
Figure	
  S1	
  	
  Iden%fica%on	
  of	
  new	
  cdc13-­‐ts	
  muta%ons,	
  part	
  I.	
  	
  Mutant	
  alleles	
  recovered	
  from	
  (A)	
  forward	
  mutagenesis	
  of	
  the	
  full	
  
length	
  CDC13	
  gene,	
  (B)	
  forward	
  mutagenesis	
  directed	
  at	
  the	
  DBD	
  of	
  CDC13	
  or	
  (C)	
  reverse	
  mutagenesis	
  of	
  the	
  DBD	
  of	
  CDC13	
  
were	
  transformed	
  into	
  a	
  cdc13-­‐∆/	
  pCEN	
  CDC13	
  URA3	
  shuffle	
  strain	
  and	
  subsequently	
  streaked	
  on	
  5-­‐FOA	
  media	
  at	
  23°,	
  to	
  
recover	
  isolates	
  which	
  had	
  lost	
  the	
  wild	
  type	
  CDC13	
  plasmid.	
  	
  The	
  resul%ng	
  strains	
  were	
  grown	
  overnight	
  in	
  culture	
  and	
  viability	
  
was	
  assessed	
  by	
  pla%ng	
  serial	
  dilu%ons	
  	
  on	
  pre-­‐warmed	
  rich	
  media	
  plates	
  and	
  photographing	
  	
  aNer	
  2.5	
  days	
  (for	
  ≥	
  28°	
  
incuba%ons)	
  or	
  4	
  days	
  (for	
  23°	
  and	
  25°).	
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Figure	
  S2	
  	
  	
  Iden%fica%on	
  of	
  new	
  cdc13-­‐ts	
  muta%ons,	
  Part	
  II.	
  	
  (A)	
  Addi%onal	
  mutant	
  alleles,	
  as	
  discussed	
  in	
  the	
  text,	
  were	
  
analyzed	
  as	
  described	
  in	
  Figure	
  S1.	
  	
  (B)	
  	
  Missense	
  muta%ons	
  iden%fied	
  in	
  a	
  panel	
  of	
  cdc13-­‐ts	
  alleles,	
  following	
  mutagenesis	
  	
  
of	
  the	
  DNA	
  binding	
  domain	
  with	
  error-­‐prone	
  PCR,	
  remissense;	
  clusters	
  of	
  residues	
  discussed	
  in	
  the	
  text	
  are	
  indicated.	
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isolate 14 N455D, T473A, D492G, I552T, F574S       
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Figure	
  S3	
  	
  	
  Viability	
  assays	
  of	
  stn1¯ˉ	
  missense	
  muta%ons.	
  	
  (A)	
  	
  Plasmids	
  carrying	
  the	
  indicated	
  Stn1	
  alleles	
  were	
  transformed	
  into	
  a	
  
stn1-­‐∆/	
  pCEN	
  STN1	
  URA3	
  shuffle	
  strain	
  and	
  subsequently	
  streaked	
  on	
  5-­‐FOA	
  media	
  at	
  23°,	
  to	
  recover	
  isolates	
  which	
  had	
  lost	
  the	
  
wild	
  type	
  STN1	
  plasmid.	
  	
  The	
  resul%ng	
  strains	
  were	
  grown	
  overnight	
  in	
  culture	
  and	
  viability	
  was	
  assessed	
  by	
  pla%ng	
  serial	
  dilu%ons	
  
of	
  two	
  isolates	
  for	
  each	
  genotype	
  on	
  pre-­‐warmed	
  rich	
  media	
  plates	
  and	
  photographing	
  	
  aNer	
  2.5	
  days	
  (for	
  ≥	
  28°	
  incuba%ons)	
  or	
  4	
  
days	
  (for	
  23°	
  and	
  25°).	
  (B)	
  Flow	
  cytometry	
  profile	
  of	
  log-­‐phase	
  cultures	
  of	
  a	
  stn1-­‐∆/p	
  stn1-­‐G77S	
  strain	
  grown	
  at	
  23°	
  and	
  36°	
  for	
  
