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pKAM944
8768 bp

ori
5699-6308

ORF Cas9
195-4298

ORF

G418R

kan®
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>pKAM944

ctagtttgagccgettcaattgeggeaagtccccagttttgtttggtactcccctetegectegegtgtttttgttcctecgaattgtgeatcaccctgtcacatccgtacaccateggaacactcetgetectectectttetectettaatt
gaacgtatatctaattaccctaataacaagtatcttcaaccatggacaagaagtactccattgggetcgatatcggeacaaacagegteggttgggecgtcattacggacgagtacaaggtgecgagcaaaaaattcaaagttctgggeaata
ccgatcgccacagcataaagaagaacctcattggegecctectgttcgactccggggagacggecgaagecacgeggetcaaaagaacageacggegcagatatacccgecagaaagaateggatctgetacctgeaggagatctttagtaatg
agatggctaaggtggatgactctttcttccataggetggaggagtcctttttggtggaggaggataaaaagcacgagegecacccaatctttggeaatatcgtggacgaggtggegtaccatgaaaagtacccaaccatatatcatctgagga
agaagcttgtagacagtactgataaggctgacttgeggttgatctatctcgegetggegeatatgatcaaatttcggggacacttcctcatcgagggggacctgaacccagacaacagegatgtcgacaaactctttatccaactggttcaga
cttacaatcagcttttcgaagagaacccgatcaacgcatccggagttgacgccaaagcaatcctgagegetaggetgtccaaatcccggeggetcgaaaacctcatcgecacagetccctggggagaagaagaacggectgtttggtaatctta
tcgcectgtcactegggetgacccccaactttaaatctaacttcgacctggecgaagatgecaagettcaactgagcaaagacacctacgatgatgatctcgacaatctgetggeccagatcggegaccagtacgecagacctttttttggegg
caaagaacctgtcagacgccattctgetgagtgatattctgecgagtgaacacggagatcaccaaagctccgetgagegetagtatgatcaagegetatgatgagcaccaccaagacttgactttgetgaaggcccttgtcagacagecaactge
ctgagaagtacaaggaaattttcttcgatcagtctaaaaatggctacgecggatacattgacggeggagcaagecaggaggaattttacaaatttattaageccatcttggaaaaaatggacggcaccgaggagetgetggtaaagettaaca
gagaagatctgttgcgcaaacagecgecactttcgacaatggaagcatcccccaccagattcacctgggegaactgecacgetatcctcaggeggcaagaggatttctacccctttttgaaagataacagggaaaagattgagaaaatcctcacat
ttcggataccctactatgtaggccccctegeccggggaaattccagattcgegtggatgactcgcaaatcagaagagactatcactccctggaacttcgaggaagtcgtggataagggggectetgeccagtecttcatcgaaaggatgacta
actttgataaaaatctgcctaacgaaaaggtgcttcctaaacactctetgetgtacgagtacttcacagtttataacgagctcaccaaggtcaaatacgtcacagaagggatgagaaageccagecattcctgtctggagagcagaagaaageta
tcgtggacctcctcttcaagacgaaccggaaagttaccgtgaaacagctcaaagaggactatttcaaaaagattgaatgtttcgactctgttgaaatcageggagtggaggatcgettcaacgecatccctgggaacgtatcacgatctectga
aaatcattaaagacaaggacttcctggacaatgaggagaacgaggacattcttgaggacattgtcctcacccttacgttgtttgaagatagggagatgattgaagaacgettgaaaacttacgetcatctcttcgacgacaaagtcatgaaac
agctcaagaggcgccgatatacaggatgggggeggetgtcaagaaaactgatcaatgggatccgagacaagcagagtggaaagacaatcctggattttcttaagtccgatggatttgecaaccggaacttcatgeagttgatccatgatgact
ctctcacctttaaggaggacatccagaaagcacaagtttctggccagggggacagecttcacgagecacatcgetaatcttgecaggtagecccagetatcaaaaagggaatactgecagaccgttaaggtcgtggatgaactcgtcaaagtaatgg
gaaggcataagcccgagaatatcgttatcgagatggcccgagagaaccaaactacccagaagggacagaagaacagtagggaaaggatgaagaggattgaagagggtataaaagaactggggtcccaaatccttaaggaacacccagttgaaa
acacccagcttcagaatgagaagctctacctgtactacctgecagaacggcagggacatgtacgtggatcaggaactggacatcaatcggetctccgactacgacgtggatcatatcgtgecccagtcttttctcaaagatgattctattgata
ataaagtgttgacaagatccgataaaaatagagggaagagtgataacgtcccctcagaagaagttgtcaagaaaatgaaaaattattggeggcagetgetgaacgecaaactgatcacacaacggaagttcegataatctgactaaggetgaac
gaggtggcctgtctgagttggataaagecggettcatcaaaaggeagettgttgagacacgecagatcaccaageacgtggeccaaattctegattcacgeatgaacaccaagtacgatgaaaatgacaaactgattcgagaggtgaaagtta
ttactctgaagtctaagctcgtctcagatttcagaaaggactttcagttttataaggtgagagagatcaacaattaccaccatgegecatgatgectacctgaatgecagtggtaggecactgecacttatcaaaaaatatcccaagettgaatctg
aatttgtttacggagactataaagtgtacgatgttaggaaaatgatcgcaaagtctgagcaggaaataggcaaggccaccgetaagtacttettttacagecaatattatgaattttttcaagaccgagattacactggecaatggagagattc
ggaagcgaccacttatcgaaacaaacggagaaacaggagaaatcgtgtgggacaagggtagggatttcgegacagtccggaaggtcctgtccatgecgeaggtgaacatcgttaaaaagaccgaagtacagaccggaggettctccaaggaaa
gtatcctcccgaaaaggaacagegacaagetgatcgeacge attgggaccccaagaaatacggcggattcgattctcctacagtcgettacagtgtactggttgtggccaaagtggagaaagggaagtctaaaaaactcaaaageg
tcaaggaactgctgggcatcacaatcatggagcgatcaagecttcgaaaaaaaccccatcgactttctcgaggcgaaaggatataaagaggtcaaaaaagacctcatcattaagettcccaagtactctctetttgagettgaaaacggecgga
aacgaatgctcgctagtgegggcgagetgcagaaaggtaacgagetggecactgecctctaaatacgttaatttcttgtatctggecagecactatgaaaagetcaaagggtcccccgaagataatgagcagaageagetgttcgtggaacaac
acaaacactaccttgatgagatcatcgagcaaataagcgaattctccaaaagagtgatcctcgecgacgectaacctcgataaggtgetttctgettacaataagcacagggataageccatcagggagcaggecagaaaacattatccacttgt
ttactctgaccaacttgggecgegectgeagecttcaagtacttcgacaccaccatagacagaaageggtacacctctacaaaggaggtcctggacgccacactgattcatcagtcaattacggggetctatgaaacaagaatcgacctctcte
