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RT-qPCR of sgRNAs ͵ͷͲ�
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� ͳ͹

������������������������������������������������������������������������ȋ��ͳͻʹ͸Ȍȋ�����͵ͷ͵�

������������ǡ���������ǡ���ȌǤ���Ǧ����������������������������������������������͵ͷͶ�

��������������Ǧ����������������ȋ������������������ǡ�	����������ǡ���Ȍ�����������͵ͷͷ�

����������������������Ǧ���������̺�
�������������ȋ�����������������ǡ���������ǡ���ȌǤ�����͵ͷ͸�

��Ǧ��������������������������������������������������������������������ȋοο��Ȍ��������͵ͷ͹�

��������������������������������������������������������������������������UBC6ǡ�������͵ͷͺ�

�����������������������������������ȋ�����������Ǥ�ʹͲͲͻȌǤ����������������������������������͵ͷͻ�

����������������ͷǯǦ����
����
����

�Ǧ͵ǯ���������������������Ǧ��������������������͵͸Ͳ�

ͷǯǦ
�����
�
���
�����
���
Ǧ͵ǯǤ���������������������������UBC6��������������������͵͸ͳ�

�����ȋ��Ȍ�ͷǯǦ�������������

������Ǧ͵ǯ�����ȋ����Ȍ�ͷǯǦ͵͸ʹ�

������
���
���������

Ǧ͵ǯǤ�����������������������������������������������͵͸͵�
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Multiplex genome targeting by Cas9  ͵͸͸�
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Multiplex in vivo assembly of DNA using Cas9  ͵͹͵�

�����������������������������������������in vivo�������������������������Ǧ���������͵͹Ͷ�
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Selection of improved variants of cellodextrin transporter CDT1 ͵ͺ͵�
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������ǡ��Ǥ�	Ǥ�
��������ǡ��Ǥ��Ǥ������ǡ��Ǥ��Ǥ������ǡ��Ǥ��Ú����ǡ��Ǥ��������ǡ��Ǥ��Ǥ�����ǡ��Ǥ����ǡ��Ǥ�ͷͻͳ�
�����ǡ��Ǥ�����ǡ��Ǥ����ǡ��Ǥ����ǡ��Ǥ��������ǡ��Ǥ����ǡ��Ǥ�������ǡ��Ǥ��Ǥ����ǡ�
Ǥ��Ǥ���������ǡ��Ǥ�
Ǥ�ͷͻʹ�
�������ǡ��Ǥ�����ǡ��Ǥ�����Ǧ���������ǡ��Ǥ���������ǡ�
Ǥ����������ǡ��Ǥ�������ǡ��Ǥ��Ǥ����������ǡ�ͷͻ͵�
�Ǥ��������Ǧ�������ǡ��Ǥ��Ǥ�������ǡ�
Ǥ��Ǥ����������ǡ�
Ǥ������ǡ��Ǥ�����ǡ�
Ǥ����������ǡ��Ǥ��Ǥ�����ǡ�ͷͻͶ�
�Ǥ��Ǥ�����ǡ�
Ǥ���������ǡ��Ǥ��Ǥ���������ǡ��Ǥ�����ǡ�
Ǥ����ǡ��Ǥ���������ǡ��Ǥ���ǡ��Ǥ�������ǡ�
Ǥ��Ǥ�ͷͻͷ�
�����ǡ��Ǥ�������ǡ��Ǥ�����������ǡ��Ǥ��Ǥ������������Ǥ�
�������Ǥ�ȋʹͲͲʹȌǤ�̶	��������������������ͷͻ͸�
�������Saccharomyces cerevisiae�������Ǥ̶��������418ȋ͸ͺͻ͸Ȍǣ�͵ͺ͹Ǧ͵ͻͳǤ�ͷͻ͹�
� �ͷͻͺ�

