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Figure S1. Adulticidal activity of the first-generation laboratory Sh.463 yeast strain. The Sh.463
laboratory strain induced significant adult morbidity in A. aegypti (left) and A. gambiae (right)
when delivered as an ATSB in 5% sucrose. ** =P<0.001 vs 5% sucrose (ASB) or vs. the control
yeast treatment (Control). ~5 ul of 0.4 ug/ul yeast in 5% sucrose was delivered to each of 25
adult females in replicate trials. Mean mortalities observed in six replicate trials are shown, and

error bars refer to SEM.
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Figure S2. Ingestion of Sh.463 Cas-CLOVER/ piggyBac-synthesized yeast strains results in adult
mosquito mortality. A. aegypti (a) and A. gambiae (b) adult females were fed sugar bait alone (blue), or
sugar bait with insecticidal DMT9-52.2R#3 yeast (yellow), insecticidal DMT9-56.10R#3 yeast (orange), or
control yeast (grey). Although mosquitoes that fed on sugar bait alone or sugar bait with control yeast
survived, ingestion of either of the insecticidal yeasts resulted in mosquito death within six days in
simulated field trials performed in the insectary. Data were prepared from six replicate trials in which
each of 25 adult females fed on ~5 ul of 0.2 ug/ul yeast in sugar bait.



Table S1

Description

Sequence

shRNA of siRNA.463

gttaaattatctaggcattcgattcaagagatcgaatgcctagataatttaa

Target sequence Shaker

(AAEL000242)

auuuaaauuaucuaggcauucgaaa

Truncated (defective) leu2

nutritional promoter

atatatatatttcaaggatataccattcta

3’ piggyBac Inverted
Terminal Repeat

transposable element

ttaaccctagaaagataatcatattgtgacgtacgttaaagataatcatgcgtaaaattgacgcatgtgttttatcggtetgtatatcgaggtttatttatta
atttgaatagatattaagttttattatatttacacttacatactaataataaattcaacaaacaatttatttatgtttatttatttattaaaaaaaaacaaaaactc
aaaatttcttctataaagtaacaaaactttta

5’ piggyBac Inverted
Terminal Repeat

transposable element

gatatctataacaagaaaatatatatataataagttatcacgtaagtagaacatgaaataacaatataattatcgtatgagttaaatcttaaaagtcacgt
aaaagataatcatgcgtcattttgactcacgcggtcgttatagttcaaaatcagtgacacttaccgcattgacaagcacgcctcacgggagcetccaa
gcggcgactgagatgtcctaaatgcacagcgacggattcgegctatttagaaagagagagcaatatttcaagaatgcatgegtcaattttacgeag
actatctttctagggttaa

piggyBac Core Insulators

gagggacagcccccccccaaageccccagggatgtaattacgtcecteececgcetagggggeageagegagecgeccggggeteegeteey
gtcecggcegcetecececgeatecccgageeggeagegtgcggggacageccgggeacggggaaggtggeacgggategctttectctgaacy
cttctcgetgetetttgagectgcagacacctggggggatacggggaaaa