agctcggtggagacagcagggctgaccccaagaagaagaggaaggtgtgagettcgtccgacggeggecccgacgggtccgaggetgaagettcgtacgetgecaggtcgacaacccttaatataacttcgtataatgtatgectatacgaagtta
ttaggtctctggcacgacaggtttcccgactggaaagegggcagtgagecgcaacgcaattaatgtgagttagetcactcattaggecaccccaggetttacactttatgettccggetegtatgttgtgtggaattgtgageggataacaattt
cacacaggaaacagcggcccggagtagtcatacgtgtaggtctttggegtgatgaaaatcaggtggecgecacgacttttcgtaaagttcgggagggagtgctgcaaacggtatataaggaccagtttttctcgecacattatcaattgetettta
gtacaaagataatatagggtgttatgagccatattcaacgggaaacgtcgaggecgegattaaattccaacatggatgetgatttatatgggtataaatgggctcgegataatgtcgggecaatcaggtgegacaatctatcgettgtatggga
agcccgatgegecagagttgtttctgaaacatggcaaaggtagegttgecaatgatgttacagatgagatggtcagactaaactggetgacggaatttatgectcttccgaccatcaagecattttatccgtactcctgatgatgeatggttac
tcaccactgcgatccccggaaaaacagcattccaggtattagaagaatatcctgattcaggtgaaaatattgttgatgegetggeagtgttcctgegecggttgeattegattectgtttgtaattgtecttttaacagegatcgegtattte
gtctcgctcaggegcaatcacgaatgaataacggtttggttgatgecgagtgattttgatgacgagegtaatggetggectgttgaacaagtctggaaagaaatgecataaacttttgecattctcaccggattcagtcgtcactcatggtgatt
tctcacttgataaccttatttttgacgaggggaaattaataggttgtattgatgttggacgagtcggaatcgecagaccgataccaggatcttgecatcctatggaactgecteggtgagttttctecttcattacagaaacggetttttcaaa
aatatggtattgataatcctgatatgaataaattgcagtttcatttgatgctcgatgagtttttctaatcagaattggttaattggttgtaacactggcagagecattacgetgacttgacgggacggegecaagetcatgaccaaaatccectta
acgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegtaatctgetgettgecaaacaaaaaaaccaccgectaccageggtggtttgtttgecggatcaagagetaccaac
tctttttccgaaggtaactggettcagcagagegecagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggeccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctegetctgetaatectgttaccagtggetgetgecagtgg
cgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagctatgagaaag
cgccacgcttcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggecagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccagggggaaacgectggtatctttatagtectgtegggtttcgecacctetgacttgagegtegattttt
gtgatgctcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgecagcaacgeggectttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecctttegtcttcaagaattaactgt
gggaatactcaggtatcgtaagatgcaagagttcgaatctcttagcaaccattatttttttcctcaacataacgagaacacacaggggecgctatcgcacagaatcaaattcgatgactggaaattttttgttaatttcagaggtcgectgacg
catatacctttttcaactgattacatttcagcaatatatatatatatttcaaggatataccattctaatgtctgcccctaagaagatcgtegttttgeccaggtgaccacgttggtcaagaaatcacageccgaageccattaaggttcttaaage
tatttctgatgttcgttccaatgtcaagttcgatttcgaaaatcatttaattggtggtgetgetatcgatgetacaggtgtcccacttccagatgaggegetggaagectccaagaaggttgatgecgttttgttaggtgetgtgggtggtec
taaatggggtacaggtagtgttagacctgaacaaggtttactaaaaatccgtaaagaacttcaattgtacgccaacttaagaccatgtaactttgecatccgactctcttttagacttatctccaatcaageccacaatttgetaaaggtactga
cttcgttgttgtcagagaattagtgggaggtatttactttggtaagagaaaggaagacgatggtgatggtgtcgettgggatagtgaacaatacaccgttccagaagtgcaaagaatcacaagaatggecgetttcatggecctacaacatga
gccaccattgectatttggtccttggataaagctaatgttttggectcttcaagattatggagaaaaactgtggaggaaaccatcaagaacgaatttcctacattgaaggttcaacatcaattgattgattctgecgecatgatcctagttaa
gaacccaacccacctaaatggtattatcatcaccagcaatatgtttggtgacatcatctccgatgaagectccgttatcccaggttecttgggtttgttgecatctgegtecttggectctttgeccagacaagaacaccgecatttggtttgta
cgaaccatgccacggttctgctccagatttgccaaagaataaggtcaaccctatcgeccactatcttgtctgetgcaatgatgttgaaattgtcattgaacttgectgaagaaggtaaggeccattgaagatgecagttaaaaaggttttggatge
aggtatcagaactggtgatttaggtggttccaacagtaccaccgaagtcggtgatgectgtcgccgaagaagttaagaaaatccttgettaaaaagattctetttttttatgatatttgtaccgggecccccctegaggtcgatcttaggtttt
gtagttaccggtcgctgtttgatggctattttttatttttgagttttttaataattgtggtaattttttgaaggtcgcagcaaccatttctggetctgaaaaggctacaacatatgaccggggecatttagtaatcagcacaattcecttcta
taatatcaagactcaatgcaactgctagtattaccttcgaatagcaggaattttccgatatccatatggttctcagecctagcagaaatgtcaccaaataagacttcgtggeccaagetggtttaaggecatgegactgttaatcgecaagatcgac
ggtatcggtagtatatagagacaaaatagaagaaaccgttcataattttctgaccaatgaagaatcatcaacgctatcactttctgttcacaaagtatgecgcaatccacatcggtatagaatataatcggggatgectttatcttgaaaaaat
gcacccgecagcttcgetagtaatcagtaaacgcgggaagtggagtcaggetttttttatggaagagaaaatagacaccaaagtagecttcttctaaccttaacggacctacagtgcaaaaagttatcaagagactgecattatagagegcacaa
aggagaaaaaaagtaatctaagatgctttgttagaaaaatagcgctctcgggatgecatttttgtagaacaaaaaagaagtatagattctttgttggtaaaatagegetctegegttgecatttctgttctgtaaaaatgcagetcagattettt
gtttgaaaaattagcgctctcgegttgecatttttgttttacaaaaatgaagcacagattcttcgttggtaaaatagegetttcgegttgecatttctgttctgtaaaaatgcagetcagattctttgtttgaaaaattagegetctegegttge
atttttgttctacaaaatgaagcacagatgcttcgttatcagatcca

