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Xu et al. Generation of a complete single gene knockout BAC library of cowpox virus and identification of its essential
genes

Table S1. primers for pACAA and pBRFseR

Primer name Sequence (5’-3’)

pAAfw GCATGCCGCGTGACGATTTATTCAACAAAGCCACG

pAArv CGGCATGCGCTAGCGGAGTGTATACTGG

mRFPfw CCGCAAGGGGTTCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACGTAGAGCTCTAGCATTTAGGTGACAC

mRFPrv TTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGCCTCCGCAGTTTTTACGAGCGA

syn7.5fw AAGATTGGTCTTTCGGTGGCTGGGTACCCCCTCCCGATCCTAAAAATTGAAAAATTAGATCTATTTATTGCACGGATAGGGATAACAGGGTAATCGATTT

syn7.5rv GACGTCCTCGGAGGAGGCCATGGTGGCGACCGGTGGATCCGTGCAATAAATAGATCTAATTTTTCAATTTTTAGGATGCCAGTGTTACAACCAATTAACC




Table S2. primers for target BAC muagenesis

knockout BAC

mutagenesis primer fw (5'-3')

mutagenesis primer rv (5'-3')

pBRFseR d10
pBRFseR d12
pBRFseR d13

pBRFseR d14
pBRFseR d15
pBRFseR d18
pBRFseR d20
pBRFseR d21
pBRFseR d22
pBRFseR d23
pBRFseR d24
pBRFseR d26
pBRFseR d28
pBRFseR d29
pBRFseR d30
pBRFseR d31
pBRFseR d32
pBRFseR d33
pBRFseR d34
pBRFseR d35

pBRFseR d36
pBRFseR d37
pBRFseR d38
pBRFseR d40
pBRFseR d42
pBRFseR d43
pBRFseR d44
pBRFseR d45

pBRFseR d46+47

CAATATCAAGTATCAACATATAGGTCATTTTTTAAACATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAATAAATTAACTAATTAGCGATGATATAATATAATCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATTAGTTTTATGGTTATATACATCAACATCATGTGTTGCACGCATGATAGCTATCTAATTAG
GGATAACAGGGTAATCGATTT
ATAATACAAAACTTTGTTATCATAAATACTCATCATGATAGCCGCGTGACGATTTATTCA
TAAATGACAATACATATATTACTATGTATTAAATAGCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GTATTTATTTATTGTCGGATATATAAATCATACAACAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATAACAATACAATATTGAATGTGTTGCTGTTAAAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACATTGAGAAACAGCATAAACACAAAATCCATCAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CGTAAAACACATAAAAATAAGCGTAACTAATAAGACAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAAGTATTTACATTTTTTTCACTGTTTAGTCGCGGATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTGATAAATAAATTTTTTCTAGTGATATTTTGGCAAGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACTGTTAAACTTGTCTTAACTCTTAAGTCTTATTAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATAGACAAAGTGTTTATTCGTATTTTTATTTGAGACCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACTATTAACACCGTTGGTATTCGTTTATCCATCCAGTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAACAACGAAAAACATTTTTCATTGTTTACGTTTATCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAATTGGATGCAGATTCAGTATGTGATCGTAGTAACTAGAGCCGCGTGACGATTTATTCA
TAAAAATGAAAATGGATTTTTATTTTATGCTGTTATCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTTATGTCAGCTACTTTGTATCCGTAGTGATATAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACAATGCATAGGATAACATTTTTACGGATAAATAAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TGTCCAATAATAAAAAGTCATGCTATTGTAGGAATTGTTTTTATAAAAATCATTTCGACATAG
GGATAACAGGGTAATCGATTT
TTTGATGATCTAATGATTGATCTATATGGTGAAAAATAATGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAAATAGTTATTAACTAAAATAGTTAAATTACTAAACATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATAACATAAAAATAATATATTTTTTTAGAATTCGATTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTGTCTTATTGCTAATTGCATCGTACTATTGTGTAAGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACATAAAAATAAGGTAAATTATTAATACCATAAAATCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CATAATTTTTATCCCAATTTACGAGCCCGTTAACGAGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATAGAGTGAAGTGATATTATTTTTTTTAACAAATAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACGAACTGTTAATATTGATAGTTATATAACGTGAATCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GAGGAAGGAGACGGATACTGTCTTTTGTGAGATAGTCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA

CTAAGTCCTCATAAGTCGTAAACTCTTTAAATATTGGTCCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TGCTGTCCAATTTGTGGTAGTATCGTCTGAAAAGTAATGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTGCGCTACCAGAACCATTAATTAGATAGCTATCATGCGTGCAACACATGATGTTGATGT
GCCAGTGTTACAACCAATTAACC
ACAATCTGTACTATTAACAGTAATTGTCAATTCAGAAGTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTTTCGTGGTTTATCCGGTCCACATGATTGTGTCTCTACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GAAAAACTCACTAAACACATTTTTATAAAACGGTAAGAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AACAAATATTAGCATAATACCTATCTATAAGATCAGGATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTGACATCTAATACCAATATAACCATGAAAGCATCTACAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATAACACTTTCTTTGATTTAAAGTCTAGAGTCTTTGCAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTTTTGATTGTTGTATTCCTGTATCTCTAGATAAGTTAGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AACGGTTTCATCTTCCTTGATGCCATCACCCAGATGTTCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CATTAACTCCACTTTTTACACCACTAGACGATCCTCCCCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AGAACACCATTTAGTCATAACGGTAATCCAAAATTTTTTAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTAATAGAACGTGTCATCTACCTTATTAACTTTCACGGCGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CACGACCTTTGTTAATATCCACTACAATAGACAGCAGTCCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GGACGCGTATTTTTTATACGATATAGATCCTGTAAGCGTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TATAGTACTCCAATTATCTTTACCGATATATTTGCACACAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATACACACATGGTTTCTAAATCTATCAAGTGGTGGGGATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACATTGATTAAAGAGTGTCCATCCAGTACCTGTACATTTAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GGAAATTTAAAAAGGAATTAATGTCGAAATGATTTTTATAAAAACAATTCCTACAATAGCAG
CCAGTGTTACAACCAATTAACC
ATTACAATCATCCGGATATTCTTCTACGATCTCACTAACTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTTCACCAATGTCTCTAGCCACTTTGGCACTAATAGCGATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACAGAATAGCGTTTACGTATCCACCATAGTGATCAATCGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CAACTCCCTCAGCCGCCGCTACAAATCTCTGATCCGTATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTCTGTAAATGCTGGACCCAGATCTCTTTTTCTCAAATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTTTCCCTACAAGTTTATCCCTATATTTAAAATATCTATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CAATACCCAATTCCTTGACCTGAGTTAGTGATCTCCAATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GATTGACCAATGGATCGTATTGGTATTTATAAACTTCATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CATGGACTTCTGTGAGATTGATGTAGTGGTCTCCTTCGCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT




knockout BAC

mutagenesis primer fw (5'-3')

mutagenesis primer rv (5'-3')

pBRFseR d48
pBRFseR d49
pBRFseR d50

pBRFseR d51
pBRFseR d52
pBRFseR d53
pBRFseR d54
pBRFseR d55
pBRFseR d56

pBRFseR d57+58

pBRFseR d59
pBRFseR d60
pBRFseR d61
pBRFseR d62
pBRFseR d63
pBRFseR d64
pBRFseR d65
pBRFseR d66
pBRFseR d67
pBRFseR d68
pBRFseR d69
pBRFseR d70
pBRFseR d71
pBRFseR d72
pBRFseR d73
pBRFseR d74
pBRFseR d75
pBRFseR d76
pBRFseR d77
pBRFseR d78
pBRFseR d79