piggyBac Transposon
carrying Sh.463 expression

cassette for DMT9-52.2R #3

ttaaccctagaaagataatcatattgtgacgtacgttaaagataatcatgcgtaaaattgacgcatgtgttttatcggtctgtatatcgaggtttatttatta
atttgaatagatattaagttttattatatttacacttacatactaataataaattcaacaaacaatttatttatgtttatttatttattaaaaaaaaacaaaaactc
aaaatttcttctataaagtaacaaaacttttatagaattctatctagagggacagcccceccccaaageccccagggatgtaattacgtecctecece
gctagggggcagceagegagecgeccggggcteegetceggtecggegceteecceccgceateecegagecggeagegtgcggggacagecc
gggcacggggaaggtggcacgggatcgctttcctetgaacgcettctcgcetgetetttgagectgcagacacctggggggatacggggaaaagge
ctccaaggccagcttcccacaataagttgggtgaattttggctcattectectttctataggattgaggtcagagcetttgtgatgggaattctgtggaat
gtgtgtcagttagggtgtggaaagtcecgegatcgctcattatcaatactcgecatttcaaagaatacgtaaataattaatagtagtgattttcctaactt
tatttagtcaaaaaattagccttttaattctgctgtaacccgtacatgcccaaaatagggggegggttacacagaatatataacatcgtaggtgtctgg
gtgaacagtttattcctggcatccactaaatataatggageccgctttttaagctggcatccagaaaaaaaaagaatcccagcaccaaaatattgtttt
cttcaccaaccatcagttcataggtccattctcttagcgcaactacagagaacaggggcacaaacaggcaaaaaacgggcacaacctcaatgga
gtgatgcaacctgcctggagtaaatgatgacacaaggcaattgacccacgceatgtatctatcteattttcttacaccttctattaccttctgctctctctga
tttggaaaaagctgaaaaaaaaggttgaaaccagttccctgaaattattccectacttgactaataagtatataaagacggtaggtattgattgtaattct
gtaaatctatttcttaaacttcttaaattctacttttatagttagtcttttttttagttttaaaacaccagaacttagtttcgacggattctagaactagtggatcc
gttaaattatctaggcattcgattcaagagatcgaatgectagataatttaattttttctcgagtcatgtaattagttatgtcacgcttacattcacgeccte
cceccacatccgctctaaccgaaaaggaaggagttagacaacctgaagtctaggtceectatttatttttttatagttatgttagtattaagaacgttattta
tatttcaaatttttcttttttttctgtacagacgcgtgtacgcatgtaacattatactgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgctcgaaggctttaatt
tgccggecggcectgceatatatatatttcaaggatataccattctaatgtctgcccctaagaagategtegttttgccaggtgaccacgttggtcaagaa
atcacagccgaagccattaaggttcttaaagctatttctgatgttcgttccaatgtcaagttcgatttcgaaaatcatttaattggtggtgcetgctatcgat
gctacaggtgttccacttccagatgaggegcetggaagectccaagaaggctgatgecgttttgttaggtgctgtgggtggtectaaatggggtace
ggtagtgttagacctgaacaaggtttactaaaaatccgtaaagaacttcaattgtacgccaacttaagaccatgtaactttgcatccgactctcttttag
acttatctccaatcaagccacaatttgctaaaggtactgacttegttgttgtcagagaattagtgggaggtatttactttggtaagagaaaggaagacg
atggtgatggtgtcgcettgggatagtgaacaatacaccgttccagaagtgcaaagaatcacaagaatggecgctttcatggecctacaacatgage
caccattgcctatttggtccttggataaagctaatgttttggcctcttcaagattatggagaaaaactgtggaggaaaccatcaagaacgaattcecta
cattgaaggttcaacatcaattgattgattctgccgccatgatcctagttaagaacccaacccacctaaatggtattataatcaccagcaacatgtttgg
tgatatcatctccgatgaagcctecgttatcccaggttecttgggtttgttgecatctgegtecttggectctttgccagacaagaacaccgceatttggtt
tgtacgaaccatgccacggttctgctccagatttgccaaagaataaggtcaaccctatcgecactatcttgtctgctgcaatgatgttgaaattgtcatt
gaacttgcctgaagaaggtaaggccattgaagatgcagttaaaaaggttttggatgcaggtatcagaactggtgatttaggtggttccaacagtacce
accgaagtcggtgatgctgtcgccgaagaagttaagaaaatccttgcttaaaaagattctctttttitatgatatttgtacataaactttataaatgaaattc
ataatagaaacgacacgaaattacaaaatggaatatgttcatagggtagacgaaactatatacgcaatctacatacatttatcaagaaggagaaaaa
ggaggatgtaaaggaatacaggtaagcaaattgatactaatggctcaacgtgataaggaaaaagaattgcactttaacattaatattgacaaggag
gagggcaccacacaaaaagttaggtgtaacagaaaatcatgaaactatgattcctaatttatatattggaggattttctctaaaaaaaaaaaaatacaa
caaataaaaaacactcaatgacctgaccatttgatggagtttaagtcaataccttccctgcaggtgtectcacaggaacgaagtccctaaagaaaca
gtggcagccaggtttagccccggaattgactggattecttttttagggceccattggtatggctttttcccegtatceccccaggtgtctgcaggetcaa