3.5h.	
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Figure	
  S4	
  	
  	
  Telomere	
  length	
  of	
  strains	
  expressing	
  stn1¯ˉ	
  missense	
  muta%ons	
  in	
  residues	
  selected	
  for	
  reverse	
  mutagenesis	
  based	
  
on	
  either	
  (A)	
  Evolu%onary	
  Trace	
  or	
  (B)	
  posi%on	
  of	
  the	
  side-­‐chain	
  rela%ve	
  to	
  the	
  interior	
  of	
  the	
  β-­‐barrel	
  of	
  the	
  essen%al	
  N-­‐
terminal	
  OB-­‐fold	
  domain	
  of	
  Stn1;	
  stn1-­‐∆	
  strains	
  with	
  CEN	
  plasmids	
  expressing	
  the	
  indicated	
  muta%ons	
  were	
  grown	
  at	
  23°	
  prior	
  
to	
  preparing	
  genomic	
  DNA	
  for	
  telomere	
  length	
  analysis.	
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 Viable ? Te lom ere len gth 23 º 36 º 
     

I73A  Very  long  + +/- 
I73S Nea rly inv iable Ex tre mely long  +/- —  
I73Y  Very  long  + +/- to (+ ) 

     

L75 A  Med long + (+) to + 
L75 S  Very  long  (+) to + +/- to (+ ) 
L75 Y inviable  n/a    

     

I79A  Med long  ++ + 
I79S  Very  long  + to ++ (+) 
I79Y inviable  n/a    

     

I93A  Med long  ++ + 
I93S  Very  long  + +/- to (+ ) 
I93Y  Slightl y long  ++ + 

     

L97 A   Very  long  (+) +/- 
L97 S  inviable  n/a    
L97 Y   Very  long  (+) to + +/- 

     

L106 A   Wild t y pe ++ ++ 
L106 S   Wild t y pe ++ ++ 
L106 Y   Wild t y pe ++ ++ 

     

L140 A   Wild t y pe ++ ++ 
L140 S   Wild t y pe ++ ++ 
L140 Y   Wild t y pe ++ ++ 

     

V1 42A   Slightl y long  + to ++ + 
V1 42S  Nea rly inv iable  n.t. +/- —  
V1 42Y  inviable  n/a    

     

L153 A   Very  long  (+) +/- 
L153 S  inviable  n/a    
L153 Y   Very  long  (+) +/- 

     

V1 55A   Very  long  + (+) 
V1 55S  Nea rly inv iable  n.t. +/- —  
V1 55Y  inviable  n/a    

     

L158 A   Very  long  + + 
L158 S   Very  long  + + 
L158 Y   n .t.  (+) +/- 

     

G7 7A  Very  long  (+) to + +/- to + 
G7 7S   n.t.  (+) +/- 
G7 7Y Nea rly inv iable  n.t. +/- —  

     

G1 37A  + Very  long +(+) (+) 
G1 37S  + Long  ++ + 
G1 37Y  inviable  n/a    

     
 

Figure	
  S5	
  	
  	
  Summary	
  of	
  viability	
  and	
  telomere	
  length	
  of	
  a	
  panel	
  of	
  stn1¯ˉ	
  missense	
  muta%ons	
  introduced	
  into	
  11	
  hydrophobic	
  
residues	
  with	
  side-­‐chains	
  located	
  in	
  the	
  interior	
  of	
  the	
  β-­‐barrel	
  of	
  the	
  essen%al	
  N-­‐terminal	
  OB-­‐fold	
  domain	
  of	
  Stn1.	
  	
  Telomere	
  
length	
  of	
  selected	
  mutant	
  isolates	
  is	
  shown	
  in	
  Figure	
  S4.	
  The	
  results	
  for	
  mutagenesis	
  of	
  two	
  highly	
  conserved	
  glycine	
  residues	
  
are	
  also	
  included.	
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Figure	
  S6	
  	
  	
  	
  Schema%c	
  of	
  rela%ve	
  colony	
  size	
  following	
  dissec%on	
  of	
  a	
  CDC13/cdc13-­‐∆	
  RAD24/rad24-­‐∆	
  CGI121/cgi121-­‐∆	
  
diploid;	
  colony	
  size	
  is	
  roughly	
  to	
  scale,	
  with	
  red	
  dots	
  indica%ng	
  colonies	
  that	
  can	
  only	
  visulized	
  with	
  magnifica%on.	
  	
  All	
  
indicated	
  genoytpes	
  are	
  also	
  rad24-­‐∆.	
  	
  Data	
  for	
  representa%ve	
  colonies	
  indicated	
  by	
  the	
  box	
  are	
  shown	
  in	
  Figure	
  8C.	
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