GAGGAGCTCAAGGGTTTGGATCAACTGGACTTAGATAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GGGATGGTAAATAATTTTGAAATAAAATATTAGTTTTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CAATAGCAGTTTATTATCCACTATGATCAATTCTGGATTATATTGGCATTTATGTTTCTTTAG
GGATAACAGGGTAATCGATTT
TATAAAAGATCCAAATACAGTCATATAGATGATAACTGAAGCCGCGTGACGATTTATTCA
TAAATTGAAATCAAAACATGTATTAAGCCGCATCAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GATAGAGTCTGTATATTTCTAAAAGTTTTTATAAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATCAGTATATTATAATTGAAAATGAATTAGTTTAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GGTATAAAAATAGTACTCCATCTACGCAATCGCGATAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AGAGACATTTTCTCAGACTGGATAAATGGCGGAAACTAAAGCCGCGTGACGATTTATTCA
GACTTTCGTTTGTAAATTGGGGCTTTTTGTACAATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GAAAAACAATATTATTTTTATCGTTGGTTGTTACACCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTAAAAATAGAAAATAGAGACGTTATAGAACGCCATCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TGATAGAACAGGATGTATAAGTTTTTATGTTAACTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AGTGTATTCTGAAGAATTGGGTATTAATACTGATTTAAACGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTGCTCCTCCTTGATTCTAGTATCCTCTTTATTATTTTCTGCCGCGTGACGATTTATTCA
GAACAAAATGGATATTCTAGAAAAAAAATGAAACGTAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATTCTAAATATGAAAGCGGTGATTGTGACTAGCGTAGCAGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATGAATTCTCATTTTGCATCTGCTCATACTCCGTTTTATGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATTAGACAATAATCAGAGTTTTAAATCCTCAAAATGAATGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATTTTAGTACTATTAACGCGACTAGTATTCTCTAAAGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AGTTTTATTACTGGTTTTGCGTCATTTCTCTCTAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATATAAATGATCAAAGTTAATACATAAGTGTTATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATAATTATGGTGTGGTGTGTACGGCCACAATTTCATAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GTATAAAATAGATAAGTATTTACTCTCTTCTATAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CAAATATACATATTAAAAATTCACACATTTTTGATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTACATAGTTGATAAAAAGCGGTAGGATATAAATATTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTGGTTCGAAAGTCGGGGTGAAAACAGATTTTTATATCTGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CAAACATTGGGGAAGAGCCGTATGGACCATTATTTTTATAGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATTTCAATAATATTGGACGATATAAATGGAACTCGTTAATGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAATACTGAAAAAACAATACTTAATCATGTCGGCGACATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATAAGTCGAGATAGTTTTATATCACTTAAATATTAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA

AAATTGAATTGATGACATAGTGTTATAACGCGTAATTATTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACCTAGGAGCTATTCTACCATAGCAGAACTTAGGCATGGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TCTCTAGATGTTGACTTTTAAAGAAACATAAATGCCAATATAATCCAGAATTGATCATAGG
CCAGTGTTACAACCAATTAACC
TTTCGAAAAAATTAGTTTTTCCTTCCAATGATATATTTTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TACCATTCAAATCAATGATATTAGCCTTTACAGATATATTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GCACCTCATCAACCGGTAATAGACTATCGGACTCTTCTATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTATATCCAATGTATTTATGTCTGATTTTTCTTCATTTATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GATTATATGATATAATTCGTGGATAATCATTCTTAAGACAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GATAGCTCTTCTATCCTTTTCCGGAAGCAATGAAATCACTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTCGTAGTTAGTTCTCTTTTCATGTTCGAAAAAGTGAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CATCTCTATCTAATACAGCATCCAACTTGATGTCGGGAACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTCGATAAATAGAGAAGATATATCGTTGGTAGGATAATAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AACTATTATTTTAACCCCTTTTTCAGATGCCTCTTTTAGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CAACATCACAACCTAACTCAGTTAATATATTAAGAAGTTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATAAGTTTAAGTGAAAGCTAGAGAGTGGTTTTTAAATGGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATACAATAGTTCAGATAATGTAAAATCATGATTCCGTATTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAAACTCACCGATAATTTTTTTATTGCATGTTTTCATATTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TCAAAAGTCTCGACGCCACGTTGTCGCGATTAGCAGCAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTTTTGCCTTGTCTATTACCGCGACGTTCATAGAATTTAGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TATCTAAGAAACGGATAGCGTCCCTAGGACGAACTACTGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAGCCGGAATAACATCATCGAAAGACTTATGATCCTCTCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AGCGAAGGAATTCTTTTTCGGTACCGCTAGTACCCTTAATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACGGGGAGAAGATCTTGTGTTTGATTTTGCTCATTGGATGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TGAAGTCTGTTTTCTTAAATAGTTTTAAAAAAATGATTTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TGCGGAGATTGTTAAAGTTTAGGGTAGAGAGTTGTTCTATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTTTTTCTTCATATACGGGAATAGGACCTTTATATAGAGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTTTGCCTTTAGCGTCCGTAGTATCGTCACCGATGAACGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TGATGAAAAAATAATAAATATAATTCAGATCATCGCTAGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATAACGGCGTGATTATTTTTTGGTATAATTCTACACGGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GAGAATCAGAATCCTTTTTGATGATAGTGGATCTCAATGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAATTTGTTCAAAATAGTCACGCAATTCATTTTCAGGTCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT




knockout BAC

mutagenesis primer fw (5'-3')

mutagenesis primer rv (5'-3')

pBRFseR d80
pBRFseR d81
pBRFseR d82
pBRFseR d83
pBRFseR d84
pBRFseR d85
pBRFseR d86
pBRFseR d87
pBRFseR d88
pBRFseR d89
pBRFseR d90
pBRFseR d91
pBRFseR d92
pBRFseR d93
pBRFseR d94
pBRFseR d95

pBRFseR d96+97

pBRFseR d98

pBRFseR d99

pBRFseR d100
pBRFseR d101
pBRFseR d102
pBRFseR d103
pBRFseR d104
pBRFseR d106
pBRFseR d107
pBRFseR d108
pBRFseR d109
pBRFseR d110
pBRFseR d111
pBRFseR d112
pBRFseR d113

GATATATTTGTATTTAAAAGTTGTTTGGTGAACTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AGATAGCGATAAAGAAAAGCCAATATTCAATGTATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TCATTATATTACAAAGTACAATTATTTAGGTTTAATCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GAAAAGTTAAATAATTTTTTTTACTACACCGACAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTTGTCACATATTCTTTGATCTAATTTTTAGATATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACTACAAAATTAAATAGAATAGTAGACGACGATGAATAACGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACTAGGATTTACCAATTTATTATGTCATATATATTCACTAGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTCACAAGATGAATTCAGTAACATGAGCAAAACGGAACGTTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
TACGAACATTACTTCCTATTTTACTCCTTAGTAAATGATCGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATTTCTTATTATTTTACATATTATCCTACCAATAAACTTGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTCCTTATGTAGAGGATTTGAAATATCTTACGATGACTTATGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
AAATGTCAGTGAGGCAGTAGAAGAATTAAAATCCGAGTATTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
ATTAGATGATAATTTATACAAAGTATACAATGGAATATTTTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
AGTGATAATATAATAAATATAGGTTACTAGATTAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AACTTAACAGTGCAACCTCTATTGGATATAAACTAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTTTGACATAGTTTCAAAATGTATAGTGCAATCTGTATTGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GCGCCAAATTGTGGCATATTTTTCAGAGTTCAGTGAAGAAGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATGGCGTTTTTAGACTAATACTTTCAACGAGATAAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TCTCTTGGTAATATGGATACTAATTGTAGCTATTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AACTGAAAATATATTGATAATATTTTAATAGATTAACATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TACAAACGATAATATATACAAAAATCCAACCAAACGAGGTGCCGCGTGACGATTTATTCA
GGTTATTGCCGGCGCAAAATCCAAATTTCCAAGATCTATGTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
TCTAACAGATATTCCGACAAAGGATTGATTACTATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TCACAACCAGTATCTCTTAACGATGTTCTTCGCAGATGATGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATAAACATTGATTAAATTTTAATATAATACTTAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AACAGAAATAGCAAGAGATCCGTACGCGGTAATAAATAGAGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAAAATAATAGTTATATTTACACTTTAAATTTTTATCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TACCTTCGGTTCTTTAAAAGAAACTGACTTGATAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AACTGGAGATATGCACAGAGCCAAATCTCCCACTATAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CGTTAGAGAAAAGGCTATAGTTGGCGTACAAGCAGCCAAGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATTAGAGAGTTGTATATGATTAATTTCAATAACTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CATCATAAACCAATTTCCTAGTTGTTTGTAACTTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA

ACTATTAATAAGACTGATAAGGATTCCTCCATAATTGCACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CAATTTCTATAAAGTCTGTCAAATCATCTTCCGGAGAACCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATCTGAGAATGGATGATTCTCCCGCTGAAACATATTCTACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTCCCCAAACATCGTCTAATCCAGGACATTCGTCAGGACAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTTGAAAATCGTTACGGCTCGATTAAACTTTAATGATTGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATTCTAACGGATGATGTTCTACCTATTTCATCCGATAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATTACACATTTCCAATGAGACAAATAACAAAATCCAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTGATTTCTGTATTTGTTATACATTTTAGAAAACTATAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TCTTGACAAAAATTACGATATTCGATCCCGATATCCTTTGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTTTTTTGCCATTAAGTGACATTATAATTTTACCAATATTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTACCTTTTTATTTGTTGTTATATGCGACGTTGTATACGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTTTGGTGAAATCCAAGGATTTATTAATGTCCACAAATGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CCGAGGGAACAAATTTAAACAGATGAGTTAAGTTTTTTATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACATCCTTTAATGATTTTTTTCGTATAATCAATTTATATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGGCATTTTTATAACATTCAGCTACCAATTTAAAACAATAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CATATGTGGTATTCACTATATCAGTTTTAACTGGTAGTTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GATCTATACTTAGACAAATAGTAGTATCTGTCCTAATAGGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATACGATTGTCTTAATAATGCCGAAAGATTACCGGGTCCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CAGTGTTTACACTCGTTTGAATGTTTAACGCGGCAGTAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATAGTTAACGCGATGACTAGCGCCACCAACACCAACAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATAGATAGAACTACCAATACATCTGTACAAATGTTAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTTTATTTTTATTGGTGAATCCGTAAATGGCATTCAATCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GGCGTAATCTATCAATAGGATCGGGTATTTTTCGTTTAGGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTATTGCGGTGGTAGCTAGAGCTGATTCTTTTTTGAATCGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAGTAGTAGGAAATGTTTTATTGCAGTATACGGTCCTCAGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAGGACGATAGAGAATCTTGACAACTATTTCCGTCTCTAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACTATCTGTAATGGAAACGTTTCCCAATGAAATGGTACAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GGGCTCCATGAATATCGTGTTTGAGTAACGTCGTCGGATAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATAAAAAATATAGCATAGGCGATGACTCCTTATTTTTAGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTGTTGAGCAGATGGATCGACCTTTGCCGCCTTTTTAATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTAAATGTCTAGCGATATTTCTTTTCGTTTCCTCTGTACAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CAAAATTATTAATTTTAGTGAAATAGTTAGCGTCAACTTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT




knockout BAC

mutagenesis primer fw (5'-3')

mutagenesis primer rv (5'-3')

pBRFseR d114
pBRFseR d115

pBRFseR d117+116

pBRFseR d118

pBRFseR d119+119A

pBRFseR d120
pBRFseR d121
pBRFseR d122
pBRFseR d123
pBRFseR d124
pBRFseR d125
pBRFseR d126
pBRFseR d127
pBRFseR d128

pBRFseR d129+130

pBRFseR d131
pBRFseR d132
pBRFseR d133
pBRFseR d134
pBRFseR d135
pBRFseR d136
pBRFseR d137
pBRFseR d138
pBRFseR d139
pBRFseR d140
pBRFseR d141
pBRFseR d142
pBRFseR d143
pBRFseR d144
pBRFseR d145
pBRFseR d146
pBRFseR d147

ATTTCATTATCGCGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AGTTGTTCGTAAAAAAGTTAAAACTTGTAAGAAGTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATATAGATCTTTACACAAATAATTACAAGACCGATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATGAAAAAAAACTAGTCGTTTATAATAAAACACGATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GTTTATGTCTTTTCTAAGCGGTAAATAATAATATGGTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AACAAAATTAAAGGAGCATGTATTTTTTTCTGAATATATTTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
TACTAGATACGTATAAAAAGGTATCTGATTTGATATAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATTAATGCTTTAGTGAAATTTTAACTTGTGTTCTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATGCTCATATATTTATAGAAGATATCACATATCTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CTTCTCCATAAAACTGATGAGATATATAAAGAAATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATCTCCTATTAATATAGAAACTAAAAAAGCAATTTCTGACGCCGCGTGACGATTTATTCA
TGAAACTCCTAGAGAATTAATATCTATTAAACGAATAAAAGCCGCGTGACGATTTATTCA
TGTCTTATATTTATAATATGCTAGTTAATAGTAAATGAACGCCGCGTGACGATTTATTCA
GTGATTTTAAAACATAGTTATTACTTATCACTCATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TAACTAATAATAATGAAAACAAACTATAGAGTTGTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GGAGTTTATTGTAAGCTTTTTCCATTTTAAATAGAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GCTCATTAGAAGTATAAAAAAATAGTTCAGTAATTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAATATTGGACGACGAGATACGTAGAGTGTTAACATGAATGCCGCGTGACGATTTATTCA
GACATATTACAGAACTATTTTAGATTATGATATTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAATCACGCTTTCGAGTAAAAACTACGAATATAAATAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CTCTACACCAAAGTCGTCAATCTATTATTCTGAAGAAAAGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CGACTATGAATCCGATGATCTCACCGAATACGAGGATGATGCCGCGTGACGATTTATTCA
CACAAATAAATTAAACAACTAAATCTGTAAATAAATAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATATATAGTAAGTCCGCAATTGGTATTACAAGTGGGTAAGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TAATTTGGAGGCCTCCGTAGAACTAGGGGAGGTAAATATAGCCGCGTGACGATTTATTCA
GACAGATGGTGACTCTGTCTCTTTTGATGATGAATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TCAATTAGAGGACTCTGAATATCTATTTCGTATAGTTTCTGCCGCGTGACGATTTATTCA
AGAAGATAATTATCCATCTAACAAAAATTATGAAATAACTTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
AATCTTCAGCATAAATAAAAATATTTTTAGCTTCTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTGCATACTTGATCAATAGTGAAGTTATTGTCAATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTTGTTCATTCGGCGATTTAAAATTTTTATTAGTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATATCCCACCACCTTTTCGTCTAGTAAATGATAAGTAATGCCGCGTGACGATTTATTCA