Figure S1. Map and 5'-3' sequence of the pKAM944 plasmid
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>pKAM1005
cctttcgtcttcaagaattaactgtgggaatactcaggtatcgtaagatgcaagagttcgaatctcttageaaccattatttttttcctcaacataacgagaacacacaggggegetatcgecacagaatcaaattcgatgactggaaatttt
ttgttaatttcagaggtcgectgacgecatatacctttttcaactgattacatttcagcaatatatatatatatttcaaggatataccattctaatgtctgeccctaagaagategtegttttgecaggtgaccacgttggtcaagaaatcac
agccgaagccattaaggttcttaaagctatttctgatgttcgttccaatgtcaagttcgatttcgaaaatcatttaattggtggtgctgetategatgetacaggtgtcccacttccagatgaggegetggaagectccaagaaggttgatg
ccgttttgttaggtgctgtgggtggtcctaaatggggtacaggtagtgttagacctgaacaaggtttactaaaaatccgtaaagaacttcaattgtacgecaacttaagaccatgtaactttgeatccgactctcttttagacttatcteca
atcaagccacaatttgctaaaggtactgacttcgttgttgtcagagaattagtgggaggtatttactttggtaagagaaaggaagacgatggtgatggtgtcgettgggatagtgaacaatacaccgttccagaagtgcaaagaatcacaag
aatggccgctttcatggecctacaacatgagecaccattgectatttggtccttggataaagetaatgttttggectcttcaagattatggagaaaaactgtggaggaaaccatcaagaacgaatttcctacattgaaggttcaacatcaat
tgattgattctgccgecatgatcctagttaagaacccaacccacctaaatggtattatcatcaccagcaatatgtttggtgacatcatctccgatgaagectecgttatcccaggttecttgggtttgttgecatetgegtecttggectet
ttgccagacaagaacaccgeatttggtttgtacgaaccatgecacggttctgetccagatttgeccaaagaataaggtcaaccctatcgecactatcettgtetgetgeaatgatgttgaaattgtcattgaacttgectgaagaaggtaagge
cattgaagatgcagttaacaaactagtttgagccgettcaattgeggeaagtccccagttttgtttggtactcccctetegectegegtgtttttgttectccgaattgtgeatcaccctgtcacatccgtacaccatcggaacactetget
cctcctectttctectettaattgaacgtatatctaattaccctaataacaagtatcttcaaccatggacaagaagtactccattgggetcgatatcggeacaaacagegteggttgggecgtcattacggacgagtacaaggtgecgagea
aaaaattcaaagttctgggcaataccgatcgccacagcataaagaagaacctcattggegecctectgttcgactccggggagacggecgaagecacgeggetcaaaagaacageacggegcagatatacccgecagaaagaatcggatcetge
tacctgcaggagatctttagtaatgagatggctaaggtggatgactctttcttccataggetggaggagtectttttggtggaggaggataaaaagcacgagegecacccaatctttggeaatatcgtggacgaggtggegtaccatgaaaa
gtacccaaccatatatcatctgaggaagaagcttgtagacagtactgataaggetgacttgeggttgatctatctegegetggegeatatgatcaaatttcggggacacttcctcatcgagggggacctgaacccagacaacagegatgtcg
acaaactctttatccaactggttcagacttacaatcagcttttcgaagagaacccgatcaacgcatccggagttgacgccaaageaatcctgagegetaggetgtccaaatcccggeggetegaaaacctcategeacagetecctggggag
aagaagaacggcctgtttggtaatcttatcgecctgtcactegggetgacccccaactttaaatctaacttcgacctggecgaagatgecaagettcaactgagcaaagacacctacgatgatgatctcgacaatctgetggeccagategg
cgaccagtacgcagacctttttttggeggcaaagaacctgtcagacgecattctgetgagtgatattctgegagtgaacacggagatcaccaaagetcecgetgagegetagtatgatcaagegetatgatgageaccaccaagacttgactt
tgctgaaggeccttgtcagacagcaactgectgagaagtacaaggaaattttcttcgatcagtctaaaaatggetacgecggatacattgacggeggagecaagecaggaggaattttacaaatttattaageccatcttggaaaaaatggac
ggcaccgaggagctgetggtaaagettaacagagaagatctgttgegeaaacagegeactttcgacaatggaageatcccccaccagattcacctgggegaactgeacgetatectcaggeggeaagaggatttctacccctttttgaaaga
taacagggaaaagattgagaaaatcctcacatttcggataccctactatgtaggecccctegeccggggaaattccagattegegtggatgactcgeaaatcagaagagactatcactccctggaacttcgaggaagtcgtggataaggggg
cctctgeccagtecttcatcgaaaggatgactaactttgataaaaatctgectaacgaaaaggtgettcctaaacactctetgetgtacgagtacttcacagtttataacgagetcaccaaggtcaaatacgtcacagaagggatgagaaag
ccagcattcctgtctggagagcagaagaaagctategtggacctectcttcaagacgaaccggaaagttaccgtgaaacagctcaaagaggactatttcaaaaagattgaatgtttcgactctgttgaaatcageggagtggaggategett
caacgcatccctgggaacgtatcacgatctcctgaaaatcattaaagacaaggacttcctggacaatgaggagaacgaggacattcttgaggacattgtcctcacccttacgttgtttgaagatagggagatgattgaagaacgcttgaaaa
cttacgctcatctcttcgacgacaaagtcatgaaacagctcaagaggegecgatatacaggatgggggeggetgtcaagaaaactgatcaatgggatccgagacaagcagagtggaaagacaatcctggattttcttaagtccgatggattt
gccaaccggaacttcatgeagttgatccatgatgactctctcacctttaaggaggacatccagaaagcacaagtttctggecagggggacagecttcacgageacatcgetaatettgeaggtageccagetatcaaaaagggaatactgea
gaccgttaaggtcgtggatgaactcgtcaaagtaatgggaaggcataagcccgagaatatcgttatcgagatggeccgagagaaccaaactacccagaagggacagaagaacagtagggaaaggatgaagaggattgaagagggtataaaag
aactggggtcccaaatccttaaggaacacccagttgaaaacacccagettcagaatgagaagetctacctgtactacctgecagaacggeagggacatgtacgtggatcaggaactggacatcaatcggetctecgactacgacgtggatcat
atcgtgccccagtcttttctcaaagatgattctattgataataaagtgttgacaagatccgataaaaatagagggaagagtgataacgtcccctcagaagaagttgtcaagaaaatgaaaaattattggeggeagetgetgaacgecaaact
gatcacacaacggaagttcgataatctgactaaggctgaacgaggtggectgtctgagttggataaagecggettcatcaaaaggeagettgttgagacacgccagatcaccaageacgtggeccaaattctegattcacgecatgaacacca
agtacgatgaaaatgacaaactgattcgagaggtgaaagttattactctgaagtctaagctcgtctcagatttcagaaaggactttcagttttataaggtgagagagatcaacaattaccaccatgegeatgatgectacctgaatgeagtg
gtaggcactgcacttatcaaaaaatatcccaagettgaatctgaatttgtttacggagactataaagtgtacgatgttaggaaaatgatcgcaaagtctgagecaggaaataggcaaggecaccgetaagtacttcttttacageaatattat
gaattttttcaagaccgagattacactggccaatggagagattcggaagecgaccacttatcgaaacaaacggagaaacaggagaaatcgtgtgggacaagggtagggatttcgegacagtccggaaggtectgtccatgecgeaggtgaaca
tcgttaaaaagaccgaagtacagaccggaggcttctccaaggaaagtatcctcccgaaaaggaacagegacaagetgatcgeacgcaaaaaagattgggaccccaagaaatacggeggattegattctectacagtegettacagtgtactg
gttgtggccaaagtggagaaagggaagtctaaaaaactcaaaagegtcaaggaactgetgggeatcacaatcatggagegatcaagettcgaaaaaaaccccatcgactttctcgaggegaaaggatataaagaggtcaaaaaagacctcat
cattaagcttcccaagtactctctctttgagettgaaaacggecggaaacgaatgetegetagtgegggegagetgeagaaaggtaacgagetggeactgecctctaaatacgttaatttettgtatctggecagecactatgaaaagetca
aagggtcccccgaagataatgagcagaagcagetgttcgtggaacaacacaaacactaccttgatgagatcatcgageaaataagegaattctccaaaagagtgatcctegecgacgetaacctegataaggtgetttctgettacaataag
cacagggataagcccatcagggagcaggcagaaaacattatccacttgtttactctgaccaacttgggegegectgeagecttcaagtacttcgacaccaccatagacagaaageggtacacctctacaaaggaggtcctggacgecacact
gattcatcagtcaattacggggctctatgaaacaagaatcgacctctctcagetcggtggagacageagggetgaccccaagaagaagaggaaggtgtgagettegtccgacggeggeccgacgggtecgaggetgaagettegtacgetge
aggtcgacaacccttaatataacttcgtataatgtatgctatacgaagttattaggtctctggeacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtgagegeaacgeaattaatgtgagttagetcactcattaggeaccccaggetttaca
ctttatgcttccggetcgtatgttgtgtggaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacageggeccggagtagtcatacgtgtaggtetttggegtgatgaaaatcaggtggegeacgacttttcgtaaagttcgggagggagtgce
tgcaaacggtatataaggaccagtttttctcgeacattatcaattgetctttagtacaaagataatatagggtgttatgagecatattcaacgggaaacgtcgaggecgegattaaattccaacatggatgetgatttatatgggtataaat
gggctegegataatgtegggeaatcaggtgegacaatctategettgtatgggaageccgatgegecagagttgtttctgaaacatggeaaaggtagegttgecaatgatgttacagatgagatggtcagactaaactggetgacggaattt
atgcctcttccgaccatcaageattttatccgtactcctgatgatgeatggttactcaccactgegatccccggaaaaacageattccaggtattagaagaatatcctgattcaggtgaaaatattgttgatgegetggeagtgttectgeg
ccggttgeattcgattcctgtttgtaattgtecttttaacagegategegtatttegtctegetcaggegeaatcacgaatgaataacggtttggttgatgegagtgattttgatgacgagegtaatggetggectgttgaacaagtctgga
aagaaatgcataaacttttgccattctcaccggattcagtcegtcactcatggtgatttctcacttgataaccttatttttgacgaggggaaattaataggttgtattgatgttggacgagtcggaatcgeagaccgataccaggatcttgec
atcctatggaactgcctcggtgagttttctecttcattacagaaacggetttttcaaaaatatggtattgataatcctgatatgaataaattgeagtttcatttgatgetcgatgagtttttctaatcagaattggttaattggttgtaaca
ctggcagagcattacgctgacttgacgggacggegeaagetcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcegttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttettgagatectttttttctgegegtaatetgetgett
gcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgecggatcaagagetaccaactetttttccgaaggtaactggettcageagagegeagataccaaatactgttettctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaact
ctgtagcaccgectacatacctegetctgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtcgggetgaacggggggttegtgeacacag
cccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgettcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccaggggg
aaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtcgatttttgtgatgetcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgecagecaacgeggectttttacggttectggecttttgetggecttttgete
acatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggc

Figure S2. Map and 5'-3' sequence of the pKAM1005 plasmid
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Mlul 1918

sgRNA scaffold
2189-2264

ORF

ORF mCherry
G418R 2275-2991
kanR
6131-724
pKAM966 HDV ribozyme
3109-3150
0 6213 bp
3162-3244
Repeat
5788-5969
5' portion of
Cas9 ORF HARS6
5218-5763 4065-4270
KpLAT1
5023-5215 4372-5013

>pKAMI66
cgataatgtcgggcaatcaggtgcgacaatctatcgettgtatgggaagcccgatgegecagagttgtttctgaaacatggcaaaggtagegttgecaatgatgttacagatgagatggtcagactaaactggetgacggaatttatg
cctcttccgaccatcaagecattttatccgtactcctgatgatgeatggttactcaccactgegatccccggaaaaacagcattccaggtattagaagaatatcctgattcaggtgaaaatattgttgatgegetggeagtgttectge
gecggttgecattcgattcectgtttgtaattgtccttttaacagegatcgegtatttegtctcgetcaggegecaatcacgaatgaataacggtttggttgatgecgagtgattttgatgacgagegtaatggetggectgttgaacaagt
ctggaaagaaatgcataaacttttgccattctcaccggattcagtcgtcactcatggtgatttctcacttgataaccttatttttgacgaggggaaattaataggttgtattgatgttggacgagtcggaatcgecagaccgataccag
gatcttgccatcctatggaactgectcggtgagttttctccttcattacagaaacggetttttcaaaaatatggtattgataatcctgatatgaataaattgcagtttcatttgatgetcgatgagtttttctaatcagaattggtta
attggttgtaacactggcagagcattacgctgacttgacgggacggcgcaagctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttetg
cgcgtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgecggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagecgcagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagt
taggccaccacttcaagaactctgtagcaccgecctacatacctegetctgetaatcctgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegecageggteggg
ctgaacggggggttcgtgcacacagcccagettggagecgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgettcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeagggtcggaaca
ggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgectggtatctttatagtcctgtegggtttcgecacctctgacttgagegtcgatttttgtgatgetcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgeccagecaacgeggectttt
tacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttctttectgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetegecgecagecgaacgaccgagegecagegagtcagtgagega
ggaagcggaagagegeccaatacgcaaaccgectctecccgegegttggecgattcattaatgeagetggeacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtgagegeaacgeaattaatgtgagttagetcactcattaggeaccc
caggctttacactttatgcttccggectcgtatgttgtgtggaattgtgagecggataacaatttcacacaggaaacagectatgaccatgattacgccaagetatttaggtgacactatagaatactcaagctatgcatccaacgegtag
tcaatgtacggagttatctcaccttagtgttgttgeggtataatgtctgeagecgetgetgtctecccgactttegecgtgagatcattagacaggcaggetcttgttatatcttacaagggecatgtccagetacccaatcacgagag
gggtccggeggeagaggeactgectggaatgtccagetatccactagacagaagtttgegttccatactgtcagaggtggeattttacataacaatagtgacaaaaaataaaaaaagcaccgacteggtgecactttttcaagttgat
aacggactagccttattttaacttgctatttctagctctaaaactgagaccttacttgtatagttcatccatgeccaccagtactatgtctcccctcagecctttegtattgttcaactatcgtataatcttcattatgtgatgtaata
tcaagttttatatttacattgtaagcacctgggagctggacaggtttcttagetttgtatgtcgttttaacctcagegtcataatgtccaccatctttcaatttcaatctttgtttaatctcacccttcaaggecaccatcttcagggt
acattcgttctgaggaggcctcccageccattgtetttttttgecataaccgggecgtcagatggaaagttagttcctcttaatttgactttgtagataaattcaccatcttgeagggacgaatcctgagtcactgttaccacgecacc
gtcttcgaagttcatcacacgctcccacttaaacccttcgggaaaagataactttagatagtctggaatgtcggeggggtgettgacataagectttgacccatacatgaattgagggctaaggatatcccatgcaaatggtaatggg
ccacccttagtaacttttagcttcgeggtttgggttccttcataaggecttecttctecttcaccttctatttcaaattcatgtccatttacagaaccttccatgtgaactttgaatctcatgaactccttaatgattgecatgttgt
cttcttctcctttactgttaattaaccccatgectaggeatggtttagttcctcaccttgtegtattatactatgecgatatactatgecgatgattaattgtcaacaccgecctaggtctcaagtcccattegecacccgaaggtgt
tgcccageceggegecagegaggaggetgggaccatgecggecatetgegaattctecccteccgggatcgaaccggggaccctgagattecttataccattacagtctcatgetcttccaactgagctaaagagagatttgettaact
cttcttggaggctgcaatataaaatacagcttaaacaatatcctttactaaaggggagtaaagtaacatcatgacggaggaatagatatgacaagctctttcaacgatcaaactttaaactatacgaagattggaaccgtgatttagt
gaggtcttataagtttagtaatcggcaaccggatttgatcatataagagccattgacaaaacttacgggaatataagtttgegtggtttattacttaggtacaagaaaatgaacaaagattccccttctcctttagaacatattagaa
actttaggatgctcgcagaagatcgactacgtcgttaaggecgtttctgacagagtaaaattcttgagggaactttcaccattatgggaaatggttcaagaaggtattgacttaaactccatcaaatggtcaggtcattgagtgtttt
ttatttgttgtatttttttttttttagagaaaatcctccaatatataaattaggaatcatagtttcatgattttctgttacacctaactttttgtgtggtgeccctectecttgtcaatattaatgttaaagtgecaattetttttectt
atcacgttgagccattagtatcaatttgcttacctgtattcctttactatcctectttttctecttcttgataaatgtatgtagattgegtatatagtttecgtctaccctatgaacatattccattttgtaatttegtgtegtttcta
ttatgaatttcatttataaagtttatgtaccgggccccccctegaggtcgatcttaggttttgtagttaccggtcgetgtttgatggetattttttatttttgagttttttaataattgtggtaattttttgaaggtcgcageaacca
tttctggctctgaaaaggctacaacatatgaccggggecatttagtaatcagcacaattcccttctataatatcaagactcaatgecaactgctagtattaccttcgaatagcaggaattttccgatatccatatggttctcagectag
cagaaatgtcaccaaataagacttcgtggccaagctggtttaaggcatgcgactgttaatcgcaagatcgacggtatcggtagtatatagagacaaaatagaagaaaccgttcataattttctgaccaatgaagaatcatcaacgcta
tcactttctgttcacaaagtatgegcaatccacatcggtatagaatataatcggggatgectttatcttgaaaaaatgcacccgeagettegetagtaatcagtaaacgegggaagtggagtcaggetttttttatggaagagaaaat
agacaccaaagtagccttcttctaaccttaacggacctacagtgcaaaaagttatcaagagactgcattatagagcgcacaaaggagaaaaaaagtaatctaagatgetttgttagaaaaatagegetctegggatgeatttttgtag
aacaaaaaagaagtatagattctttgttggtaaaatagcgctctegegttgeatttctgttctgtaaaaatgcagetcagattctttgtttgaaaaattagegetctegegttgeatttttgttttacaaaaatgaageacagattct
tcgttggtaaaatagegetttegegttgeatttctgttctgtaaaaatgeagetcagattctttgtttgaaaaattagegetctegegttgeatttttgttctacaaaatgaageacagatgettegttatcagatccactagtttga
gcegettcaattgeggeaagtccccagttttgtttggtactccectetegectegegtgtttttgttectecgaattgtgeatcaccctgtecacatecgtacaccateggaacactetgetectectectttetectcttaattgaac
gtatatctaattaccctaataacaagtatcttcaaccatggacaagaagtactccattgggctcgatatcggeacaaacagegtcggttgggecgtcattacggacgagtacaaggtgecgagcaaaaaattcaaagttctgggeaat
accgatcgccacagcataaagaagaacctcattggegecctectgttcgactccggggagacggecgaagecacgeggetcaaaagaacagcacggegeagatatacccgeagaaagaatceggatctgetacctgeaggagatcettta
gtaatgagatggctaaggtggatgactctttcttccataggetggaggagtectttttggtggaggaggataaaaagcacgagegecacccaatctttggeaatatcgtggacgaggtggegtaccatgaaaagtacccaaccatata
tcatctgaggaagaagcttgtagacagtactgataaggetgacttgeggttgatctatctegegetggegeatatgatcaaatttcggggacacttcctcatcgagggggacctgaacccagacaacagegatgtcgacgtcatatgg
atccgatatcgecgtggeggecgattcattaatgeagetggeacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtgagegeaacgeaattaatgtgagttagetcactcattaggeaccccaggetttacactttatgettecggeteg
tatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacageggeccggagtagtcatacgtgtaggtctttggegtgatgaaaatcaggtggegeacgacttttcgtaaagttcgggagggagtgetgeaaacggtatat
aaggaccagtttttctcgcacattatcaattgetctttagtacaaagataatatagggtgttatgagccatattcaacgggaaacgtcgaggecgegattaaattccaacatggatgetgatttatatgggtataaatgggetceg

