Oligonucleotides used for lllumina library preparation

custom sequencing primers were used for Nextseq 500 sequencing following the manufacturer recommendations for custum primers

Name
Template switching ribo TSO-HUMI-rG3

oligonucleotides  TSO-HUMI-rG3

Reverse transcription Fluidigm
P 8 (TSOs)

C1

reverse transcription primer

PCR Fluidigm C1 biotinylated PCR primer

reverse PCR primer

forward library primer
extended forward library primer
reverse library primer

extended reverse library primer

lllumina Library primers

extended reverse library primer with plate CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT<plate index>GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

index (optional)

sequence
rGrCrArArUrGrArArGrUrCrGrCrArGrGrGrUrUrGN(6)H(4)rGrGrG
GCAATGAAGTCGCAGGGTTGN(4)H(4)rGrGrG

AGGGTAATCGTCGGTGTCCAT(30)VN

Bio-TGCGGTATCTAAAGCGGTGAG

AGGGTAATCGTCGGTGTCCA

AATGATACGGCGACCACCGAGAT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCACAGTTGAGTGCGGTATCTAAAGCGGTGAG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

Barcoded PCR Primers (FPCR Fluidigm C1)

barcode primer

barcode xxx

Custom lllumina sequencing primers

Custom read1 seq. primer
Custom read2 seq. primer
Custom index seq. Primer

Custom index 2 seq primer (only required if
multiple plates are sequenced on one lane)
Barcoded primers 96 barcodes (index sequences are bold)

barcode 1
barcode 2
barcode 3
barcode 4
barcode 5
barcode 6
barcode 7
barcode 8
barcode 9
barcode 10
barcode 11
barcode 12
barcode 13
barcode 14
barcode 15
barcode 16
barcode 17
barcode 18
barcode 19
barcode 20
barcode 21
barcode 22
barcode 23
barcode 24
barcode 25
barcode 26
barcode 27
barcode 28
barcode 29
barcode 30
barcode 31
barcode 32
barcode 33
barcode 34
barcode 35
barcode 36
barcode 37
barcode 38
barcode 39
barcode 40
barcode 41
barcode 42
barcode 43
barcode 44
barcode 45
barcode 46
barcode 47
barcode 48
barcode 49
barcode 50
barcode 51
barcode 52
barcode 53
barcode 54
barcode 55
barcode 56
barcode 57
barcode 58
barcode 59
barcode 60
barcode 61
barcode 62
barcode 63
barcode 64
barcode 65
barcode 66
barcode 67
barcode 68
barcode 69
barcode 70
barcode 71
barcode 72
barcode 73
barcode 74
barcode 75
barcode 76
barcode 77
barcode 78
barcode 79
barcode 80
barcode 81
barcode 82
barcode 83
barcode 84
barcode 85
barcode 86
barcode 87
barcode 88
barcode 89
barcode 90
barcode 91
barcode 92
barcode 93
barcode 94
barcode 95
barcode 96

sequence

TGCGGTATCTAAAGCGGTGAG<index>ACACTCTTTCCGCAATGAAGTCGCAGGGTTG

ACACTCTTTCCGCAATGAAGTCGCAGGGTTG
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
CCACAGTTGAGTGCGGTATCTAAAGCGGTGAG

CTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGAC

TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TAGCTTGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG CGATGTTTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GCCAATGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG ACAGTGGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAAAGC GGT GAG ATCACGTTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAGGATCAGCGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG CAGATCTGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TTAGGCATAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GGCTACAGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG CTTGTACTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG ACTTGATGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGACCACTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGGTTGTTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TCTCGGTTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TAAGCGTTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCCGTCTTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TGTACCTTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TTCTGTGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TCTGCTGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TTGGAGGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCGAGCGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TGATACGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGCATAGTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TTGACTCTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGCGATCTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TTCCTGCTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TAGTGACTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TACAGGATAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TCCTCAATAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGTGGTTGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TAGTCTTGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TTCCATTGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TCGAAGTGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TAACGCTGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TTGGTATGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TGAACTGGAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TACTTCGG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCTCACGG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TCAGGAGG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TAAGTTCG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCCAGTCG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TGTATGCG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCATTGAG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGGCTCAG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TATGCCAG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCAGATTC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TACTAGTC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TTCAGCTC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGTCTATC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TATGTGGCAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TTACTCGCAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCGTTAGCAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TACCGAGCAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TGTTCTCC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TTCGCACCAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TTGCGTACAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCTACGACAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGACAGACAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TAGAACACACACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TCATCCTA AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGCTGATA AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TAGACGGA AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGTGAAGA AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAAAGC GGT GAG TCTCTTCA AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG TTGTTCCA AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGAAGCCA AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAAAGC GGT GAG TACCACCA AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG TGCGTGAA ACACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GGTGAGTT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG GATCTCTTAC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GTGTCCTT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GACGGATT ACACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG GCAACATT ACACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GGTCGTGT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GAATCTGT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GTACATCT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GAGGTGCT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GCATGGCT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GTTAGCCT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GTCGCTAT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GGAATGAT ACACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GAGCCAAT AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GCTCCTTG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GTAAGGTG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GAGGATGG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GTTGTCGG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GGATTAGG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GATAGAGG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GTGTGTCG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GCAATCCG ACACT CTT TCC GCAATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GACCTTAG AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GCCTGTTC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GCACTGTC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GCTAACTC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATCTAA AGC GGT GAG GATTCATC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG
TGC GGT ATC TAA AGC GGT GAG GTCTTGGC AC ACT CTT TCC GCA ATG AAG TCG CAG GGT TG

Symbol in Supplementary Fig. 8
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-> will be read as i7 index

-> will be read as i5 index

This TSO was used for lllumina sequencing
same TSO as for lon Torrent sequencing - can be used alternatively

Different RT primer than for lon Torrent :distinct 5' and 3' PCR sequences are required for lllumina
sequencing to avoid amplification of 3' products during library preparation

Primes on TSO

Primes on RT primer
Illumina P5 sequence

[llumina P7 sequence

instead of long reverse library primer. If multiple plates are sequenced on the same lane the index
identifies the plate. Standard lllumina index sequences can be used for <index>. Not tested

Any single indexing barcode set for lllumina with 96 indices can be used. For our tube controls we used
the lllumina Truseq indices : 22, CGTACG; 23, GAGTGG; 25, ACTGAT; 27, ATTCCT,.
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