ATATTCTTCTACAACTACTTCTTCTTCCACTTCTTCCTTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTGTTAATAACCCTACTGTTTCATTCTCCTTAAGATATTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTGAAAAAATGGTATTGTTTGGATGGCGTTTAAATATAGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAAAGATAGACGACTCTCCAAAGATAATTGGTTCACTGGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AGAACTTCTTCGAGAGAAATATATAGTATTAGAAAGAAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTTCTAATAAATATTTTAAAAATGAATCTTGATTAAAAATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TGACTCAAACGGTACACCTGTTCCATCTCTAGGATACGGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CCAATCGTCGTTGTAGAGAAAAGTAATAACTATCGTTATTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTCCTTATCCTGTTCCTGAAATAACGTATCTAAATTATTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AACGTGATAATACGCGTAGGTTATTACACACGGAACGTTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTTATTCCAATGAACCAGATTAATCTCTCCAGAGTATTTGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TATGTGATAAATCCTCCAACGATTGATTAATAAAACATGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AATAATTGGAATAATTCAGAAATAATCGTTTCTTTCTAGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTTGTCTTTCAGGAAAGCTATCGAACGTAAACGTAGTAGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTAAAATTTCATAGACTTTATCTAGATCGCTTTCTGGTAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGAATCTTCCTATTCCTTTAACTTCTGGAAGTTCCAAACTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATTTTTGGCTCTTCTCTAAGAGCTACGTGAGACTTAACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AGTTTGCATCTACATCATCCGTAGATATTTGATTTTTTTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AATAAAGTATCGCCCTAATATTGTTACCGTCCTCCGCCAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACGCGTTCTCTAGCGCAGGAAGTTTAATACCGAATAGTGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTGGTGTTGTCGTCTTTTGATCTTTATTAAATTTAGAGACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CCTCTATCTCTTGTATAATTACATGTAGCATATTTTGCTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGTTCTCTGTAGTCGACGCTCTCAAATGGGAAACAATCTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CCAAATGTACCTTATACGTTATATCTCCCTTGATGCGTTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TACTATGTTCATTATATAGTTCTGGAAAGAATGCTTCAATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATATACAACAATGCTATACCTAATACTAAATACATTATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GGAAGAATCTCATGAATCCTGTCTCGGAAAGTCCTATATGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAGATCGTTGATTTCTAAGATTAACCACTTCATCCTCTAGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TGATGTAGAAGACGAGGATTTTGATTTTGGTTTACACGTAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GACTTGGATTCGGATTTTGTGAGTTCTTGATCTTATTATAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTAGCATTCCGACTGTGATAATAATACCAAGTATAAACGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CAATAGTTTGTACTGCAAAAATAATATCTATTTTTGTTTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT




knockout BAC

mutagenesis primer fw (5'-3')

mutagenesis primer rv (5'-3')

pBRFseR d148
pBRFseR d149
pBRFseR d150
pBRFseR d151

pBRFseR d152+152A

pBRFseR d153
pBRFseR d154
pBRFseR d155
pBRFseR d156
pBRFseR d157
pBRFseR d158
pBRFseR d159
pBRFseR d161
pBRFseR d162
pBRFseR d163
pBRFseR d164
pBRFseR d165
pBRFseR d166
pBRFseR d167
pBRFseR d168
pBRFseR d169

pBRFseR d170+171

pBRFseR d172
pBRFseR d173
pBRFseR d174
pBRFseR d175
pBRFseR d176
pBRFseR d177
pBRFseR d178
pBRFseR d179
pBRFseR d180
pBRFseR d181

AAAATTAAAACAAATGATATAAATGTTCGTAGACGATAATGCCGCGTGACGATTTATTCA
CAACATTTAACAGTTTAAATACTGACGATTATTAAGAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAATAATGATGTTAGAACGTTACTCGGTTTGATTTTGTTCTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
GGGATCATCCTTTAAGTTTCTAATACCTAAGGGATTTTACTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
TACCTAAATGGATAGCACCAATGTGCGTTCCGGAATGAAGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CCTATGTTATTTCATTCTTATTTTTAATATTATAGTACCTGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTATTATGATGAGGTAAAAAATAAACCGTTTAATATTGATTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
AATGCCGTTACCGATGTCAAAAAAAGATTATTCGAGTGAAGCCGCGTGACGATTTATTCA
TACATAAAAAAAATGTAATAACGTTAGTAACGCCATTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATCGGTAGATCGTCTAAAAGAATTGCTTCTAAAATGAAAGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTGTAGTTAAGTTTTGAATAAAATTTTTTTATAATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TACTGATGCTCAACATATACATTTTGGATTTAGAAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTTAATTAAAAGTATATTCAAAAAATGAGTTATATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TAACGCAGAGTGTCAGTTTCTAAAATCTGTACTTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
GTGTAAAAAAATTTTGTCAGCTTCTAATAGATTATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CATGCCGCATCCTCGGGAAGAGAATTCAATCGTCGTTGAAGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATAAGATACAAACACAAATGTTTATATAATATTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CAAACGTTCCAAAAAGTCGACGGCGGACATTTTTAACATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CCAAGAAAAACAGTTTTCAAGAGAAAATTTATTAAAAATGTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
GATTGGTCTATGTATTAGAATATCTATGGTTATTTCACTAGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAACAATGAACTAATATTTATTTTTGTACATAAATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATATTTTATATCCCGTACATCTATTTGGACAGTTTTTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATATTGAACTAGTAGTACGTATATTGAGCAATCAGAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATTTAGTATTAATTGCTGCCGTCGCATTGTACAAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CAAATGAAAAAAAAGCTGTTACTAAATACTATTCAGAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ATTGGACAACCATGATATTTTAACTTATAATAAAACTTCCTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
CGAATGGCATAAGTTTGAAACGAGTGAAGAAATAATTTCTGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACTTAAAATGTAATCTTATCGAGTACACACAACAATGAACGCCGCGTGACGATTTATTCA
AACACTAATTTTCCAATTACGATAACAATATTGCAGAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TAGATGTCTTATTAAAAAACATATATAATAAATAACAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AATGAAAAGTAATATTCATGTGTAGTGTCAATTTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATACGTGTTTAAAAAAATAAAAATGAACTCTTAATTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA

ATTTAAACCCTTCCTTAAACGTGAATGATCTATTATCTGGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTGTTTAGCAAATTCAGGAACTATAAAACTACTACAATGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAACAAAATAATGTAAGAAATAATATTAAATATCTGTGAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATCCGACTGCCTCTACCTGTGTCTTCCATTGATGTATTAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTATTAAATAGAATATTTAACTCGCAAAATCGTTAAGAAGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTTATCGCAATATAGTGTATCGACATTTTTATTATTATTGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATATATTAACTGGAGACTGATATTTTGATATAGCGTCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGACAGATCTCTTTTTTCGATCTCTATATGAATTACCAGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGGATACGTATTCTGATTAATAATGTGTTTAGTAAGTTGGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CATAACTACTTATTTTAGTGATGGATATACCCTCTTTGGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTTCCAATAGATTAATTAGAGCAGCAGGAATACCAACAAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AGGGTGAGGCTCCGGTATCGGAGTGGGTTTTGGATTATAAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAAATACTATATATAAAATATATTGACCCACGTTAGTAATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CCTAAATAGAACTTCATCGTTGCGTTTACAACACTTTTCGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATTTCCTGGATAAGTAACACATCTCCACTTTTGCTTTACAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CATGTAACAAAGTTTCCTTTAACTCGGTCGGTTTATCCACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACATCGATATCTTTATTATTAGATAAATTTATCAATAAATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAATTGCTCCACTACTTGTCACTCCATGATATGATAAATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTGTGCAACAGCAATACATTTTTCTATGTTACTTTTAGTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTTAGCATCCGAGAATGACTTGTAGTCTGAATGGAATATAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TCTAGCTCGTAATTTACGACACTGATAAACTGCATTATCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GAAATAATAATAGGCCTTTAACGAACGCCGCCATGGACGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TCTCATTCCTAGAAATATTATCTACGTCATTATTTTGTTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TCCTCCGACAGAACTAATACAGAGTATAATAGTCGATAGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAGTCTGCTTTCCGTCAACGCAAAGAGACTATTACTAGGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAAACACTTTAGTAATTATAAGAAATATAGATGGTAACGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GCTCTTTTGATAAGGAGCGTATCCCCTACCTCTATGTTTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACGTCCTTCCTCCCAGGTTTTTCGATCAGTAGATAAATGGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AAGAAAACAGTTTAATAGATCAACAGAAATATTTAATCCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ACGTTCTATACACATCACGTCTGGATGTTGTTGGCTTACCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATGTGTAAAAAAGACATTATCATCTAATTCATCTACGGTTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AATACTTATTTTATTCGTAGATCACAGAACTCTCTACATCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT




knockout BAC

mutagenesis primer fw (5'-3')

mutagenesis primer rv (5'-3')

pBRFseR d182
pBRFseR d183
pBRFseR d184
pBRFseR d185
pBRFseR d186
pBRFseR d187
pBRFseR d188
pBRFseR d189
pBRFseR d190
pBRFseR d191
pBRFseR d193

pBRFseR d194
pBRFseR d195
pBRFseR d196
pBRFseR d197
pBRFseR d199
pBRFseR d200
pBRFseR d201
pBRFseR d202
pBRFseR d203
pBRFseR d204

pBRFseR d205
pBRFseR d206
pBRFseR d207
pBRFseR d208
pBRFseR d209
pBRFseR d210
pBRFseR d212

pBRFseR d214+215

(kelch)