Figure S3. Map and 5'-3' sequence of the pKAM966 plasmid



sgRNA scaffold
272-347

ori
5146-5755

ORF
mCherry
358-1074

ORF HDV ribozyme
G418R 1192-1233
kanR KAM995 tRNA
4214-5020 p b 1245-1327
5' portion of
Cas9 ORF HARS6
3301-3846 2148-2353
KpLAT1
3106-3298 2455-3096

>pKAM995
cgcgtagtcaatgtacggagttatctcaccttagtgttgttgeggtataatgtctgeagecgetgetgtetecccgactttegecgtgagatcattagacaggeaggetettgttatatcttacaagggeatgtccagetacccaat
cacgagaggggtccggeggeagaggeactgectggaatgtccagetatccactagacagaagtttgegttccatactgtcagaggtggeattttacataacaatagtgacaaaaaataaaaaaagcaccgacteggtgecacttttt
caagttgataacggactagccttattttaacttgctatttctagetctaaaactgagaccttacttgtatagttcatccatgecaccagtactatgtctcccctcagecctttegtattgttcaactatcgtataatcttcattatg
tgatgtaatatcaagttttatatttacattgtaagcacctgggagctggacaggtttcttagetttgtatgtegttttaacctcagegtcataatgtccaccatctttcaatttcaatctttgtttaatctcacccttcaaggeacc
atcttcagggtacattcgttctgaggaggcctceccageccattgtetttttttgeataaccgggecgtcagatggaaagttagttcctcttaatttgactttgtagataaattcaccatcttgeagggacgaatcctgagtcactgt
taccacgccaccgtcttcgaagttcatcacacgetcccacttaaacccttcgggaaaagataactttagatagtctggaatgtcggeggggtgettgacataagectttgacccatacatgaattgagggetaaggatatcccatge
aaatggtaatgggccacccttagtaacttttagettcgeggtttgggttccttcataaggecttecttetecttcaccttctatttcaaattcatgtccatttacagaaccttccatgtgaactttgaatctcatgaactecttaat
gattgccatgttgtcttcttctectttactgttaattaaccccatgectaggeatggtttagttcctcaccttgtegtattatactatgecgatatactatgecgatgattaattgtcaacaccgecctaggtctcaagteccatte
gccacccgaaggtgttgeccagecggegecagegaggaggetgggaccatgecggecatctgegaattctccccteccgggatcgaaccggggaccctgagattecttataccattacagtctcatgetcttccaactgagetaaag
agagatttgcttaactcttcttggaggctgeaatataaaatacagcttaaacaatatcctttactaaaggggagtaaagtaacatcatgacggaggaatagatatgacaagctctttcaacgatcaaactttaaactatacgaagat
tggaaccgtgatttagtgaggtcttataagtttagtaatcggcaaccggatttgatcatataagagccattgacaaaacttacgggaatataagtttgegtggtttattacttaggtacaagaaaatgaacaaagattccccttcte
ctttagaacatattagaaactttaggatgctcgcagaagatcgactacgtcgttaaggecgtttctgacagagtaaaattcttgagggaactttcaccattatgggaaatggttcaagaaggtattgacttaaactccatcaaatgg
tcaggtcattgagtgttttttatttgttgtatttttttttttttagagaaaatcctccaatatataaattaggaatcatagtttcatgattttctgttacacctaactttttgtgtggtgecctectecttgtcaatattaatgtta
aagtgcaattctttttccttatcacgttgagccattagtatcaatttgettacctgtattectttactatectectttttetecttcttgataaatgtatgtagattgegtatatagtttegtctaccctatgaacatattccattt
tgtaatttcgtgtcgtttctattatgaatttcatttataaagtttatgtaccgggecccccctegaggtegatcttaggttttgtagttaccggtegetgtttgatggetattttttatttttgagttttttaataattgtggtaat
tttttgaaggtcgcagcaaccatttctggetctgaaaaggetacaacatatgaccggggecatttagtaatcageacaattcccttctataatatcaagactcaatgeaactgetagtattaccttcgaatageaggaattttecga
tatccatatggttctcagcctagcagaaatgtcaccaaataagacttcgtggecaagetggtttaaggeatgegactgttaatcgeaagatcgacggtatcggtagtatatagagacaaaatagaagaaaccgttcataattttctg
accaatgaagaatcatcaacgctatcactttctgttcacaaagtatgcgcaatccacatcggtatagaatataatcggggatgectttatcttgaaaaaatgecacccgecagettcgetagtaatcagtaaacgegggaagtggagtc
aggctttttttatggaagagaaaatagacaccaaagtagccttcttctaaccttaacggacctacagtgcaaaaagttatcaagagactgeattatagagegcacaaaggagaaaaaaagtaatctaagatgetttgttagaaaaat
agcgctctcgggatgeatttttgtagaacaaaaaagaagtatagattctttgttggtaaaatagegetctegegttgeatttetgttctgtaaaaatgeagetcagattetttgtttgaaaaattagegetctegegttgeattttt
gttttacaaaaatgaagcacagattcttcgttggtaaaatagegetttegegttgeatttctgttctgtaaaaatgeagetcagattetttgtttgaaaaattagegetctegegttgeatttttgttctacaaaatgaagcacaga
tgcttcgttatcagatccactagtttgageccgettcaattgeggeaagtccccagttttgtttggtactcccctctegectegegtgtttttgttccteccgaattgtgecatcaccctgtcacatccgtacaccatcggaacactcetg
ctcctectectttctectcttaattgaacgtatatctaattaccctaataacaagtatcttcaaccatggacaagaagtactccattgggetcgatatcggecacaaacagegteggttgggecgtcattacggacgagtacaaggtg
ccgagcaaaaaattcaaagttctgggcaataccgatcgeccacagcataaagaagaacctcattggegecctectgttcgactccggggagacggccgaagecacgeggctcaaaagaacagcacggegecagatatacccgecagaaag
aatcggatctgctacctgcaggagatctttagtaatgagatggcetaaggtggatgactctttcttccataggetggaggagtectttttggtggaggaggataaaaagcacgagegecacccaatctttggeaatatcgtggacgag
gtggcgtaccatgaaaagtacccaaccatatatcatctgaggaagaagcttgtagacagtactgataaggctgacttgeggttgatctatctcgegetggegecatatgatcaaattteggggacacttcctcatcgagggggacctg
aacccagacaacagcgatgtcgacgtcatatggatccgatatcgecgtggeggecgattcattaatgeagetggcacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtgagegcaacgcaattaatgtgagttagetcactcattagg
caccccaggctttacactttatgecttccggetegtatgttgtgtggaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacageggeccggagtagtcatacgtgtaggtctttggegtgatgaaaatcaggtggegecacgacttttc
gtaaagttcgggagggagtgctgcaaacggtatataaggaccagtttttctegcacattatcaattgetctttagtacaaagataatatagggtgttatgagecatattcaacgggaaacgtcgaggecgegattaaattccaacat
ggatgctgatttatatgggtataaatgggctcgegataatgtcgggeaatcaggtgegacaatctategettgtatgggaageccgatgegecagagttgtttctgaaacatggcaaaggtagegttgecaatgatgttacagatga
gatggtcagactaaactggctgacggaatttatgcctcttccgaccatcaagcattttatccgtactcctgatgatgecatggttactcaccactgegatccccggaaaaacagecattccaggtattagaagaatatcctgattcagg
tgaaaatattgttgatgcgctggecagtgttcctgegecggttgecattcgattecctgtttgtaattgtecttttaacagegatcgegtatttcgtctcgetcaggegecaatcacgaatgaataacggtttggttgatgegagtgattt
tgatgacgagcgtaatggctggectgttgaacaagtctggaaagaaatgeataaacttttgecattctcaccggattcagtegtcactcatggtgatttctcacttgataaccttatttttgacgaggggaaattaataggttgtat
tgatgttggacgagtcggaatcgcagaccgataccaggatcttgecatcctatggaactgecteggtgagttttctecttcattacagaaacggetttttcaaaaatatggtattgataatcctgatatgaataaattgecagtttca
tttgatgctcgatgagtttttctaatcagaattggttaattggttgtaacactggcagagcattacgectgacttgacgggacggegecaagetcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgta
gaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegtaatctgetgettgecaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgecggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactggettcageaga
gcgcagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttacecgggttg
gactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggetgaacggggggttcgtgecacacageccagettggagecgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgettcccgaaggg
agaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagegecacgagggagettccagggggaaacgectggtatctttatagtcctgtegggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcegtca
ggggegeggagectatggaaaaacgecagcaacgeggectttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatg

Figure S4. Map and 5'-3' sequence of the pKAM995 plasmid



ORF G418f/kan®

5' portion of Cas9 ORF
7151-724

6238-6783
KpLAT1 promoter
6043-6235

ori
2u STB locus 850-1459
5392-6033
pKAM977
HARS6
5085-5290 7233 bp
ORF ScLEU2
1798-2889
tRNA
4182-4264

sgRNA scaffold
3209-3284

HDV ribozyme
4012-4089

ORF
mCherry
3295-4011

>pKAM977
cgataatgtcgggcaatcaggtgcgacaatctatcgettgtatgggaagcccgatgegecagagttgtttctgaaacatggcaaaggtagegttgeccaatgatgttacagatgagatggtcagactaaactggetgacggaattta
tgcctcttccgaccatcaageattttatccgtactcctgatgatgecatggttactcaccactgegatccccggaaaaacagecattccaggtattagaagaatatcctgattcaggtgaaaatattgttgatgegetggeagtgttce
ctgcgecggttgeattcgattectgtttgtaattgtecttttaacagegategegtatttegtctegetcaggegcaatcacgaatgaataacggtttggttgatgegagtgattttgatgacgagegtaatggetggectgttga
acaagtctggaaagaaatgcataaacttttgccattctcaccggattcagtcgtcactcatggtgatttctcacttgataaccttatttttgacgaggggaaattaataggttgtattgatgttggacgagtcggaatcgecagacc
gataccaggatcttgccatcctatggaactgectcggtgagttttctecttcattacagaaacggctttttcaaaaatatggtattgataatcctgatatgaataaattgcagtttcatttgatgctcgatgagtttttctaatca
gaattggttaattggttgtaacactggcagagcattacgctgacttgacgggacggecgcaagectcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagat
cctttttttctgegegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttgtttgecggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagegecagataccaaatactgttettet
agtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctcgetctgetaatcctgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggata
aggcgcagcggtcgggetgaacggggggttegtgreacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgettcccgaagggagaaaggeggacaggtatecggta
agcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgectggtatctttatagtectgtegggtttcgecacctectgacttgagegtegatttttgtgatgctcgtcaggggggeggagectatggaaaaa
cgccagcaacgeggectttttacggttectggecttttgetggecttttgetcacatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecctttegtcttcaagaattaactgtgggaatactcaggtatcgtaagatgcaag
agttcgaatctcttagcaaccattatttttttcctcaacataacgagaacacacaggggcgctatcgcacagaatcaaattcgatgactggaaattttttgttaatttcagaggtcgectgacgcatatacctttttcaactgatt
acatttcagcaatatatatatatatttcaaggatataccattctaatgtctgcccctaagaagatcgtcgttttgeccaggtgaccacgttggtcaagaaatcacagccgaagecattaaggttcttaaagetatttctgatgttceg
ttccaatgtcaagttcgatttcgaaaatcatttaattggtggtgetgetatcgatgetacaggtgtcccacttccagatgaggegetggaagectccaagaaggttgatgecgttttgttaggtgetgtgggtggtcctaaatggg
gtacaggtagtgttagacctgaacaaggtttactaaaaatccgtaaagaacttcaattgtacgccaacttaagaccatgtaactttgcatccgactctcttttagacttatctccaatcaagccacaatttgctaaaggtactgac
ttcgttgttgtcagagaattagtgggaggtatttactttggtaagagaaaggaagacgatggtgatggtgtcgettgggatagtgaacaatacaccgttccagaagtgcaaagaatcacaagaatggecgetttcatggecctaca
acatgagccaccattgcctatttggtccttggataaagctaatgttttggectcttcaagattatggagaaaaactgtggaggaaaccatcaagaacgaatttcctacattgaaggttcaacatcaattgattgattctgecgeca
tgatcctagttaagaacccaacccacctaaatggtattatcatcaccagcaatatgtttggtgacatcatctccgatgaagectecgttatcccaggttecttgggtttgttgecatctgegtecttggectetttgecagacaag
aacaccgcatttggtttgtacgaaccatgccacggttctgectccagatttgeccaaagaataaggtcaaccctatcgecactatcttgtctgetgecaatgatgttgaaattgtcattgaacttgectgaagaaggtaaggecattga
agatgcagttaaaaaggttttggatgcaggtatcagaactggtgatttaggtggttccaacagtaccaccgaagtcggtgatgctgtcgccgaagaagttaagaaaatccttgettaaaaagattctetttttttatgatatttgt
accgggccccccctcgacgegtagtcaatgtacggagttatctcaccttagtgttgttgeggtataatgtctgecagecgetgetgtetecccgactttegecgtgagatcattagacaggecaggetcttgttatatcttacaaggg
catgtccagctacccaatcacgagaggggtccggeggcagaggcactgectggaatgtccagetatccactagacagaagtttgegttccatactgtcagaggtggeattttacataacaatagtgacaaaaaataaaaaaagcac
cgactcggtgccactttttcaagttgataacggactagecttattttaacttgetatttctagectctaaaactgagaccttacttgtatagttcatccatgecaccagtactatgtctccecctcagecctttegtattgttcaact
atcgtataatcttcattatgtgatgtaatatcaagttttatatttacattgtaagcacctgggagctggacaggtttcttagetttgtatgtcgttttaacctcagegtcataatgtccaccatctttcaatttcaatctttgttt
aatctcacccttcaaggcaccatcttcagggtacattcgttctgaggaggectcccageccattgtetttttttgecataaccgggecgtcagatggaaagttagttcctcttaatttgactttgtagataaattcaccatcttgea
gggacgaatcctgagtcactgttaccacgccaccgtcttcgaagttcatcacacgctcccacttaaacccttcgggaaaagataactttagatagtctggaatgtcggeggggtgcttgacataagectttgacccatacatgaat
tgagggctaaggatatcccatgcaaatggtaatgggccacccttagtaacttttagettegeggtttgggttccttcataaggecttecttctecttcaccttctatttcaaattcatgtccatttacagaaccttccatgtgaac
tttgaatctcatgaactccttaatgattgccatgttgtcttcttctectttactgttaattaaccccatgectaggeatggtttagttcctcaccttgtegtattatactatgecgatatactatgecgatgattaattgtcaaca
ccgecectaggtctcaagtcccattcgecacccgaaggtgttgeccagecggegecagegaggaggetgggaccatgecggecatetgegaattctecccteccgggatcgaaccggggaccctgagattccttataccattacagt
ctcatgctcttccaactgagctaaagagagatttgettaactcttcttggaggetgcaatataaaatacagcttaaacaatatcctttactaaaggggagtaaagtaacatcatgacggaggaatagatatgacaagectctttcaa
cgatcaaactttaaactatacgaagattggaaccgtgatttagtgaggtcttataagtttagtaatcggcaaccggatttgatcatataagagccattgacaaaacttacgggaatataagtttgegtggtttattacttaggtac
aagaaaatgaacaaagattccccttctcctttagaacatattagaaactttaggatgectcgcagaagatcgactacgtcgttaaggecgtttctgacagagtaaaattcttgagggaactttcaccattatgggaaatggttcaag
aaggtattgacttaaactccatcaaatggtcaggtcattgagtgttttttatttgttgtatttttttttttttagagaaaatcctccaatatataaattaggaatcatagtttcatgattttctgttacacctaactttttgtgtg
gtgccctectecttgtcaatattaatgttaaagtgecaattcttttteccttatcacgttgagecattagtatcaatttgettacctgtattectttactatcctectttttctecttecttgataaatgtatgtagattgegtatata
gtttcgtctaccctatgaacatattccattttgtaatttcgtgtcgtttctattatgaatttcatttataaagtttatgtaccgggecccccctegaggtegatcttaggttttgtagttaccggtegetgtttgatggetatttt
ttatttttgagttttttaataattgtggtaattttttgaaggtcgcagcaaccatttctggetctgaaaaggctacaacatatgaccggggecatttagtaatcagcacaattcccttctataatatcaagactcaatgecaactge
tagtattaccttcgaatagcaggaattttccgatatccatatggttctcagectagcagaaatgtcaccaaataagacttegtggecaagetggtttaaggeatgegactgttaatcgeaagatcgacggtatcggtagtatatag
agacaaaatagaagaaaccgttcataattttctgaccaatgaagaatcatcaacgctatcactttctgttcacaaagtatgegcaatccacatcggtatagaatataatcggggatgectttatcttgaaaaaatgeacccgeage
ttcgctagtaatcagtaaacgegggaagtggagtcaggetttttttatggaagagaaaatagacaccaaagtagecttcttctaaccttaacggacctacagtgcaaaaagttatcaagagactgeattatagagegeacaaagga
gaaaaaaagtaatctaagatgctttgttagaaaaatagcgctctegggatgeatttttgtagaacaaaaaagaagtatagattctttgttggtaaaatagegetctegegttgeatttetgttctgtaaaaatgeagetcagattce
tttgtttgaaaaattagcgctctegegttgeatttttgttttacaaaaatgaagcacagattcttegttggtaaaatagegetttegegttgeatttctgttctgtaaaaatgeagetcagattctttgtttgaaaaattageget
ctcgegttgeatttttgttctacaaaatgaagcacagatgettegttatcagatccactagtttgagecgettcaattgeggeaagtecccagttttgtttggtactcccctetegectegegtgtttttgttectecgaattgtg
catcaccctgtcacatccgtacaccatcggaacactctgetectectectttctectcttaattgaacgtatatctaattaccctaataacaagtatcttcaaccatggacaagaagtactccattgggetcgatatcggeacaaa
cagcgtcggttgggecgtcattacggacgagtacaaggtgccgagcaaaaaattcaaagttctgggeaataccgatcgecacageataaagaagaaccteattggegecctectgttcgactccggggagacggecgaagecacge
ggctcaaaagaacagcacggegeagatatacccgcagaaagaatcggatctgetacctgeaggagatctttagtaatgagatggctaaggtggatgactctttettccataggetggaggagtectttttggtggaggaggataaa
aagcacgagcgccacccaatctttggeaatatcgtggacgaggtggegtaccatgaaaagtacccaaccatatatcatctgaggaagaagettgtagacagtactgataaggetgacttgeggttgatctatctegegetggegea
tatgatcaaatttcggggacacttcctcatcgagggggacctgaacccagacaacagegatgtcgacgtcatatggatccgatatcgecgtggeggecgattcattaatgeagetggeacgacaggtttcccgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggetttacactttatgettccggetegtatgttgtgtggaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacageggeccggagtagtcatacg
tgtaggtctttggegtgatgaaaatcaggtggegeacgacttttcgtaaagttcgggagggagtgetgeaaacggtatataaggaccagtttttctegeacattatcaattgetctttagtacaaagataatatagggtgttatga
gccatattcaacgggaaacgtcgaggecgegattaaattccaacatggatgetgatttatatgggtataaatgggetceg