agagcagcgagaagcgttcagaggaaagcgatcccgtgcecaccttceeecgtgeccgggcetgteecegeacgetgecggetcggggatgcggg
gggagcgeeggaccggageggagecccgggeggcetegcetgetgeecectagegggggagggacgtaattacatcectgggggetttggggg
ggggctgteccttageggecgcetgatatctataacaagaaaatatatatataataagttatcacgtaagtagaacatgaaataacaatataattatcgta
tgagttaaatcttaaaagtcacgtaaaagataatcatgcgtcattttgactcacgcggtcgttatagttcaaaatcagtgacacttaccgcattgacaag
cacgcctcacgggagcetccaageggegactgagatgtectaaatgcacagegacggattcgcegctatttagaaagagagagcaatatttcaaga
atgcatgcgtcaattttacgcagactatctttctagggttaa

piggyBac Transposon
carrying Sh.463 expression
cassette for DMT9-56.10R

#3

ttaaccctagaaagataatcatattgtgacgtacgttaaagataatcatgcgtaaaattgacgcatgtgttttatcggtctgtatatcgaggtttatttatta
atttgaatagatattaagttttattatatttacacttacatactaataataaattcaacaaacaatttatttatgtttatttatttattaaaaaaaaacaaaaactc
aaaatttcttctataaagtaacaaaacttttatagaattctatctagagggacagcccccccccaaageccccagggatgtaattacgteecteeccc
gctagggggcagceagegagecgeccggggcteegetceggtecggegceteecceccgceateecegagecggeagegtgeggggacagecc
gggcacggggaaggtggeacgggatcgcetttcctetgaacgcttctcgcetgetetttgagectgcagacacctggggggatacggggaaaaggc
ctccaaggccagcttcccacaataagttgggtgaattttggcetcattectectttctataggattgaggtcagagcetttgtgatgggaattctgtggaat
gtgtgtcagttagggtgtggaaagtcecgegatcgcteattatcaatactcgecatttcaaagaatacgtaaataattaatagtagtgattttcctaactt
tatttagtcaaaaaattagccttttaattctgctgtaacccgtacatgcccaaaatagggggegggttacacagaatatataacatcgtaggtgtetgg
gtgaacagtttattcctggcatccactaaatataatggagceccgctttttaagctggcatccagaaaaaaaaagaatcccagcaccaaaatattgtttt
cttcaccaaccatcagttcataggtccattctcttagcgcaactacagagaacaggggcacaaacaggcaaaaaacgggcacaacctcaatgga
gtgatgcaacctgcctggagtaaatgatgacacaaggcaattgacccacgcatgtatctatcteattttcttacaccttctattaccttctgcetctctetga
tttggaaaaagctgaaaaaaaaggttgaaaccagttccctgaaattattccectacttgactaataagtatataaagacggtaggtattgattgtaattct
gtaaatctatttcttaaacttcttaaattctacttttatagttagtcttttttttagttttaaaacaccagaacttagtttcgacggattctagaactagtggatcc
gttaaattatctaggcattcgattcaagagatcgaatgectagataatttaattttttctcgagtcatgtaattagttatgtcacgcttacattcacgeccte
cceccacatccgctctaaccgaaaaggaaggagttagacaacctgaagtctaggteectatttatttttttatagttatgttagtattaagaacgttattta
tatttcaaatttttcttttttttctgtacagacgcgtgtacgcatgtaacattatactgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgcetcgaaggctttaatt
tgccggecggectgceatatatatatttcaaggatataccattctaatgtctgcecctaagaagatcgtegttttgccaggtgaccacgttggtcaagaa
atcacagccgaagccattaaggttcttaaagctatttctgatgttcgttccaatgtcaagttcgatttcgaaaatcatttaattggtggtgctgctategat
gctacaggtgttccacttccagatgaggegcetggaagectccaagaaggctgatgecgttttgttaggtgctgtgggtggtectaaatggggtace
ggtagtgttagacctgaacaaggtttactaaaaatccgtaaagaacttcaattgtacgccaacttaagaccatgtaactttgcatccgactctcttttag
acttatctccaatcaagccacaatttgctaaaggtactgacttegttgttgtcagagaattagtgggaggtatttactttggtaagagaaaggaagacg
atggtgatggtgtcgcettgggatagtgaacaatacaccgttccagaagtgcaaagaatcacaagaatggecgctttcatggecctacaacatgage
caccattgcctatttggtccttggataaagctaatgttttggcectcttcaagattatggagaaaaactgtggaggaaaccatcaagaacgaattcecta
cattgaaggttcaacatcaattgattgattctgccgccatgatcctagttaagaacccaacccacctaaatggtattataatcaccagcaacatgtttgg
tgatatcatctccgatgaagcctecgttatcccaggttecttgggtttgttgecatctgegtecttggectctttgccagacaagaacaccgceatttggtt
tgtacgaaccatgccacggttctgctccagatttgccaaagaataaggtcaaccctatcgecactatcttgtctgctgcaatgatgttgaaattgteatt