CGGATTTCTAGGCAGGCATATAGTAAAACTTTTAATTAGTGCCGCGTGACGATTTATTCA
TGGAAAAGATAAAGTTTTAGGATCAGTTATTGGATTAAAATGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
ATAATACATTTTCTTACAATTAATGAGAATGGCGTTTGATGCCGCGTGACGATTTATTCA
CTTTAGAGAAAAGTCACGTGCAACCATCCAAAGATTTTCATGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
TATTATACGCATAAATTGTAAAAAATATGTTAGGTTTACGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACATTTTTTATAAATAGATGTTAGTACAGTGTTAGAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTGTGAAAATATTTAAAAAAAAATACTTTTTTATTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TGAAAATTAAAATAACACTATTTAGTTGGTGGTCGCCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TAAACTAGTCTATTTCATACTATTTTATGTGATCACCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTTTTTTATTGTAGTATTATATGATAATATCAAAACGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA

TTTTTCCAATGGATATTTATGTTTAATAGGTTCGCATTTAGTTATGCATGATGACGCTGTTAG

GGATAACAGGGTAATCGATTT
TAATTTTGTAAAAATAAATCACTTTTTATACACTAATATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AAAACAGAAAACAAAGTCTAGATTTTGACTTACATAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTTAAAATGGTATTTCATTGACGATAGATCACACATTATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CTTAGTTATTATCACTCTCGTGTGTACAACCGAAAACATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CGACAGTGTATACTATTTTTAACACTCATAAATAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CAAAAAGATTAAAGAATTGTAGCTAGAATCAATTGAGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATTTCAATATACTAGTTAAAATTTTAAGATTTTTAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TTATCACTTCAACGACAATAGTCAAATAACAGCCAACATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACGCTGGTTACCGCTATTAGCTCTAACCATTTTCAGGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CCATGCACCATCATACTTTTCCACATATCCGATGTCCTTAAGAATCCATTCTAGAATTCATA
GGGATAACAGGGTAATCGATTT
GTATCTCGCCCTATAGTTTTATTGATTACTACTAAACATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
ACAAAACATAAAAACAACTCGTTATTACATAGCAAGCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AGACTATCTCTATCGTCACACAACAAAATCGATTGCCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
AGCGAGGGTCGTTATTCTTCCAATTGCAATTGGTAAGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TCCCAGAAACAAACTTTTTTACCCACTATAAAATAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TATGTAAATATGATCCTAAAATAACACGGATTGTAAGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
TCCACCTACCAAAGTATAGTTGTATTTTTATCACGCGATGGCCGCGTGACGATTTATTCA

TCATACTCATTTATTCTATTATATTTAGTAGATGGGTAGTTTCAATATTATAATCTTGATTAGG

GATAACAGGGTAATCGATTT

CGATGAATGGATCACCGTGTTTATTTGGTCCTATTGCTTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TATCTTTTCATTTATGAAAGAAATACCAATGACTCCACACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CTAAAATCAGTTTAAAACTATACTTATTATACAAGTAAGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CATTGTCGCTTATATTGATGATGTCGAATTCTCCTAATATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGGGTTTAGGCAATCCAGATTCATAACTCTTACTCAGAGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGAGTACTTCGGCATACGTAGTCTTAAAATCTGGATTATTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAATAGTGTCTCCTATATATCCGTATCCTAAATCTTGTAGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TCTGGATAGTCTGGATACATTCTTTTTATATATTGATTTGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTTAAAGAGTCGTCCATATTTTATTCTGAGGCCTAATAGAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GGTATATGTATGAGGTGGGCAGCGTTCACATTTTGTGTTAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATATAATTTATAATACACTTACAGCGTCATCATGCATAACTAAATGCGAACCTATTAAACGC
CAGTGTTACAACCAATTAACC
AGTATTCTTCATATTCTACTTTATCAGTGGTGTCATTTGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAAGACTTCTAACGCCATCGATGTTTAGATCCATCACACAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TATAACTCCTACGTGCTTTATATGGCGAGTTTTTTTCCATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GATTGGATCTCCAATTTGTAGATATTCATTGCACTCAAACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GTTTATCATATAGTTCAGAGACATAATCAGAAACTGTGCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CATTAGCTAGAATTATGGATACGCTATTAATTATGTCATAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TGTGTCCTCTGCGTTGAATAGTAGACGAGCCAATGGTATAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGAATGTGAAGTTAGCAGTATACAACAAGTAGATATCACAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TGGATTGGGCTCTTCACATTGATCATGAACGACTACTCTGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAGTTCTTACAATTAGAGATTGAATTCTAGAATGGATTCTTAAGGACATCGGATATGTGGG
CCAGTGTTACAACCAATTAACC
TATAACTTCTTTATCAATGGAATCACTATCACTACTGGTAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
GGGTAAATCCTCTAGAGTGTATAAACTCTAACGTGTTTATGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATGATTCTTTTACAGATGCGTGATTAAATGCCTCGCCGTAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AACGGATGATTTCTACACAATCCTTGACATCATCCCACGGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TTACGTTACTAGCAATAAATGCATTAATATTGGGACACACGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
AACTAATTCTATATTGTTATATATTTTACAATTGGTTATGGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TAGGAGGACACTTTGCACTGAATGGCTCTCCTAGAGCGGCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TCTTATATAACACTAATTACATCAAGATTATAATATTGAAACTACCCATCTACTAAATATGC
CAGTGTTACAACCAATTAACC




knockout BAC

mutagenesis primer fw (5'-3')

mutagenesis primer rv (5'-3')

pBRFseR d216

pBRFseR d217
pBRFseR d218
pBRFseR d219
pBRFseR d221

CAAGTATGAATACGGAACACAAACATAAACTGAAGTTTAATTAAATTTATTTATGAATATATT
AGGGATAACAGGGTAATCGATTT
AGAACTAATCTTAAAACACACGGATGAAAATGTTTTGATTTGACGATTTATTCAACAAAGCCAC
ATTAAACAATATCGTTATTATATAAGTAATATCAAAAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CTACAATTATTGACGGGTTTGTTTATGACCGGCAACCATGGCCGCGTGACGATTTATTCA
CCATCTAAAACATTATTATAAATTTAACTAGATATTAATGGCCGCGTGACGATTTATTCA

CGATACCGAAACGATATATAATATATATTCATAAATAAATTTAATTAAACTTCAGTTTATGT
GCCAGTGTTACAACCAATTAACC
TGTCTGTATATGTAAGATGTTTAGAAAATGGATATTTCCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
TATCTCCAGACCATCAGGTGTGGATAGTACGTTGATAGTCGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
ATGGAGTAACTGTTGGTAGTTCTTCCGTGGAATCAATAGTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT
CGTGGGAATATGATTAGGAATGGATGTAAAGGTGCCATCTGCGTAATGCTCTGCCAGTGT