�����ǡ��Ǥ�
Ǥǡ��Ǥ������ǡ��Ǥ��Ǥ�������ǡ�
Ǥ��Ǥ�������ǡ��Ǥ��Ǥ��������������������Ǥ��Ǥ������Ǥ�ȋʹͲͲͻȌǤ�ͷͻͻ�
̶�������������������������������������������������������������������Ǥ̶��͸ͲͲ�
�͸Ͳͳ�
��ǡ��Ǥ�
Ǥǡ�
Ǥ��Ǥ�
������ǡ��Ǥ��Ǥ����ǡ�
Ǥ��Ǥ�����ǡ��Ǥ�����ǡ�
Ǥ��Ǥ����ǡ��Ǥ��Ǥ�
����ǡ�
Ǥ��Ǥ�����������Ǥ��Ǥ�
��Ǥ�͸Ͳʹ�
ȋʹͲͳͳȌǤ�̶�����������Saccharomyces cerevisiae����������������������������������������͸Ͳ͵�
�������������������Ǥ̶��������������������������108ȋʹȌǣ�ͷͲͶǦͷͲͻǤ�͸ͲͶ�
� �͸Ͳͷ�
��������ǡ�
Ǥ������Ǥ�����������ȋʹͲͲͻȌǤ�̶������������������������������������Ǥ̶������͸Ͳ͸�
136ȋͶȌǣ�͹͸͵Ǧ͹͹͸Ǥ�͸Ͳ͹�
� �͸Ͳͺ�
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���ǡ��Ǥ��Ǥǡ��Ǥ��Ǥ������ǡ�
Ǥ��Ǥ����������ǡ�	Ǥ��Ǥ����ǡ��Ǥ����������ǡ��Ǥ���������ǡ��Ǥ���ǡ��Ǥ�
Ǥ�	���ǡ��Ǥ�͸Ͳͻ�
��ǡ��Ǥ�������ǡ��Ǥ�
Ǥ��������ǡ��Ǥ��Ǥ�����������ǡ�
Ǥ���������	Ǥ������Ǥ�ȋʹͲͳ͵ȌǤ�̶��������������͸ͳͲ�
������������������Ǧ����������ͻ����������Ǥ̶����������������31ȋͻȌǣ�ͺʹ͹Ǧͺ͵ʹǤ�͸ͳͳ�
� �͸ͳʹ�
�����ǡ��Ǥ��Ǥǡ�
Ǥ�������ǡ��Ǥ��Ǥ����ǡ��Ǥ�������������
Ǥ��Ǥ�����Ǥ�ȋʹͲͳ͵ȌǤ�̶�����������������������͸ͳ͵�
�������Ȁ�Ϊ��������������������������������������Ǥ̶��������������������������110ȋͶͶȌǣ�͸ͳͶ�
ͳ͹ͺ͸ʹǦͳ͹ͺ͸͹Ǥ�͸ͳͷ�
� �͸ͳ͸�

����ǡ��Ǥǡ��Ǥ����������ǡ��Ǥ�	������ǡ��Ǥ������ǡ�
Ǥ��Ǥ�������������Ǥ������������Ǥ�ȋʹͲͳʹȌǤ�̶��͸ͳ͹�
�����������������Ǧ���Ǧ������������������������������������������������������Ǥ̶�͸ͳͺ�
��������337ȋ͸Ͳͻ͸Ȍǣ�ͺͳ͸ǦͺʹͳǤ�͸ͳͻ�
� �͸ʹͲ�

����ǡ��Ǥǡ�	Ǥ�
����ǡ��Ǥ��Ǥ�������ǡ��Ǥ��Ǥ����������ǡ��Ǥ�����ǡ��Ǥ���ǡ��Ǥ�������ǡ��Ǥ������ǡ��Ǥ�����ǡ�͸ʹͳ�
�Ǥ����ǡ��Ǥ�������ǡ��Ǥ��Ǥ���������ǡ��Ǥ������������ǡ��Ǥ�������������
Ǥ��Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͳͶȌǤ�͸ʹʹ�
̶�����������������ͻ�������������������������Ǧ����������������������������������Ǥ̶�͸ʹ͵�
��������343ȋ͸ͳ͹͸ȌǣͳʹͶ͹ͻͻ͹Ǥ�͸ʹͶ�
� �͸ʹͷ�
�����ǡ��Ǥǡ��Ǥ����������������Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͳͲȌǤ�̶������������������Saccharomyces ͸ʹ͸�
cerevisiae����������������ǣ������������������������������������������Ǥ̶�������������͸ʹ͹�
1ȋ͸Ȍǣ�͵ͻͷǦͶͲ͵Ǥ�͸ʹͺ�
� �͸ʹͻ�
��ǡ��Ǥǡ�	Ǥ�����ǡ�
Ǥ��Ǥ���������������
Ǥ��Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͲ͹ȌǤ�̶�������������������������������͸͵Ͳ�
���������������������������Ǥ̶�����������15ȋ͵Ȍǣ�ʹͺͳǦʹͺ͹Ǥ�͸͵ͳ�
� �͸͵ʹ�
����ǡ��Ǥ��Ǥ������Ǥ�	Ǥ���������ȋʹͲͲͷȌǤ�̶��������������������������ǦǦ��������ǫ̶���������͸͵͵�
309ȋͷ͹͵ͳȌǣ�ͳͲͳǤ�͸͵Ͷ�
� �͸͵ͷ�
�Ú����ǡ��Ǥ������Ǥ������ȋʹͲͲ͹ȌǤ�̶�����������������������������������������������Ǥ̶���������͸͵͸�
��������������8ȋͳͲȌǣ�͹͸ͳǦ͹͹͵Ǥ�͸͵͹�
� �͸͵ͺ�
������ǡ��Ǥǡ�
Ǥ�	������ǡ��������ǡ��Ǥ��������������Ǥ������Ǥ�ȋͳͻͺͺȌǤ�̶����������������͸͵ͻ�
��������������Ǧ����������������ȋ���Ȍ����Streptomyces nourseiǤ̶�
����62ȋʹȌǣ�ʹͲͻǦʹͳ͹Ǥ�͸ͶͲ�
� �͸Ͷͳ�
���ǡ��Ǥ��Ǥǡ��Ǥ�������ǡ��Ǥ��Ǥ����ǡ��Ǥ�
Ǥ������������
Ǥ��Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͳ͵ȌǤ�̶����������Ǧ������͸Ͷʹ�
�����������������������Ǧ���������������������������������������Ǧ����������������Ǥ̶�͸Ͷ͵�
������������������41ȋʹʹȌǣ�ͳͲ͸͸ͺǦͳͲ͸͹ͺǤ�͸ͶͶ�
� �͸Ͷͷ�
����ǡ��Ǥǡ��Ǥ��Ǥ�������ǡ�����
Ǥ��Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͳ͵ȌǤ�̶���ͻ�������������������������������������͸Ͷ͸�
�������Ǥ̶�������������10ȋͳͲȌǣ�ͻͷ͹Ǧͻ͸͵Ǥ�͸Ͷ͹�
� �͸Ͷͺ�
����ǡ��Ǥǡ��Ǥ�����ǡ��Ǥ��Ǥ�������ǡ�
Ǥ�����ǡ��Ǥ�
����ǡ�
Ǥ��Ǥ��������ǡ�
Ǥ��Ǥ��������������
Ǥ��Ǥ�������Ǥ�͸Ͷͻ�
ȋʹͲͳ͵ȌǤ�̶���Ǧ���������������������������������������ͻǤ̶���������339ȋ͸ͳʹͳȌǣ�ͺʹ͵Ǧͺʹ͸Ǥ�͸ͷͲ�
� �͸ͷͳ�
�����ǡ��Ǥǡ��Ǥ���������Ǧ������ǡ��Ǥ�����������ǡ��Ǥ��������ǡ��Ǥ������������Ǥ�
�������Ǥ�ȋʹͲͲ͸ȌǤ�͸ͷʹ�
̶����������������������Ǧ��������������������������������������������ǣ�������������͸ͷ͵�
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�������ǡ��������������������ǡ��������������������������������������������Ǥ̶���������������͸ͷͶ�
����34ȋ͸Ȍǣ�ͳͺͳ͸Ǧͳͺ͵ͷǤ�͸ͷͷ�
� �͸ͷ͸�
����ǡ�	Ǥǡ�	Ǥ�������±�ǡ��Ǥ�����������ǡ��Ǥ������������Ǥ������Ǥ�ȋͳͻͻ͵ȌǤ�̶������������������������͸ͷ͹�
�������������������������������������������Ǥ̶�
Ǥ����Ǥ�	���Ǥ�������62ȋͳȌǣ�ͺͻǦͻͶǤ�͸ͷͺ�
���ǣ�ͳͲǤͳͲͲʹȀ����Ǥʹ͹ͶͲ͸ʹͲͳͳ͵�͸ͷͻ�
� �͸͸Ͳ�
�����������ǡ��Ǥǡ��Ǥ����������������Ǥ������Ǥ�ȋʹͲͳͶȌǤ�̶����������������������������������͸͸ͳ�
�������Ǧ�����������������������������������������������������������������������������Ǥ̶�͸͸ʹ�
������3ǣ��ͲʹͲ͵ͲǤ�͸͸͵�
� �͸͸Ͷ�
�����ǡ��Ǥ��Ǥ�ȋʹͲͲͺȌǤ�̶
������������������������������Ǥ̶��������454ȋ͹ʹͲ͸Ȍǣ�ͺͶͳǦͺͶͷǤ�͸͸ͷ�
� �͸͸͸�
������ǡ��Ǥǡ��Ǥ��Ǥ��������ǡ��Ǥ����������ǡ��Ǥ����ǡ��Ǥ��Ǥ������ǡ��Ǥ��Ǥ����������ǡ��Ǥ������ǡ��Ǥ��Ǥ������ǡ�͸͸͹�
�Ǥ��Ǥ�����ǡ�
Ǥ�
Ǥ������������	Ǥ������Ǥ�ȋʹͲͳͶȌǤ�̶
�����Ǧ������������Ǧ���ͻ����������͸͸ͺ�
������������������������Ǥ̶���������343ȋ͸ͳ͸͸Ȍǣ�ͺͶǦͺ͹Ǥ�͸͸ͻ�
� �͸͹Ͳ�
���������ǡ��Ǥ��Ǥǡ��Ǥ��������ǡ��Ǥ�
����ǡ��Ǥ��Ǥ�
����������
Ǥ��Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͳͶȌǤ�̶����͸͹ͳ�
�������������������������������Ǧ�����������������������ͻǤ̶��������507ȋ͹ͶͻͲȌǣ�͸ʹǦ͸͹Ǥ�͸͹ʹ�
� �͸͹͵�
�������ǡ�	Ǥǡ��Ǥ��Ǥ�������ǡ��Ǥ��Ǥ�
�������������Ǥ��Ǥ��������Ǥ�ȋʹͲͲ͵ȌǤ�̶����������������Ǧ͸͹Ͷ�
���������������Ǧ�������������������������������������������������������������������������͸͹ͷ�
�����Ǥ̶��������������������������100ȋʹͷȌǣ�ͳͶͻͻͶǦͳͶͻͻͻǤ�͸͹͸�
� �͸͹͹�
���ǡ��Ǥǡ��Ǥ�����ǡ��Ǥ����ǡ��Ǥ����ǡ��Ǥ�
���ǡ��Ǥ����������Ǥ����Ǥ�ȋʹͲͳʹȌǤ�̶�����������������������͸͹ͺ�
��������������������������������������������
���ͳǦͶǤ̶��������490ȋ͹ͶʹͲȌǣ�͵͸ͳǦ͵͸͸Ǥ�͸͹ͻ�
� �͸ͺͲ�
�����ǡ��Ǥ��Ǥǡ��Ǥ���������ǡ�
Ǥ��Ǥ�	���­��������
Ǥ��Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͲͻȌǤ�̶������������������������͸ͺͳ�
��������������������������������������������������Ǧ�������Ǧ�������Saccharomyces ͸ͺʹ�
cerevisiaeǤ̶��������������10ǣ�ͻͻǤ�͸ͺ͵�
�͸ͺͶ�
������ǡ��Ǥ�
Ǥ�ȋʹͲͲͻȌǤ�̶�������������������������������������������������������������Ǥ̶�����͸ͺͷ�
����������5ȋͺȌǣ�ͷ͸͹Ǧͷ͹͵Ǥ�͸ͺ͸�
� �͸ͺ͹�
�����������ǡ�	Ǥ�����
Ǥ��Ú���ȋʹͲͲ͸ȌǤ�̶�	��������ǣ��������������Ǧ��������������������������͸ͺͺ�
��������������������������Ǥ̶�
�������������������������67ȋͳȌǣ�͸͹Ǧ͹ͶǤ�͸ͺͻ�
�͸ͻͲ�
����ǡ��Ǥ��Ǥǡ��Ǥ�
Ǥ�����������ǡ��Ǥ�
Ǥ���������������Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͲͻȌǤ�̶�������������������������͸ͻͳ�
����Ǧ������������������Ǥ̶���������326ȋͷͻͷͷȌǣ�ͻͷ͵Ǥ�͸ͻʹ�
� �͸ͻ͵�
�������ǡ��Ǥ��Ǥ������Ǥ��Ǥ��������Ǥ�ȋʹͲͳͳȌǤ�̶������������������������������������������͸ͻͶ�
�������������������������������������������Ǥ̶��������������������������108ȋ͵͹Ȍǣ�ͳͷͳ͵ͷǦ͸ͻͷ�
ͳͷͳͶͲǤ�͸ͻ͸�
� �͸ͻ͹�
�����������ǡ��Ǥǡ��Ǥ�����������	Ǥ��Ǥ�������Ǥ�ȋʹͲͲʹȌǤ�̶���������������������������������������Ǥ̶�͸ͻͺ�
�������������������������99ȋʹ͸Ȍǣ�ͳ͸ͷͺ͹Ǧͳ͸ͷͻͳǤ�͸ͻͻ�
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� �͹ͲͲ�
����ǡ��Ǥǡ�
Ǥ��Ǥ������ǡ��Ǥ��Ǥ�����ǡ�
Ǥ��Ǥ�	��������
Ǥ���������������Ǥ�ȋʹͲͳʹȌǤ�̶�������͹Ͳͳ�
�������������������������������������������������������������������������������������͹Ͳʹ�
�����������������������������������������������������������������������������������͹Ͳ͵�
Saccharomyces cerevisiaeǤ̶�����������14ȋ͸Ȍǣ�͸ͳͳǦ͸ʹʹǤ�͹ͲͶ�
� �͹Ͳͷ�
�͹Ͳ͸�

͹Ͳ͹�
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Figure 1.������������������������������������������������������������������������������Ǥ�͹Ͳͺ�

��������������ʹ�ȋ�����Ǧ�����������Ȍ�����������ȋ�����Ǧ�������������Ȍ�������������������͹Ͳͻ�

���������������������������ǡ�PTDH3���������Ǥ�ȋAȌ�	�������������������������������������͹ͳͲ�

���������������������Ǣ�ȋBȌ����������������������������������Ǣ�ȋCȌ���������������������͹ͳͳ�

���������������ȋLEU2�����URA3Ȍ����the S. cerevisiae�������Ǣ�����ȋDȌ�������������������������͹ͳʹ�

���������������ȋURA3Ȍ��������������Ǥ��������������������Ǧ�������������������������������͹ͳ͵�

��������ǡ�����������������������Ǧ�������������������ʹ����������Ǥ�������������������������͹ͳͶ�

����������������������������������������������������������������������������������͹ͳͷ�

���������������ǡ���������������������������������������������������������������������������Ǥ��͹ͳ͸�

��������������������������������������������������������������������������������Ǥ�͹ͳ͹�

�͹ͳͺ�

͹ͳͻ�
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Figure 2.��������������������������������Ǥ�ȋAȌ����ͻ����������������������������͹ʹͲ�

������������������������Ǥ�����Streptococcus pyogenes����ͻ����������������������������Ǧ͹ʹͳ�

��������������������������������������������������������������������ȋ
	�Ȍ�ȋ�����ȌǤ��	���͹ʹʹ�

��������������������������ǡ�����Streptococcus pyogenes����ͻ����������������������������Ǧ͹ʹ͵�

�����������������������������������������������������������������ȋ����ȌǤ�ȋBȌ����������͹ʹͶ�

�������������������ͻǦ
	���������������������������S. cerevisiae������Ǥ��������ͻǦ
	����������͹ʹͷ�

�����������������������TDH3����������������������������Ǥ�����ǡ�������������������Ǣ�������͹ʹ͸�

�����������������������Ǥ�ȋCȌ�
��������������������������������������ͻ���������������͹ʹ͹�

���������PTDH3�ȋ�����Ȍ����������������������PRNR2�ȋ����Ȍ�����������������������ȋ���ȌǤ�ȋDȌ�͹ʹͺ�

����������������������������ͷǯ�����������������������ȋ���Ȍ����������ȋδ�ǡ������Ȍǡ�ʹͲ����͹ʹͻ�

����������������ȋ�����Ȍǡ�������ȋ�����Ȍ�����������������������������������ȋ���ȌǤ����������͹͵Ͳ�

�����������������������������ȋ����Ȍ����������������������������������������������ȋ����͹͵ͳ�

�����ȌǤ��ȋEȌ�����������������������ͻ����������Ǥ�����ͻ���������������������������������������͹͵ʹ�

�������ǡ���������������ǡ��������������������������������ǡ���������������������������͹͵͵�

������������������������Ǥ�ȋFȌ����������������������������������������Ǥ������������������͹͵Ͷ�

�����������ͷǯ����������������ȋ����Ȍǡ���������������������������ȋ�����Ȍǡ����������͹͵ͷ�

������������������ȋ����Ȍǡ�������͵ǯ����������������ȋ�����Ȍ�ȋ
������������Ǥ�ʹͲͲʹȌǤ�����������͹͵͸�

���������������������������������������������������ͷͲ���������������ȋ����Ȍ���������������͹͵͹�
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