gaacttgcctgaagaaggtaaggccattgaagatgcagttaaaaaggttttggatgcaggtatcagaactggtgatttaggtggttccaacagtacce
accgaagtcggtgatgctgtcgccgaagaagttaagaaaatccttgcttaaaaagattctctttttitatgatatttgtacataaactttataaatgaaattc
ataatagaaacgacacgaaattacaaaatggaatatgttcatagggtagacgaaactatatacgcaatctacatacatttatcaagaaggagaaaaa
ggaggatgtaaaggaatacaggtaagcaaattgatactaatggctcaacgtgataaggaaaaagaattgcactttaacattaatattgacaaggag
gagggcaccacacaaaaagttaggtgtaacagaaaatcatgaaactatgattcctaatttatatattggaggattttctctaaaaaaaaaaaaatacaa
caaataaaaaacactcaatgacctgaccatttgatggagtttaagtcaataccttccctgcaggtgtcctcacaggaacgaagtccctaaagaaaca
gtggcagccaggtttagccccggaattgactggattecttttttagtcattatcaatactcgcecatttcaaagaatacgtaaataattaatagtagtgattt
tcctaactttatttagtcaaaaaattagccttttaattctgctgtaacccgtacatgcccaaaatagggggegggttacacagaatatataacatcgtag
gtgtctgggtgaacagtttattcctggeatccactaaatataatggagcecgctttttaagctggcatccagaaaaaaaaagaatcccageaccaaa
atattgttttcttcaccaaccatcagttcataggtccattctcttagcgcaactacagagaacaggggcacaaacaggcaaaaaacgggcacaacct
caatggagtgatgcaacctgcctggagtaaatgatgacacaaggcaattgacccacgcatgtatctatctcattttcttacaccttctattaccttctgcet
ctctctgatttggaaaaagctgaaaaaaaaggttgaaaccagttccctgaaattattceeetacttgactaataagtatataaagacggtaggtattgat
tgtaattctgtaaatctatttcttaaacttcttaaattctacttttatagttagtcttttttttagttttaaaacaccagaacttagtttcgacggattctagaacta
gtggatccgttaaattatctaggcattcgattcaagagatcgaatgcectagataatttaattttttctcgagtcatgtaattagttatgtcacgcttacattca
cgecctecccccacatecgctctaaccgaaaaggaaggagttagacaacctgaagtctaggtecctatttatttttttatagttatgttagtattaagaa
cgttatttatatttcaaatttttcttttttttctgtacagacgcegtgtacgcatgtaacattatactgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgctcgaag
gctttaatttgcgggtcattatcaatactcgccatttcaaagaatacgtaaataattaatagtagtgattttcctaactttatttagtcaaaaaattagectttt
aattctgctgtaacccgtacatgcccaaaatagggggegggttacacagaatatataacatcgtaggtgtctgggtgaacagtttattcctggeatce
actaaatataatggagcccgctttttaagctggcatccagaaaaaaaaagaatcccagcaccaaaatattgttttcttcaccaaccatcagttcatagg
tccattctcttagcgcaactacagagaacaggggcacaaacaggcaaaaaacgggcacaacctcaatggagtgatgcaacctgectggagtaaa
tgatgacacaaggcaattgacccacgcatgtatctatctcattttcttacaccttctattaccttctgctctctctgatttggaaaaagctgaaaaaaaag
gttgaaaccagttccctgaaattattcecctacttgactaataagtatataaagacggtaggtattgattgtaattctgtaaatctatttcttaaacttcttaa
attctacttttatagttagtcttttttttagttttaaaacaccagaacttagtttcgacggattctagaactagtggatccgttaaattatctaggcattcgattc
aagagatcgaatgcctagataatttaattttttctcgagtcatgtaattagttatgtcacgcttacattcacgecctecccccacatcegetctaaccgaa
aaggaaggagttagacaacctgaagtctaggtccctatttatttttttatagttatgttagtattaagaacgttatttatatttcaaatttttcttttttttctgtac
agacgcgtgtacgcatgtaacattatactgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgctcgaaggctttaatttgcgggeccattggtatggettttt
cceegtatcececcaggtgtctgcaggctcaaagagcagegagaagegticagaggaaagegatcecgtgecacctteccecgtgeccgggety
tccecgeacgctgecggcetcggggatgeggggggagegecggaccggageggageccecgggeggetegetgetgeceectageggggga
gggacgtaattacatccctgggggctttgggggggggctgteecttageggecgcetgatatctataacaagaaaatatatatataataagttatcacg
taagtagaacatgaaataacaatataattatcgtatgagttaaatcttaaaagtcacgtaaaagataatcatgcgtcattttgactcacgeggtegttata
gttcaaaatcagtgacacttaccgcattgacaagcacgcectcacgggagcetccaageggegactgagatgtectaaatgcacagegacggatteg
cgctatttagaaagagagagcaatatttcaagaatgcatgcgtcaattttacgcagactatctttctagggttaa




