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pD454-PIPI (7096 bases, circular construct):

ctgggcggttctgataacgagtaatcgttaatccgcaaataacgtaaaaaccegettcggegggtttttttatgggoogagtitagggaaagagcatttgtcagaatatttaagggegece
tgtcactttgcttgatatatgagaattatttaaccttataaatgagaaaaaagcaacgcactttaaataagatacgttgctttttcgattgatgaacacctataattaaactattcatctattattta
tgattttttgtatatacaatatttctagtttgttaaagagaattaagaaaataaatctcgaaaataataaagggaaaatcagtttttgatatcaaaattatacatgtcaacgataatacaaaatat
aatacaaactataagatgttatcagtatttattatcatttagaataaattttgtgtcgeccttccgegaaattaatacgactcactataggggaattgtgageggataacaattccectctaga
aataattttgtttaactttttgagaccttaaagaaggagatataaa ATGCATCATCACCACCATCATAAAACTGAAGAAGGTAAACTGGTAAT
CTGGATTAACGGCGATAAAGGCTATAACGGTTTGGCTGAAGTCGGTAAGAAATTCGAGAAAGATACCGGAATTA
AAGTCACCGTTGAGCATCCGGATAAACTGGAAGAGAAATTCCCACAGGTTGCGGCAACTGGCGATGGCCCTGA
CATTATCTTCTGGGCACACGACCGCTTTGGTGGCTACGCTCAATCTGGCCTGTTGGCTGAAATCACCCCGGACA
AAGCGTTCCAGGACAAGCTGTATCCGTTTACCTGGGATGCCGTACGTTACAACGGCAAGCTGATTGCTTACCCG
ATCGCTGTTGAAGCGTTATCGCTGATTTATAACAAAGATCTGCTGCCGAACCCGCCAAAAACCTGGGAAGAGAT
CCCGGCGCTGGATAAAGAACTGAAAGCGAAAGGTAAGAGCGCGCTGATGTTCAACCTGCAAGAACCGTACTT
CACCTGGCCGCTGATTGCTGCTGACGGGGGTTATGCGTTCAAGTATGAAAACGGCAAGTACGACATTAAAGAC
GTGGGCGTGGATAACGCTGGCGCGAAAGCGGGTCTGACCTTCCTGGTTGACCTGATTAAAAACAAACACATGA
ATGCAGACACCGATTACTCCATCGCAGAAGCTGCCTTTAATAAAGGCGAAACAGCGATGACCATCAACGGCCC
GTGGGCATGGTCCAACATCGACACCAGCAAAGTGAATTATGGTGTAACGGTACTGCCGACCTTCAAGGGTCAA
CCATCCAAACCGTTCGTTGGCGTGCTGAGCGCAGGTATTAACGCCGCCAGTCCGAACAAAGAGCTGGCAAAAG
AGTTCCTCGAAAACTATCTGCTGACTGATGAAGGTCTGGAAGCGGTTAATAAAGACAAACCGCTGGGTGCCGT
AGCGCTGAAGTCTTACGAGGAAGAGTTGGCGAAAGATCCACGTATTGCCGCCACTATGGAAAACGCCCAGAA
AGGTGAAATCATGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGCTTTCTGGTATGCCGTGCGTACTGCGGTGATCAACGCCG
CCAGCGGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAGACTAATCTGGAAGTTCTTTTTAATTCGAG
CTCGAACAACAACAACAATAACAATAACAACAACCTCGGGATCGAGGGAAGGATTTCACATATGCTGGAAGTT
CTTTTTCAGGGTCCTATGATCGATCGTAGCGGCTACAAAACCATCTATACGCAAGGCCAACTGACCCAGTG
GATCGCGAAGTTAGAGGCCGCTGAGCTGTTTAGCTTCGATACCGAAACCACCTCGTTGGACTACATGCA
AGCGCGTATCGTGGGCTTGAGCTTTGCGGTTCAGAGCAATGTTGGTAGCGATGAGCAGCCGATTATCGA
AGCCGCCTATCTGCCACTGGCCCACGACTACATCGATGCACCGAAACAGCTCGATCTGACGACCACTCT
GGAGAAACTGCGCCCGCTGCTGGAGTCTGAGAAATATAAAAAAGTCGGTCAGAACCTGAAATATGACCG
