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Figure S1. Distribution maps of enzymes that did not produce unique read clusters. The Y‐axis is scaled to 2 % 

of respective total read number for each lane (the numbers under the protein name give this range). Asterisks 

mark read numbers surpassing the displayed scale. Strong read clustering is co‐occuring at same genomic loci 

between samples, indicating that artifical bias was defining the library selection process. Such artificial bias can 

be introduced by the method itself, e.g. diverging retention of RNAs during filter binding. In absence of a strong, 

protein‐induced selection pressure, such effects should become more  likely  to dominate  the evolution of  the 

RNA library. 
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Figure S2. Quantitative EMSA analysis of PykF and Pgk. Different concentrations of (A )PykF or (B) Pgk were 

incubated with 700 nM radioactively labeled RNA of arbitrary unspecific sequence (see Table S5) and analyzed 

on native polyacrylamide gels. The protein concentrations are indicated above each lane. Exposure to a phosphor 

screen enabled visualization of radiolabeled RNA. The two distinct bands of free RNA indicate the formation of 

a stable secondary structure within the arbitrarily chosen sequence. Arrows indicate the starting point of the gel. 

(C, D) Band intensities were determined, and the ratio of bound RNA was plotted against protein concentrations 

in μM. The hyperbolic binding equation was fitted to the data to estimate Kd values: Kd(PykF) = 0.6 μM, Kd(Pgk) 

= 42 μM. 
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Figure S3. RNA binding of Pgk. EMSA employing 30 μM Pgk  (labelled  in red) and 7 μM of respective 32P‐

labeled RNA. Complex shifted band height is indicated. RNA sequences are listed in Table S5.  
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Figure  S4.  Features  of YffO.  (A) AlphaFold  prediction  (AlphaFoldDB,  [109,  110])  of  the  structure  of YffO. 

Suspected DNA‐binding domain colored in beige. (B) Crystal structure of Gp1 (PDB entry: 1HEF, Zhao et al. 

2010). DNA‐binding domain colored in beige. (C) Global pairwise sequence alignment between YffO and Gp1 

(emboss needle [111]). Green bar indicates the AT‐hook motif followed by the helix‐turn‐helix motif for both 

sequences.  
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Table S1. Performance of the studied proteins in high throughput studies. 
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a FC‐values are the log2‐fold change in protein intensity between crosslinked and non‐crosslinked samples, as 

detected  by mass  spectrometry.  For OOPS,  the  table  lists  the  number  of  replicates  out  of  5  that  showed 

statistically significant FC‐values >0, staying in line with original result presentation. TRAPP trialed varying UV 

dosages, data from highest irradiation is listed. All values are extracted from Urdaneta et al. [32], Shchepachev 

et al. [34], and Queiroz et al. [33]. 
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Table  S2.  List  of  genomic  loci where  significant  read  clustering  occurred  in  the MS2  coat  protein  SELEX 

experiment. 
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a read orientation relative to orientation of underlying gene  
b number of reads in this cluster divided by the total number of mapped reads 
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Table S3. List of genomic loci where significant read clustering occurred in the GapA SELEX experiment. 
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� 	3� ��� +&00�: � acuggcacagaaacaguugcguagggucgauccccaccgcgaggugc 

���!� ��� +&00�: � accguuaaacgccaguacagcuucacgcaccauauucaauugcgcuu 

�4�9� ��� +&.0�: � accguuggcggcucauuguugcagaacucgaaagugcgcaaagacgugcu 

����� �� +&(0�: � cgcacucauaacgacuacuacuacagcgugcguc 

���� �� +&)1�: � gaugccugcaacgucaacuaaaaccacaaagcuugcg 

��
�� ��� +&).�: � cacaaccagccggagagcuggauagcagaguugcuggc 

� ���� ��� +&'-�: � aauaccgaacaccacgaagucgaugauauugccgucgguau 

	��� ��� +&'-�: � guccaaaagcaacuuuucagccugacggcgacucauugccggagcuga 


� ��� �� +&%-�: � aucgcagagguauaaaacacgcugucagg 

44�!� ��� +&%+�: � gguagaccaggaaauggcccgacgcagauccgcc 

�;6� �� +&-0�: � ucauugcggacuacagcaucacugcgcaaacacgacacgaagaaaauggcggcga 

����� �� +&-0�: � uucuuccugggcagcgguggcgaguucucccagcucggcgccgaagagcguaaag 

���C� �� +&-.�: � ccugccucaugcgcgguacaagaacauaacgauuagccagcg 

48�� �� +&-)�: � agugcgaaacuucuuaaaacgaugcuac 

��
=� �� +&-'�: � ccucauuuaugcccgucuuauccguuuccgcuuugcccuucacc 

�	;�� ��� +&-'�: � uugcugcacccgucgccauuucuuuugccc 

����� �� +&-%�: � aucuuuacgugccugggcgcuguucgcauucucuuuuggcgcuucgucg 

��;<� ��� +&-%�: � uugcugaacaagaggagaaaaagcccauaaaggcgcg 

��;3� �� +&--�: � uuccuucuuuuuauucccgaccgcugcgc 

 
a RNA orientation with respect to the gene (irrespective of the gene being located at + or – strand). 
b Read numbers listed as percentage of global number of mapped reads. The table shows all hits in the GapA 

experiment with read numbers > 0.1%. 
c Transcript of genomic sequence colocalizing with apex of read cluster coverage. AU‐rich stretches are marked 

in bold and underlined. 
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Table S4. List of genomic loci where significant read clustering occurred in the ThyA SELEX experiment. 
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a RNA orientation with respect to the gene (irrespective of the gene being located at + or – strand). 
b Read numbers listed as percentage of global number of mapped reads 
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Table S5. Sequences of RNA fragments and DNA oligonucleotides used in this study. 
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GTATAATACGACTCACTATAGGGACACTCT 
TTCCCTACACGAC a 

�,����� � GTGACTGGAGTTCAGACGTG 
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A(G�4�����G����	��� �
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACT 
AAGATTAACACTCTTTCCCTACACGA 

A,G�4�����G����	��� �
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGA 
ATGTGACTGGAGTTCAAGACGTG 

 

a the underlined sequence is the T7 promoter sequence plus the first three transcribed bases (“GGG”). The 

following 20 adapter bases are added as a constant sequence to each transcript. 

 

 