Figure S5. Map and 5'-3' sequence of the pKAM977 plasmid



ORF METS8 3' portion 0-516
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Xbal BsrGl  EcoRl Sall

ori
2594-3181

OpoMETS8 locus <>
ORF ampR 3295-4011 272 bp

>pAM913
aattcagaatggaagatcttgagatgtatcaagaaccaggagacatcagcaagctggatatcaaccacgatcgcgacgaaatagagegcatttcgageggteggtttgetatggtgetcacttgtctcaacaactacgagetgage
ttacaaatttactatcgctgecggeagetgggectgaacgttaatcttgetgataaacctaaaaattgtgatttttattttggetctacctatagacagggtccgttacaaataatgatcagetccaatggeaaatccccccggtt
cacaaacagactaaaagaacataagatcaaacccgtgtttgaacaactggacatccggaaagctatagagaaccttgactatctgegtaccgegetgegeaccaagattcaccctggtgagtcaccggaagtgataaagaaccgea
tggagtggaataagaaaatcaccgattcgtattctatcgaggagtggacacaaatggacaaggcccaaattgacagecatcttagcaaactatgctaatgtataatccatcaaactgtctttttcgtttattctacatgtcgteggt
cttttccgggggcaacatagaagegtagtgeggeacatacatgtactggecattttggtcgacatattgagactctgetgegtagggatcgtagaacattggtggacccattccaggecatcatcatacctggtgtttgtgggggec
cttgagcgggtggctggtgttgaggcatgecaggggecaatgecaggagetgecatcatgtggtttctgttggatcttccccagetgagtctgaccctegagecgtcgatcacgtatccctggagetgetcgattgegegttegget
tctgtgegetgegtgaacttgacaaacccacagectttcccaggeggecaccttcacatggacaatttggecgtaaggectcgaaaatcgaaagaagagtggettcggtaatattgtttgacagtccacccacgaagacggtggtatt
tgtaggatcggaataagcaggaggcggttggggcggggcatagtageccaatagggggecattcctggagegtggtaagggtctagectcaattgggatttggtgtttccggaatagttgattttggtgtttgggagtggeccaaagega
cgcggattagtcttccgtccaaccatttgecgttcatctcgacaagagetttttgecggtectegtcgetcgagaatcgecacgaageccaaageatcgtgacaagecggtggtcgggtcagtcatgactcgeactgttttcaccgtg
ctaaagtgcgtctggaaaagtgcgagcaaatgegettcagtagttgegggtgagaggtctccaacgaaaagegagtattcaggggtctgggetatctgagagttgagggtcgeggeagatgeccaattgagacggaaaagtttate
tgttgtgtttggaataatggttccgttgagecttcaacgectetttegegtcttcgggagtctcgaactcaacaaaacaatatccagagtgtgccaattggtgcacaagggeattctggegaggetttataactttcacaagaacac
gtttatttgttttggcccacacatcggtgataaattcctcgttccaccagggetcgatatcacccatccatagtgtgegtgagggaactgtatttgegggattttctggegggtcgggtagtgtcactggggaattaggttgeggt
gtagggtcggccatatagtggaggcagaggttcgtcaattataaacaactgaaatgtactaaattaagataactctacgtttggttagctaatttttcccgaaattttaacctgtttgetctgegeggecacaaatectegegetga
ctaaaaatatcgtcgcgcacggaattttgtttatcaactcgtgtttatgctttcacgagaggcaagaaaagaggcaagaaaaagaggctctgccaggaggaaaattgacctcaatggectegtgetgaggecccaaagecagagtegg
ctgggacaagggcgatgcccaagagtcccaaagttttgectagtcccgtcgegaacagaactccaagaacaccaaaagctgcgaaaagccccaaaccagagetcgaattaattccctatagtgagtcgtattaaattcgtaatcat
ggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaactcacattaattgegttgegetcactgeccgetttecag
tcgggaaacctgtcgtgccagetgecattaatgaatcggeccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetcttecgettectegetcactgactegetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatcagetceactce
aaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetccgeccccctgacgageatcaca
aaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccccctggaagetccctegtgegetetectgttccgaccctgecgettaccggatacctgtecgecttteteccttegggaage
gtggegetttctcatagctcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttegetccaagetgggetgtgtgeacgaaccccccgttcageccgaccgetgegecttatecggtaactategtcttgagtccaacccggtaag
acacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegetetgetgaage
cagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtcet
gacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttacca
atgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactccccgtegtgtagataactacgatacgggagggettaccatcetggecccagtgetgecaatgataccgegagacccacget
caccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggecgagegcagaagtggtcctgecaactttatccgectccatccagtctattaattgttgecgggaagctagagtaagtagttcgecagttaatagtttgege
aacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgetcgtegtttggtatggettcattcagetccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectecgat
cgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagecactgecataattctcttactgtcatgecatccgtaagatgettttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgegge
gaccgagttgctcttgeccggegtcaatacgggataataccgegeccacatagcagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaaccce
actcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttcaatatta
ttgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegecacatttccccgaaaagtgecacctgacgegecctgtageggegeattaagegeggegeggts
tggtggttacgegeagegtgaccgctacacttgecagegecctagegeccgetectttegetttetteccttectttetegecacgttegecggetttecccgtcaagetctaaatcggggeatccctttagggttccgatttagt
gctttacggeacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggecatcgecctgatagacggtttttegecctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacact
caaccctatcteggtctattcttttgatttataagggattttgecgatttcggectattggttaaaaaatgagetgatttaacaaaaatttaacgegaattttaacaaaatattaacaaaatattaacgtttacaatttcccattc
gccattcaggetgegeaactgttgggaagggegatcggtgegggectcttegetattacgecagetggegaaagggggatgtgetgeaaggegattaagttgggtaacgecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacgg
ccagtgccaagcettctgeagacgegtcgatcactcgegegagttggaacagctgaagaaagaactaagtgatgtcagtgagcaattgagacacaaagagaagaacctgttattatcgagaataaccaaaaagtttcaaacccagtt
taaggagaagttgacagaaatcactggagatccatcaaacgatctctgggatagagtcctgaacgagtttaatcagatcgeacaaagectagaatcgaaatatgtcttggacgatcaatatgattttcagettggeatgacagaac
aagaaaacaaggatacacacgctgaattactgcaattgttttggactaagtttaaagacattgctcatgattatgtgacagaagacacagtctcgegtatcttaagaaacaagtttgaagatctttttagatacgacgataatgac
gtcccaagggtttggctaaatacactggagattgaccagcagtataatagagccagagataacgtgetgagtctgetaccagtattcagcaagatggtgttgactaaaactaatgaggaaattgttccaccaatgaatatttcecac
aactgactctgaagagatggatgaagatgataaggagaccacatttgccgagctattatcgacaagacagcagaatggagtactggcecagggtcaagaaagagatggatgecatctatatcgaagctaaacgtteggttatggeca
atacgacctcgattcctttctggatgtatgecttggtacttgttttggggtggaatgagtttatggetgttttgegtaacccattgetgtttatgetgttgattatcctagetacaggggectattttgetcactatatgggectg
ctacgtccaatgctgagtgttgeaggggecactttcaaacacaccaagacagtggctaagcaaaaactgegagagetggtcgaggaggeggaatctgeaaaggcagatgtgaaggeagaaatcgacgaggecaagaccaaataatc
catgtataacttgaaaaaaattagtgtactatatcaaagctgcaaaaataatttaaaaaaattgtttctccctcaccaggacttgaacctggagecttcecggttcgtagecgaacgegataaccattacgetataagggaagaaac
tatcctattattattggatgctattaagtacctcctegtgetttgattagttgtcaactacttgtttgtattttgattctttaatttcaacggatgegettgtegatcatatgttcgacttattagaagageagetegtgegatca
agcgatacagccttccattacacacactatcgagatgtcccaagtcttttgecgacgtcaaggetgectcttatagagecatctcttaaaagagaatacttggataaacaccaattatttaccacagatttgttaagtttctttgg
aatttacatgcacaagcctactgggetgetcatatgtgettgtaaaaacaggaaatcgtttgetctgaggetcgacagatatgagttgeaagatgtcatcaaccgetccgaaagaaatgetctecttttgtccagcaageagaagg
aaggattacactacataaactataccaatcggccagggttcaagttcagcaagccacatgtagtggtatggtctgatttgcaggaggaaatcactctagaatgctcgaaaagaggactcaaggtagtctacgagatatcgatgect
gacttcaataatattttcccattgttgectgtctacttaggecatcagagaaaagggtatagatcgegecttggatctgtctcaaaatgagtatattcggtatctggeagacggtgageataaaatcattctatttcagegactcta
ctcggtacaagaacatttgactttccagetggacggettgttgeccaacgtgtccaatgetattacggactacttggegactaaacatcaaggtgatgttgetatctttatcatcgagtggtatcgattgeagetgaaacaaagea
ccaactataaagacgtcgagccaaaggaaactagtgccgacttggetgatttctatggaatcttcccggaagtecttggagacacctcaccggaggecaaagagagegatttaaatccagacaacgaaatcggtatcacggacgtg
caagtacattccactgatgaccgggtaagcaaatagcaatctggaggtggaaaattgtac

Figure S6. Map, 5'-3' sequence of the pKAM913 plasmid, and scheme of the donor DNA fragment
obtained by cleavage of this plasmid with Xbal and Sall. Left and right recombination arms of the
donor DNA and homologous sequences in the host genome are show in blue and red,
respectively. The sequences of the OpoMET8 locus unrelated to the recombination arms are
shown in green on the scheme. The yellow arrow indicates position of the OpoMET8 ORF.



_ Donor DNA fragment

1648 bp OhADE2 locus

GATGTCGGAAGTCAACAAAATCCAGGAGATCTTCAACGAGAAGAACGACTGCGACTTCTCTACGCTGCCGACGCCTCCTGACGTGCACTCAATCGCTACTCTCTTCAAGAGATATCTGCGAACTCTGAAGGAGACGGTGATCCC
AGAGGAAGAGGCCAAGGAACTCATGTCGCTCACGCTGGCAGCAGATCACGAGGCGTCCGTGCCAAAGGTGAAGGAAACGCTGCAGAAACTGCCAACTTTGAACTTCGACGTTCTCTATGTGCTCTTCAGATACTTCCAGCAGGT
GCTCAAACACAAAGATCTCAACAAGATGAGTATTGGCGCGCTGAGCGTGTTGATGGCTCCCAACCTCACTCCTTTCGATGGTGCCAAGGAGATTTGCTCGGAGCTGCTCACTAATTACAAGTACTACTTTGAGGACGGCGAGAT
AGTGGCGCGCTAGTGCTCCCAGGTCTGGCATTACGTAATCGGAACAATTTTCATAGATAATAATATCCAAGTCAAAAAAATACATTAATTTAATTAGTATCATGGACTCGAAGGTCGTAGGGGCTCTGTTGGCTACGAGGAGTA
TCTTAGAAAATAGATAGGATCGACTTAATTCAATCATCAGCATTTTATTCTGCGAAAAATATAAAATATTTAATTTTTCATGTTCGCCAGTCAGGTCCGATATATTTCCAGATCTCTACGCTTGCACGCCATCAAAGTGCCCGA
TAACGCGCCTACACTCGAGGAAAATGCTGCTTGGCTCAGAAAATTAGGCAGGGCCTCGGGGACACTAAAATCCGCAGGCCCCATAGAATTGCCTAAGTCAACTTACGAGATACGACAAGCTTCGGAGCTCGAGTCCGAAAAAAA
CCCAGAATACATTAACCTAAGGCTTCCTGGGGGCAAACACGTCAAGGTGGTGAAAAAAGCAGACCCACATAGCGAACCAGGAACCTCGTTTTTCACGCTCTCTGTGCCCGCGTCCGACTACTTCGTGGCGTCGTCGCCGTTCTC
GAGACTGCCATCCAACAAACGTCCCAAGGCCTACTCTTCGCAGGCCTTTTCAGACTTGAAAGTCGTTAAGGTGAGGTCGGGAAAGGGTGGAAATGGAG

Figure S7. Scheme and 5'-3' sequence of the PCR product used as a donor DNA for obtaining
deletion of the ADE2 gene in Ogataea haglerorum. Left and right recombination arms of the
donor DNA and homologous sequences in the host genome are show in blue and red,
respectively. The sequences of the OhADE2 locus unrelated to the recombination arms are
shown in green on the scheme. The yellow arrow indicates position of the OhADE2 ORF.