pRS426_463 plasmid

gacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagtatgatccaatatcaaaggaaatgatagcattgaa
ggatgagactaatccaattgaggagtggcagcatatagaacagctaaagggtagtgctgaaggaagceatacgataccecgeatggaatgggata
atatcacaggaggtactagactacctttcatcctacataaatagacgcatataagtacgcatttaagcataaacacgcactatgccgttcttctcatgta
tatatatatacaggcaacacgcagatataggtgcgacgtgaacagtgagctgtatgtgcgcagetcgegttgcattttcggaagegctegttttcgg
aaacgctttgaagttcctattccgaagttcctattctctagaaagtataggaacttcagagegcttttgaaaaccaaaagegctctgaagacgeacttt
caaaaaaccaaaaacgcaccggactgtaacgagctactaaaatattgcgaataccgcttccacaaacattgctcaaaagtatctctttgctatatatct
ctgtgctatatcectatataacctacccatccacctttcgetcecttgaacttgcatctaaactcgacctctacattttttatgtttatctctagtattactcttta
gacaaaaaaattgtagtaagaactattcatagagtgaatcgaaaacaatacgaaaatgtaaacatttcctatacgtagtatatagagacaaaatagaa
gaaaccgttcataattttctgaccaatgaagaatcatcaacgctatcactttctgttcacaaagtatgcgcaatccacatcggtatagaatataatcggg
gatgcctttatcttgaaaaaatgcaccegceagcettcgctagtaatcagtaaacgegggaagtggagtcaggctttttttatggaagagaaaatagaca
ccaaagtagccttcttctaaccttaacggacctacagtgcaaaaagttatcaagagactgcattatagagcgcacaaaggagaaaaaaagtaatcta
agatgctttgttagaaaaatagcgctctcgggatgcatttttgtagaacaaaaaagaagtatagattctttgttggtaaaatagcgctctcgegttgeatt
tctgttctgtaaaaatgcagctcagattctttgtttgaaaaattagegctetegegttgcattttgttttacaaaaatgaagcacagattcttcgttggtaa
aatagcgctttcgcgttgcatttctgttctgtaaaaatgcagctcagattetttgtitgaaaaattagegcetetegegttgcatttttgttctacaaaatgaa
gcacagatgcttcgttcaggtggceacttttcggggaaatgtgcgcggaaccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatcegetcatgag
acaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgcggceattttgectt
cctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacage
ggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgageacttttaaagttctgctatgtggegeggtattatccegtattgacgecg
ggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacag
taagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgctt
ttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgategttgggaaccggagcetgaatgaagccataccaaacgacgagegtgacaccacgatg
cctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggegaactacttactctagettcccggcaacaattaatagactggatggaggceggata
aagttgcaggaccacttctgcgctcggceccttccggetggctggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetegeggtateattge
agcactggggccagatggtaagcccteccgtategtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgct
gagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatct
aggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagacccegtagaaaagatcaaaggatctt
cttgagatcctttttttctgcgegtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtitgtttgccggatcaagagctaccaactct
ttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtecttctagtgtagcegtagttaggccaccacttcaagaactctgtageac
cgcctacatacctegctctgctaatectgttaccagtggcetgctgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccy
gataaggcgcageggtcgggcetgaacggggggttegtgcacacageccagettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacageg
tgagctatgagaaagcgcecacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatceggtaageggeagggteggaacaggagagegcacgag
ggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtectgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcagggggge
ggagcctatggaaaaacgccagcaacgceggectttttacggttectggecttttgctggecttttgctcacatgttctttcctgegttatceectgattet




