaatatggetcata
acaccctatattatctttgtactaaagagcaattgataatgtgcgagaaaaactggtccttatataccgtttgcageacteccteccgaactttacgaaaagtcegtgegecacctgattttcatcacgccaaagacctacacgtat
gactactccgggecgctgtttectgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagecggaagceataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaactcacattaattgegttgegcetcactgeecg
ctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagatcttcgggagtatcgcaatagaaagcaggeactgtgcagattacgegacatgatagctttgtatgttctacagactctgeegtaccactctacatataatgtgagagctctgeag
cgtcgtaatgaacacttgggttatacaagtttcctaagagecctttgacgttgattgetetggettcectacgggetcteatgtggttcaagtgactecgeagtggctageaagegtgggggtcaattacgteacttctattcatgta
ccccagactcaattgttggcagttatttcagcgagaattaaatgtgcaaattaattctegetcaaataaattaggecgtgatttaatactcgctgaaacaggatcttgtctggggtacagataacaatcaaataactattatggac
gtgcataggaggtggagceccatgacgcaaacggaaatcctctttttattttcgggaagttaggaggataccaaagegtegegetegctaaagtgatgagaatgtctttagtaagetcaagecatataaagaccctecgecteca
caatttttttatccctcttgacaat
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