Table S3. Enzymes for RFLP, primers for Sequencing and verification results.

mutant BAC enzymes for RFLP  Verification by RFLP  sequencing primer fw (5'-3') sequencing primer rv (5'-3') length of PCR products (bp) Verification by sequencing
pBRFseR d10 Hindlll Xhol +* + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG CGGGTTATAAGATGGAACAATG 554 +
pBRFseR d12 Hindlll Xhol + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG GCAATTATCGCGTATAACGG 490 +
pBRFseR d13 Hindlll Xhol + + CCAAGATGTGTACGCTGAATATAG TGAAAGTATCCATGTTCCATCG 581 +
pBRFseR d14 Hindlll Nrul + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG CTTACTGATGAAGCGTGAGTGAG 555 +
pBRFseR d15 Xhol Nrul + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG AAGAGGACATAATCACACATAGGG 495 +
pBRFseR d18 Xhol Pvul + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG TGTATGGAATGATGGCGTTG 682 +
pBRFseR d20 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CGTAACTAATAAGACAATGGATATTTACG 1894 +
pBRFseR d21 Hindlll Xhol + + TCATCACTGTCGCTATCATTATTGC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 815 +
pBRFseR d22 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTTTCTAGTGATATTTTGGCAAGAT 1956 +
pBRFseR d23 Hindlll Dralll + + AATGTCGATGAAATATCTGATGTTGT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2239 +
pBRFseR d24 Hindlll Xhol + + CTTCTATTCAGTCAAAATGTTTGATTAT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2234 +
pBRFseR d26 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CCCACGATCATGATTAACGATAA 2238 +
pBRFseR d28 Hindlll Nrul + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG TTAACACCGTTGGTATTCGTTTA 560 +
pBRFseR d29 Hindlll Xhol + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG CATTTTTCATTGTTTACGTTTATCATGA 780 +
pBRFseR d30 Ncol Xhol + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG CAATTTCTAAAATTGGATGCAGA 472 +
pBRFseR d31 Hindlll Xhol + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG CATCAATCTCAATTATGAATAGTATTGTGTTA 554 +
pBRFseR d32 Ncol Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CTACTTTGTATCCGTAGTGATATAAAAAT 1176 +
pBRFseR d33 Hindlll Xhol + + GTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG GGATAAATAAATATGAAGGTGGAGAG 984 +
pBRFseR d34 Hindlll Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC AATTACTTATAGTACTTCAAGAATGGAAAG 1600 +
pBRFseR d35 Hindlll Xhol + + TGACGGAATAGTACAGCATGATAG CTAGACAAGATGACTGCGGATAT 515 +
pBRFseR d36 Xhol Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CGAAGTATTCGATGATTATTTTTAAC 1000 +
pBRFseR d37 Xhol Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CGAAGTATTCGATGATTATTTTTAAC 700 +
pBRFseR d38 Xhol Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CTTGACATAAAAGAAGTAAGTTATGATATTTG 1500 +
pBRFseR d40 Xhol Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACACTAATTAGCGTCTCGTTTCA 1000 +
pBRFseR d42 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CATAATTTTTATCCCAATTTACGAG 465 +
pBRFseR d43 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CTTGGATTTTTAATAGAGTGAAGTGATATTAT 1536 +
pBRFseR d44 Xhol Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GATAGTTATATAACGTGAATCATGAGTG 1028 +




mutant BAC enzymes for RFLP  Verification by RFLP  sequencing primer fw (5'-3') sequencing primer rv (5'-3') length of PCR products (bp) Verification by sequencing
pBRFseR d45 Xhol Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTTGGATCAACTGGACTTAGATAAT 1589 +
pBRFseR d46+47 Xhol Nrul + + GAAGACTGGAACTCCTGGATAAG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 594 +
pBRFseR d48 Xhol Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CATGGAATATATGGGATGGTAAATAATTTTGAAATA 603 +
pBRFseR d49 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCGGTGGATGGATGAACAATG 790 +
pBRFseR d50 Hindlll Xhol + + ATTCTACCATAGCAGAACTTAGGC CAGATGCGGTATCCATTGAAC 656 +
pBRFseR d51 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GAGGTACGAAGATTCTGGTACATAC 875 +
pBRFseR d52 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GGCGACCACAACAAGAACA 977 +
pBRFseR d53 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GGCGACCACAACAAGAACA 732 +
pBRFseR d54 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GGCGACCACAACAAGAACA 471 +
pBRFseR d55 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTAATGCGTATGCGGAGGTT 533 +
pBRFseR d56 Hindlll Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CTTAGCACTGTATTCGGCAGAT 710 +
pBRFseR d57+58 Hindlll Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ATCGCTGCTCGCATTCTATC 568 +
pBRFseR d59 Hindlll Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ATCAGAGCAGGATATTCGATAGTC 540 +
pBRFseR d60 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CCCGACATTTACAACTCCATTATAG 551 +
pBRFseR d61 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TGTATCTCTAATCGTGGTGATGAC 796 +
pBRFseR d62 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TGTATCTCTAATCGTGGTGATGAC 605 +
pBRFseR d63 Hindlll Nrul + + CATCCTGTTCTATCAACGATTCTAG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 479 +
pBRFseR d64 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GACATCGGGAGAATACAAACAATG 1104 +
pBRFseR d65 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GACATCGGGAGAATACAAACAATG 429 +
pBRFseR d66 Hindlll Xhol + + TCTCCATCAAATGCCAGACAATC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 574 +
pBRFseR d67 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CTAGATTGGCATCCTATGGACTATA 691 +
pBRFseR d68 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACGACGAACCACCAGAAGAT 939 +
pBRFseR d69 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTGTGCTGCTCTTATTGTCTGA 1286 +
pBRFseR d70 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTGTGCTGCTCTTATTGTCTGA 447 +
pBRFseR d71 Hindlll Xhol + + TGTCTAACTAATGGAGGTTCATCAG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 833 +
pBRFseR d72 Hindlll Xhol + + TGTCTAACTAATGGAGGTTCATCAG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1989 +
pBRFseR d73 Hindlll Xhol + + TTGGCTCGTCTAGGTCTTGTG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 503 +
pBRFseR d74 Hindlll Xhol + + TTGGCTCGTCTAGGTCTTGTG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1141 +




mutant BAC enzymes for RFLP  Verification by RFLP  sequencing primer fw (5'-3') sequencing primer rv (5'-3') length of PCR products (bp) Verification by sequencing
pBRFseR d75 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CAGATCATCGCTAGACATGACATT 436 +
pBRFseR d76 Xhol Dralll + + CGAGTAACATCCGTCTGGAGATA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 607 +
pBRFseR d77 Xhol Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACGCACAGACGATGGATTATTG 722 +
pBRFseR d78 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTATGTCATTCCCGATGAACTTATC 1067 +
pBRFseR d79 Xhol Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTATGTCATTCCCGATGAACTTATC 693 +
pPBRFseR d80 Hindlll Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC AGTAGTTAATCCGCATCTCCTTAG 1685 +
pBRFseR d81 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC AGTAGTTAATCCGCATCTCCTTAG 1457 +
pBRFseR d82 Hindlll Ncol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC AGTAGTTAATCCGCATCTCCTTAG 650 +
pBRFseR d83 Xhol Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCAACTGTTGGAATCTGAATGC 1889 +
pBRFseR d84 Xhol Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCAACTGTTGGAATCTGAATGC 1622 +
pBRFseR d85 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCAACTGTTGGAATCTGAATGC 461 +
pBRFseR d86 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTGTGCGTTATGCCATCTATG 398 +
pBRFseR d87 Hindlll Xhol + + TAGTTCCAACATCATACCGATAGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 467 +
pPBRFseR d88 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CCTCCGATAAATCTACATGTTC 674 +
pBRFseR d89 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CCTCCGATAAATCTACATGTTC 420 +
pBRFseR d90 Hindlll Ncol + + CGGTATTTCATCATTTCGCTGTC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 407 +
pBRFseR d91 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTCTCTTGTCTCTAACGTCTTGTTT 501 +
pBRFseR d92 Hindlll Xhol + + GCAAAGTTTCCTATTAGGGTTCC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 427 +
pBRFseR d93 Hindlll Dralll + + ACTCGTATGTTCCTCCTTGTCA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 549 +
pBRFseR d94 Hindlll Xhol + + ACTCGTATGTTCCTCCTTGTCA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 742 +
pBRFseR d95 Dralll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CTGTCCTAATAGGCATCAGTTCC 607 +
pBRFseR d96+97 Hindlll Dralll + + TTCTGCCGCATACAATAACTTG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 657 +
pBRFseR d98 Hindlll Dralll + + TTCTGCCGCATACAATAACTTG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1393 +
pBRFseR d99 Nrul Dralll + + GCGCACACAATACAGAAGATAGC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 596 +
pBRFseR d100 Xhol Pstl + + GCGCACACAATACAGAAGATAGC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1380 +
pBRFseR d101 Dralll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ATGATCCTTGACGGAAGATAACC 643 +
pBRFseR d102 Hindlll Dralll + + CACCAACGACGATAGTTCTGAC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 621 +
pBRFseR d103 Hindlll Dralll + + CACCAACGACGATAGTTCTGAC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1273 +