TAGCGTCTTGCTGAATCACGGTATCGAGCTGAAGGGTATTAAGTTCGACACGATGCTGGAGAGCTATGT
GCTGGATTCCACCGGTCGTCATGACATGGACACCCTGGCGTTAAAGTACCTGGGCCATCAGTGCATCAG
CTTCGAAGAAATTGCTGGTAAGGGTAAAAAGCAACTGCCGTTCAATCAGATCTCCATCATTGAAGCGGC
ACCGTACGCGGCGGAAGATGCAGATGTTACGTTGCGTCTGCACTTGCAGTTGTTTGAGCAACTGAGCGC
TGAGCCGAAACTTCTGAGCGTGTTTAACAATATCGAGCTGCCGCTGTTGACGGTCCTGTCCGATATTGA
GCGTGGTGGCGTTGAGATTGATTCGGACCTGTTGACGAAACAAAGCGCGGAAATTGGCAAGCGTCTGC
TGGAACTGGAAGCACTGGCTTATGAAGAGGCCGGCAAACCGTTCAACCTGAGCTCTCCGAAACAGCTG
CAGACCATTCTGTACGATGAGCTGGAACTGCCGGTTCTGAAGAAAACCCCGAAGGGTGCGCCGAGCAC
CGCCGAGGAAGTGCTGCAAGAACTGGCATTGACGTACCCTCTGCCAAAGCTGATCATCGAGCACCGTG
GTCTG12AGCAAACTGAAAAGCACCTATACGGACAAGCTGCCGAAAATGGTTAATGAAAAGACTGGCCG
TCTGCACACCAGCTATCAACAAGCCGTGACGGTGACGGGTCGCCTGTCCTCTACGGACCCGAATCTGCA
GAATATCCCGATTCGCTCTGCAGAGGGCCGTCGTATCCGTCAAGCGTTCATTGCGCAGCCTGGTTACAA
GATCGTCGCGGCGGACTACAGCCAAATCGAGTTGCGTATCATGGCGCATCTGAGCCAGGACAAGGGCC
TGCTGGACGCATTCTCCACCGGCAAAGACATTCACAAAGCAACCGCGAGCGAAGTTTTCAGCGTTCCGC
TGGATGAAGTCACTACCGAGCAGCGCCGTTCCGCGAAGGCTATCAACTTTGGCTTGATCTATGGCATGA
GCGCGTTCGGCCTGGCGAAGCAACTCAACATTGGTCGCCACGAAGCACAGCTGTATATGGACAAATATT
TTAACCGTTACCCGGGTGTGCTGATTTACATGGAAGATACCCGCAGCCTGGCGAACGAAAAGGCTTACG
TTGAAACCATTCTGGGTAGACGTTTGCAGCTGCCGAATATTAAGAGCCGCAATGGTATGCTGAAAAAAG
CCGCGGAGCGTGCCGCGATTAACGCGCCGATGCAAGGTACCGCTGCGGATATTATCAAAAAAGCAATGA
TTGACATGGCAGACTGGATTGCGCAGAAGTCCCCGGGTAGCGTTCAAATGCTGATGCAAGTGCATGATG
AACTGGTCTTTAGCATTAAGGAAGAATTGGTCGAGAGCTACACGAAAGAAATTCAGGCCATCATGGCAA
AAGCCGCAGATCTGGATGTGCCACTGATCGCTGACGCCGGTGTCGGTGATAACTGGGACGAAGCGCAC
TAAggttagataatagggtctcaccccctagcataaccecttggggectctaaacgggtettgaggggttttttgccectgagacgegtcaatcgagttcgtacctaagggegacac
cccctaattageccgggegaaaggceccagtctttcgactgagectttegttttatttgatgectggcagttecectactctcgeatggggagtecccacactaccatcggegetacggegt
ttcacttctgagttcggcatggggtcaggtgggaccaccgegcetactgecgecaggeaaacaaggggtgttatgagecatattcaggtataaatgggctcgegataatgttcagaatt
ggttaattggttgtaacactgacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetcatgagacaataaccctgataaatgcettcaataatattgaaaaaggaagaatatgagt
attcaacatttcegtgtcgceccttattcecttttttgeggeattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggtt
acatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatccegtattgacge
cgggcaagagcaactcggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaageatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgcagtget



gccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagcetaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgategttg
ggaaccggagctgaatgaagcecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagegatggcaacaacgttgegeaaactattaactggegaactacttactctagetteee

ggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetcggeectticecggetggcetggtttattgctgataaatccggagecggtgagegtggttcteg
cggtatcatcgcagegetggggcecagatggtaageccteecgtategtagttatctacacgacggggagtcaggeaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtg
cctcactgattaagcattggtaagcggegegecatcgaatggegceaaaacctttcgeggtatggeatgatagecgeccggaagagagtcaattcagggtggtgaatatgaaaccagt

aacgttatacgatgtcgcagagtatgccggtgtetcettatcagaccgtttccegegtggtgaaccaggecagecacgtttctgcgaaaacgegggaaaaagtggaagegecgatgg

cggagctgaattacattcccaaccgegtggeacaacaactggegggceaaacagtegttgetgattggegttgecacctecagtetggecctgeacgegecgtegeaaattgtcgeg

gcgattaaatctcgegecgatcaactgggtgccagegtggtggtgtcgatggtagaacgaageggegtegaagectgtaaageggeggtgcacaatcttetcgegeaacgegtea

gtgggctgatcattaactatccgetggatgaccaggatgcecattgetgtggaagetgectgeactaatgttccggegttatttcttgatgtctctgaccagacacccatcaacagtattatt
ttctcccatgaggacggtacgegactgggcgtggageatctggtegeattgggtcaccagcaaatcgegetgttagegggceccattaagttetgtctecggegegtetgegtetggetg
gctggcataaatatctcactcgceaatcaaattcagecgatageggaacgggaaggcgactggagtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgetgaatgagggcategtte

ccactgegatgctggttgccaacgatcagatggegetgggcgeaatgegegecattaccgagtcegggetgegegttggtecggatatctcggtagtgggatacgacgataccga

agatagctcatgttatatcccgccgttaaccaccatcaaacaggattttcgectgetggggcaaaccagegtggaccgettgetgeaactctetcagggecaggeggtgaagggcaa
tcagctgttgccagtctcactggtgaaaagaaaaaccacccetggegeccaatacgecaaaccgectetecceegegegttggecgatteattaatgecagetggcacgacaggttteeeg
actggaaagcgggcagtgactcatgaccaaaatcecttaacgtgagttacgegegegtegttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatecetttttt
tctgegegtaatetgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtitgeccggatcaagagcetaccaactcetttttccgaaggtaactggettcagcagagegeaga
taccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttagcccaccacttcaagaactctgtagecaccgectacatacctecgcetctgctaatectgttaccagtggcetgctgecagtggcgataa

gtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegcageggtegggetgaacggggggttcgtgecacacageccagcettggagegaacgacctacaccga

actgagatacctacagcgtgagctatgagaaagegccacgcttcccgaagggagaaaggeggacaggtatceggtaageggeagggteggaacaggagagegeacgaggga
gcttccagggggaaacgectggtatctttatagtectgtegggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgetegtcaggggggeggagectatggaaaaacgecagea
acgcggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttctttcctgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgatacegetegeege
agccgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaageggaaggcgagagtagggaactgecaggceatcaaactaagecagaaggeccctgacggatggectttttgegt
ttctacaaactctttctgtgttgtaaaacgacggcecagtcttaagetcgggeecce