mutant BAC enzymes for RFLP  Verification by RFLP  sequencing primer fw (5'-3') sequencing primer rv (5'-3') length of PCR products (bp) Verification by sequencing
pBRFseR d104 Dralll Pstl + + CACCAACGACGATAGTTCTGAC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1657 +
pBRFseR d106 Hindlll Dralll + + CGCCAAGCTATTTAGGTGAC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 550 +
pBRFseR d107 Dralll Pstl + + CGCCAAGCTATTTAGGTGAC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1550 +
pBRFseR d108 Nrul Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CGCAATAATCCGCAGTGAATAC 549 +
pBRFseR d109 Nrul Dralll + + AACATGGTAACTGGAGTAGAGATAG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 778 +
pBRFseR d110 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GGCTAGAAGTCTACCTCTATCACT 517 +
pBRFseR d111 Hindlll Pvul + + TGTGCTAGTTACGAACCAGAATC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1053 +
pBRFseR d112 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GCTAACGTGTGACGAAGATATTAAG 601 +
pBRFseR d113 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CAGCTGCTTGAACATCCTCTAG 846 +
pBRFseR d114 Hindlll Xhol + + TCGTGAAATAAAGTCATCGTAGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 443 +
pBRFseR d115 Hindlll Xhol + + TCGTGAAATAAAGTCATCGTAGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1054 +
pBRFseR d117+116 Dralll Pstl + + CAAGGATCTCCGAACGTATGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 478 +
pBRFseR d118 Hindlll Xhol + + CAAGGATCTCCGAACGTATGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 962 +
pBRFseR d119+119A  Hindlll Xhol + + AAACGGCTTTTTCAAAAATATGG ACCTCTATATATCTACCACCGTGC 460 +
pBRFseR d120 Hindlll Xhol + + GAAGTTCTTGCACATCATCTGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 356 +
pBRFseR d121 Hindlll Xhol + + GAAGTTCTTGCACATCATCTGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 930 +
pBRFseR d122 Hindlll Xhol + + GAAGTTCTTGCACATCATCTGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1628 +
pBRFseR d123 Hindlll Xhol + + CTGGTAGAGAGGCTGCTGAAA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 651 +
pBRFseR d124 Hindlll Xhol + + CTGGTAGAGAGGCTGCTGAAA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2591 +
pBRFseR d125 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CCTGGAATGCGAATGAAGTTCT 417 +
pBRFseR d126 Hindlll Xhol + + ACCCTCCACTTATATATCCTCCTTT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 429 +
pBRFseR d127 Hindlll Xhol + + ACCCTCCACTTATATATCCTCCTTT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1001 +
pBRFseR d128 Hindlll Ncrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CTGTTCGAGTAGTTTATTCCACCAT 1226 +
pBRFseR d129+130 Hindlll Sall + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CTGTTCGAGTAGTTTATTCCACCAT 329 +
pBRFseR d131 Dralll Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCAATGGATTCAGACGATGGTT 1790 +
pBRFseR d132 Dralll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCAATGGATTCAGACGATGGTT 1314 +
pBRFseR d133 Dralll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCAATGGATTCAGACGATGGTT 622 +
pBRFseR d134 Nrul Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCAATGGATTCAGACGATGGTT 370 +




mutant BAC enzymes for RFLP  Verification by RFLP  sequencing primer fw (5'-3') sequencing primer rv (5'-3') length of PCR products (bp) Verification by sequencing
pBRFseR d135 Dralll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCCTCTTCTTCATCATCCTCGTA 1204 +
pBRFseR d136 Dralll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCCTCTTCTTCATCATCCTCGTA 342 +
pBRFseR d137 Hindlll Pvul + + GCGGTTGGATAGGCTGTCT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 464 +
pBRFseR d138 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTTGTGCTGGTGATGATATAGTTC 743 +
pBRFseR d139 Dralll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTCTTACTCATTGATCCGTCCTAA 1609 +
pBRFseR d140 Dralll Xhol + + GGCGACTTCTCATCTATGTAATCA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 373 +
pBRFseR d141 Hindlll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTCTTACTCATTGATCCGTCCTAA 289 +
pBRFseR d142 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TCCTCTGGAGATGACACTACGG 412 +
pBRFseR d143 Hindlll Dralll + + AATTTGGATATAGCAGCCTGAAGC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 466 +
pBRFseR d144 Dralll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTGTTGGTGTGCGAATTATCC 1607 +
pBRFseR d145 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTGTTGGTGTGCGAATTATCC 1371 +
pBRFseR d146 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTGTTGGTGTGCGAATTATCC 991 +
pBRFseR d147 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTGTTGGTGTGCGAATTATCC 822 +
pBRFseR d148 Dralll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTGTTGGTGTGCGAATTATCC 554 +
pBRFseR d149 Xhol Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CCAAGTGAAGAGTGATGTATAGAGG 1118 +
pBRFseR d150 Dralll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CCAAGTGAAGAGTGATGTATAGAGG 705 +
pBRFseR d151 Hindlll Xhol + + CGATTGCTGCTGTTCCTCTG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 404 +
pBRFseR d152+152A  Dralll Kpnl + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTTTCCAGATCCAAGTTCTACCAT 841 +
pBRFseR d153 Dralll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GTTTCCAGATCCAAGTTCTACCAT 514 +
pBRFseR d154 Xhol Dralll + + GATAACTGTAGTCTTGGGCTTCTTT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 778 +
pBRFseR d155 Kpnl Xhol + + GATAACTGTAGTCTTGGGCTTCTTT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1850 +
pBRFseR d156 Xhol Dralll + + CTCGCCTGTCATGTCTGGTAA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 404 +
pBRFseR d157 Xhol Pvul + + CTCGCCTGTCATGTCTGGTAA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1552 +
pBRFseR d158 Xhol Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GCGGCTATGATATCTCTGGCTAA 1892 +
pBRFseR d159 Xhol Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GCGGCTATGATATCTCTGGCTAA 1268 +
pBRFseR d161 Xhol Nrul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACCTCCTCCAGACAAGTATTTAACA 2413 +
pBRFseR d162 Hindlll Xhol + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACCTCCTCCAGACAAGTATTTAACA 2029 +
pBRFseR d163 Hindlll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACCTCCTCCAGACAAGTATTTAACA 1588 +