*upper cases: open reading frame of expression construct.
*upper cases + boldened: coding sequence for PIPI.



pUC19 (2686 bases, circular construct):
gacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgegeggaacccctatttgtttatttttcta
aatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgeggea
ttttgccttectgtttttgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgag
agttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatcccgtattgacgecgggcaagageaactcggtegecgceatacactattete
agaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgetgecataaccatgagtgataacactgeggcecaacttactt
ctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacga
gcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgeaaactattaactggcgaactacttactctagettcccggeaacaattaatagactggatggaggeggataaagtt
gcaggaccacttctgegetcggececttceggetggetggtttattgetgataaatctggagecggtgagegtgggtetegeggtatcattgcageactggggccagatggtaagecct
cccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtgcctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagttta
ctcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagac
cccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgccggatcaagagetaccaa
ctetttttccgaaggtaactggettcagcagagegeagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactctgtagecaccgectacatacctcgetet
gctaatcctgttaccagtggctgctgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtcgggctgaacggggggttegte
cacacagcccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgetticccgaagggagaaaggeggacaggtatceggtaa
gecggeagggtcggaacaggagagegeacgagggageticcagggggaaacgectggtatctttatagtectgtegggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgcte
gtcaggggggcggagectatggaaaaacgecagcaacgeggcectttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttetttcctgegttatcecctgattetgtggataace
gtattaccgcctttgagtgagctgataccgctegecgeagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaageggaagagegeccaatacgcaaaccgectctecce
gegegttggecgattcattaatgcagetggeacgacaggtttcecgactggaaagegggeagtgaGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCAC
TCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAA
CAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGA
GGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCcagctggcgtaatagcgaagaggcccgeaccgatcgeccttcccaa
cagttgcgcagcectgaatggegaatggegectgatgeggtattttctecttacgeatctgtgeggtatttcacaccgeatatggtgcactctcagtacaatctgetetgatgecgeatagt
taagccagecccgacacccgecaacaccegetgacgegecctgacgggcttgtetgetccecggeateecgettacagacaagetgtgacegteteccgggagetgcatgtgtcagag
gttttcaccgtcatcaccgaaacgcgega

*upper cases + boldened: reference template for polymerase error rate measurement.



atto633 RP (17 bases):
/5ATTO633N/ATTCACTGTCACGGCGC

extension_template (22 bases):
TGATGGCGCCGTGACAGTGAAT



Unique molecule indexed (UMI) primers for single-molecule polymerase error measurement:
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Name Sequence

'YX_F00 IACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTGTNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga

'YX_FO01 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGTANNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga

YX_F02 IACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATTGATNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga

'YX_F03 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGACTGGNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga

YX_F04 IACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAGTCATCNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga

'YX_F05 IACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGTCCACTGNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga
'YX_F06 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTACTGCATACNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga
YX_F07 IACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCTACTGAGTANNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga
'YX_F08 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGCAGCTCTAGTNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga
YX_F09 IACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTCCGGCAATCGGNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga
'YX_F10 IACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGAAGTCAGCGTACGNNNNNNNNNNNNNNNgcgcaacgcaattaatgtga
'YX_R00 ICGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGTANNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc

YX_RO1 CGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCAGTNNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc

'YX_R02 ICGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGCCTGNNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc

YX_R03 CGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTAGAGCANNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc
'YX_R04 ICGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTAGCTGCNNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc
YX_RO5 ICGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCATCCTCGANNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc
'YX_R06 CGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTCGACTGTCNNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc
YX_R07 CGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCGTCGATAGTNNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc
'YX_RO08 CGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTATGCGACACTCANNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtgc
'YX_R09 CGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGTACAGCTTAGANNNNNNNNNNNNNNNgcgaaagggggatgtge

VX R10

CGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACTAACTAGAGTCGNNNNNNNNNNNNNNNacaaaaaaaaaatatac
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