mutant BAC enzymes for RFLP  Verification by RFLP  sequencing primer fw (5'-3') sequencing primer rv (5'-3') length of PCR products (bp) Verification by sequencing
pBRFseR d164 Ncol Pstl + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACCTCCTCCAGACAAGTATTTAACA 706 +
pBRFseR d165 Nrul Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACCTCCTCCAGACAAGTATTTAACA 477 +
pBRFseR d166 Hindlll Nrul + + GCGGACATGGTAATCATAGATAGTAG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 659 +
pBRFseR d167 Hindlll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GATTATTGGATCTAGCCGTCTGTAT 477 +
pBRFseR d168 Hindlll Nrul + + GATTATTGGATCTAGCCGTCTGTAT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1001 +
pBRFseR d169 Nrul Pvul + + GATTATTGGATCTAGCCGTCTGTAT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1466 +
pBRFseR d170+171 Nrul Pvul + + GATTATTGGATCTAGCCGTCTGTAT AAACGGCTTTTTCAAAAATATGG 1988 +
pBRFseR d172 Nrul Pvul + + GTTCCTCAGGATTCTAATGATTTGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 552 +
pBRFseR d173 Nrul Pvul + + GTTCCTCAGGATTCTAATGATTTGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1293 +
pBRFseR d174 Dralll Pvul + + GTTCCTCAGGATTCTAATGATTTGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2192 +
pBRFseR d175 Dralll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC TTCCGTTATTGGTTCCGCATAC 589 +
pBRFseR d176 Hindlll Pvul + + TAACAGAGTTCCATCAACACATTCC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 993 +
pBRFseR d177 Hindlll Pvul + + TAACAGAGTTCCATCAACACATTCC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2140 +
pBRFseR d178 Hindlll Dralll + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC CCAGTAAGCAACTCCATAGCATAC 584 +
pBRFseR d179 Dralll Pvul + + TCGTCTAGCGTTGCTTCTACAT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 464 +
pBRFseR d180 Hindlll Dralll + + TCGTCTAGCGTTGCTTCTACAT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 903 +
pBRFseR d181 Hindlll Dralll + + TCGTCTAGCGTTGCTTCTACAT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1490 +
pBRFseR d182 Dralll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC ACATCCTCGACTAATATCTCCGTAA 421 +
pBRFseR d183 Dralll Pvul + + GGTCCTATTGCTTCCATGCTAC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 663 +
pBRFseR d184 Dralll Pvul + + GGTCCTATTGCTTCCATGCTAC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 946 +
pBRFseR d185 Hindlll Pvul + + CCGTTGAATATGGCTCATAACAC GGCAATCCAGATTCATAACTCTTAC 746 +
pBRFseR d186 Hindlll Pvul + + CGCCTCATTGTCGCTTATATTG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 663 +
pBRFseR d187 Hindlll Pvul + + CGCCTCATTGTCGCTTATATTG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1333 +
pBRFseR d188 Hindlll Pvul + + CGCCTCATTGTCGCTTATATTG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1853 +
pBRFseR d189 Hindlll Pvul + + CAAGTCACATACAGCGAATGGAATA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 326 +
pBRFseR d190 Hindlll Pvul + + CAAGTCACATACAGCGAATGGAATA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1400 +
pBRFseR d191 Hindlll Pvul + + CAAGTCACATACAGCGAATGGAATA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2293 +
pBRFseR d193 Hindlll Xhol + + TGAATATTGCGACGACATACG GGCTCCTTATACCAAGCACTC 636 +




mutant BAC enzymes for RFLP  Verification by RFLP  sequencing primer fw (5'-3') sequencing primer rv (5'-3') length of PCR products (bp) Verification by sequencing
pBRFseR d194 Scal Pvul + + GAGTTTATCAGAAGATGGATGGATG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 655 +
pBRFseR d195 Spel Pvul + + GAGTTTATCAGAAGATGGATGGATG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1567 +
pBRFseR d196 Nrul Pvul + + GAGTTTATCAGAAGATGGATGGATG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2304 +
pBRFseR d197 Hindlll Pvul + + AAGCGAGCAATATAGTCTTGGATC CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 674 +
pBRFseR d199 Hindlll Ncol + + AATGAGATACGGTAGACATCCTTCT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 488 +
pBRFseR d200 Xhol Nrul + + AATGAGATACGGTAGACATCCTTCT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1540 +
pBRFseR d201 Hindlll Nrul + + AATGAGATACGGTAGACATCCTTCT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 461 +
pBRFseR d202 Xhol Nrul + + AATGAGATACGGTAGACATCCTTCT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1058 +
pBRFseR d203 Ncol Dralll + + AATGAGATACGGTAGACATCCTTCT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1940 +
pBRFseR d204 Hindlll Xhol + + AACTGATACTCTAACCTGTGGAGC ATCCGTATCCGTGTATTCGTC 504 +
pBRFseR d205 Xhol Pvul + + AGTATGATGGTGCATGGAAGTTAG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 302 +
pBRFseR d206 Spel Pvul + + AGTATGATGGTGCATGGAAGTTAG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 638 +
pBRFseR d208 Nrul Dralll + + ATGTGATTAGGCATGTCGATGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 360 +
pBRFseR d209 Ncol Pvul + + ATGTGATTAGGCATGTCGATGG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 893 +
pBRFseR d210 Hindlll Pvul + + GAAGTTGATCCACCAACGATCTTAT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1504 +
pBRFseR d212 Xhol Pvul + + CTTCCGACTACATACAACACGATAT CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 1109 +
pBRFseR d214+215 Hindlll Xhol + + CCTGTACATCGTACAAATGACAAAC CTTGACAAATTGGTATTCCGTACAC 597 +
pBRFseR d216 Hindlll Pacl + + TTATATCATGCACAATATACTACCCATCTACT ~ CCAAATAATAACGATACCGAAACGA 308 +
pBRFseR d217 Dralll Pvul + + GCATAGATATGGAGGAGGATACAGA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 893 +
pBRFseR d218 Hindlll Pvul + + GCATAGATATGGAGGAGGATACAGA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2075 +
pBRFseR d219 Nrul Pvul + + GCATAGATATGGAGGAGGATACAGA CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2902 +
pBRFseR d221 Hindlll Pvul + + GCCGAAGCATTGAATGACATG CCGTTGAATATGGCTCATAACAC 2486 +

* means verification result was correct



pBRFseR

o o o) o o o
A B gdéz’.m.">’>8008wr8rw
T © © O O © © © T T T O
20 kbp 20 kbp
10 kbp
7 kbp 10 kbp
S5kbp [~ 7 kbp
4 kbp
5 kbp
4 kbp
3 kbp
3 kbp

Figure S1. RFLP analysis of complete deletion of kelch-like genes form pBRFseR mutant BAC clone. A. BAC DNA was isolated and cleaved with Hindlll and separated on a
0.8% agarose gel. Sizes of a molecular weight marker (generuler 1-kb plus DNA ladder, Fermentas) are shown. B. RFLP patterns of respective BAC clones predicted by in
silico Hindlll digests using VectorNTI. RFLP paterns correspond exactly to predictions.

Nomenclature of kelch-like genes deletion mutants.
da:ORF13 deletion of WT BAC (pBRFseR); daco:co-intergate for generating da by en passant mutagenesis;
dB:ORF35 deletion of da; dBco: co-intergate for generating dp by en passant mutagenesis;
dy:ORF50 deletion of dB; dyco: co-intergate for generating dy by en passant mutagenesis;
d6:0RF193 deletion of dy; déco: co-intergate for generating dé by en passant mutagenesis;
de:ORF204 deletion of d§; deco: co-intergate for generating de by en passant mutagenesis;
d:ORF214 deletion of dg; dico co-intergate for generating d{ by en passant mutagenesis;
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Figure S2. Example of RFLP analysis of mutant BAC clone. A. BAC DNA was isolated and cleaved with Hindlll and separated on a 0.8% agarose gel. Sizes of a

molecular weight marker (generuler 1-kb plus DNA ladder, Fermentas) are shown. B. RFLP patterns of respective BAC clones predicted by in silico Hindlll digests
using VectorNTI. RFLP paterns correspond exactly to predictions.
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