gtggataaccgtattaccgcctttgagtgagetgataccgcetcgecgcagcecgaacgaccgagegcagegagtcagtgagegaggaageggaa
gagcgcccaatacgcaaaccgcctetececgegegttggecgattcattaatgcagetggeacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtg
agcgcaacgcaattaatgtgagttacctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggetectatgttgtgtggaattgtgagcggata
acaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagcgcegcaattaaccctcactaaagggaacaaaagcetggagctcagtttatcatta
tcaatactcgccatttcaaagaatacgtaaataattaatagtagtgattttcctaactttatttagtcaaaaaattagccttttaattctgctgtaacccgtac
atgcccaaaatagggggcgggttacacagaatatataacatcgtaggtgtctgggtgaacagtttattcctggeatccactaaatataatggagecc
gctttttaagctggcatccagaaaaaaaaagaatcccagcaccaaaatattgttttcttcaccaaccatcagttcataggtccattctcttagcgceaact
acagagaacaggggcacaaacaggcaaaaaacgggcacaacctcaatggagtgatgcaacctgcctggagtaaatgatgacacaaggcaatt
gacccacgcatgtatctatctcattttcttacaccttctattaccttctgctctetctgatttggaaaaagctgaaaaaaaaggttgaaaccagttcectga
aattattcccctacttgactaataagtatataaagacggtaggtattgattgtaattctgtaaatctatticttaaacttcttaaattctacttttatagttagtct
tttttttagttttaaaacaccagaacttagtttcgacggattctagaactagtggatccgttaaattatctaggcattcgattcaagagatcgaatgectag
ataatttaattttttctcgagtcatgtaattagttatgtcacgcttacattcacgccctccccecacatccgetctaaccgaaaaggaaggagttagacaa
cctgaagtctaggtccctatttatttttttatagttatgttagtattaagaacgttatttatatttcaaatttttcttttttttctgtacagacgegtgtacgcatgta
acattatactgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgctcgaaggctttaatttgcggecggtacceaattcgecctatagtgagtegtattacge
gegctcactggecgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggegttacccaacttaatcgecttgcageacateeccctttcgecagetgg
cgtaatagcgaagaggeccgeaccgategeccttcccaacagttgegeagectgaatggegaatggegegacgegecctgtageggegcatta
agcgeggegggtgtggtggttacgegeagegtgaccgcetacacttgccagegecctagegeccgcetectttegctttetteecttectttctegeca
cgttcgecggcttteccegtcaagetctaaatcgggggctecctttagggttcegatttagtgcetttacggeacctcgaccccaaaaaacttgattag
ggtgatggttcacgtagtgggecatcgecctgatagacggtttttcgecctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactg
gaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggectattggttaaaaaatgagetgatttaacaaaaatttaa
cgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttcctgatgeggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatagggtaataactgatat
aattaaattgaagctctaatttgtgagtttagtatacatgcatttacttataatacagttttttagttttgctggccgeatcttctcaaatatgcttcecag cot
gettttctgtaacgttcaccctctaccttagcatcccttecctttgcaaatagtcctcttccaacaataataatgtcagatcctgtagagaccacatcatee
acggttctatactgttgacccaatgcgtcteccttgtcatctaaacccacaccgggtgtcataatcaaccaatcgtaaccttcatctcttccacecatgt
ctctttgagcaataaagccgataacaaaatctttgtegetcttcgcaatgtcaacagtacecttagtatattctccagtagatagggageccttgcatga
caattctgctaacatcaaaaggcctctaggttectttgttacttcttctgecgectgcttcaaaccgctaacaatacctgggeccaccacaccgtgtge
attcgtaatgtctgcccattctgctattctgtatacaccegeagagtactgcaatttgactgtattaccaatgtcagcaaattttctgtcttcgaagagtaa
aaaattgtacttggcggataatgcctttagcggcttaactgtgccctecatggaaaaatcagtcaagatatccacatgtgtttttagtaaacaaattttgg
gacctaatgcttcaactaactccagtaattccttggtggtacgaacatccaatgaagcacacaagtttgtttgcttttcgtgcatgatattaaatagettg
gcagcaacaggactaggatgagtagcagcacgttccttatatgtagctttcgacatgatttatcttegtttcctgcaggtttttgttetgtgcagttgggtt
aagaatactgggcaatttcatgtttcttcaacactacatatgcgtatatataccaatctaagtctgtgctccttecttegttettecttetgttcggagattac
cgaatcaaaaaaatttcaaagaaaccgaaatcaaaaaaaagaataaaaaaaaaatgatgaattgaattgaaaagctgtggtatggtgcactctcagt




acaatctgctctgatgcegceatagttaagccagecccgacaccegcecaacaccegetgacgegecctgacgggcettgtetgeteecggeatecg
cttacagacaagctgtgaccgtctccgggagcetgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegega

Super piggyBac transposase

atgggttcctccttggatgatgaacatattttgtctgecttgtigcaatcegatgatgaattggttggtgaagattcegattccgaagtttctgatcatgttt
ccgaagatgatgttcaatctgatactgaagaagcecttcatcgacgaagttcatgaagttcaacctacatcttccggttccgaaattttggatgaacaaa
acgttatcgaacagccaggttcttcattggcttctaacagaattttgaccttgccacaaagaaccatcaggggtaaaaacaaacattgctggtctactt
ctaagtccaccagaagatcaagagtttctgctttgaacatcgtcagatctcaaaggggtccaactagaatgtgtagaaatatctacgatcecctgttgt
gcttcaagttgttttttaccgacgaaatcatctccgaaatcgttaagtggactaacgccgaaatttecttgaagagaagagaatctatgacctctgetac
tttcagagatacaaacgaagatgagatctacgccttcttcggtattttggttatgactgctgttagaaaggacaaccatatgtctaccgatgatttgtteg
acaggtctttgtctatggtttacgtgtctgttatgtccagagatagattcgacttcttgatcagatgcttgagaatggatgacaagtctattagaccaacc
ttgagagaaaacgatgttttcactccagttagaaagatctgggacttgttcattcatcaatgcatccaaaactataccccaggtgctcatttgactattga
tgaacaactgttgggtttcagaggtagatgtcctttcagagtttacattccaaacaagccatctaagtacggcatcaagattttgatgatgtgtgactct
ggtacgaagtacatgattaacggtatgccatacttaggtagaggtactcaaactaatggtgttccattgggtgagtactacgtcaaagaattgtctaaa
ccagttcacggttcctgcagaaacattacttgtgataattggttcacctceattecattggetaagaatttgttgcaagagcecatacaagttgaccateg
ttggtactgttagatccaacaagagagaaatcccagaagtcttgaagaacagtagatcaagaccagttggtacttctatgttctgttttgatggtecatt
gaccttggtttcttacaaacctaaaccagccaagatggtgtacttgttgtcatcttgtgatgaagatgcctecattaacgaatctactggtaaaccacaa
atggtcatgtactacaatcagaccaaaggtggtgttgataccttggatcaaatgtgttctgttatgacctgttccagaaagactaatagatggccaatg
getttgttgtacggcatgatcaatattgcctgtatcaactccttcatcatctactcecataacgtttcttctaagggtgaaaaggtccagtccagaaaaaa
gtttatgaggaacctgtatatgtccctgacctcttcattcatgagaaagagattggaagcetccaactttgaagagatacttgagagacaacatctccaa
catcttgcctaaagaagttccaggtacatctgatgattcaaccgaagaaccagttatgaagaagagaacttactgtacctactgtccctccaaaatta
gacgtaaagctaacgcttcttgtaagaagtgcaagaaggttatctgcagagaacacaacattgacatgtgtcaatcctgettetag

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAP)

promoter

tcattatcaatactcgccatttcaaagaatacgtaaataattaatagtagtgattttcctaactttatttagtcaaaaaattagccttttaattctgctgtaace
cgtacatgcccaaaatagggggcgggttacacagaatatataacatcgtaggtgtetgggtgaacagtttattcctggcatccactaaatataatgga
gcccgctttttaagetggcatccagaaaaaaaaagaatcccagcaccaaaatattgttttcttcaccaaccatcagttcataggtecattctcttagege
aactacagagaacaggggcacaaacaggcaaaaaacgggcacaacctcaatggagtgatgcaacctgcctggagtaaatgatgacacaagge
aattgacccacgcatgtatctatctcattttcttacaccttctattaccttctgctctctctgatttggaaaaagctgaaaaaaaaggttgaaaccagttce

ctgaaattattcccctacttgactaataagtatataaagacggtaggtattgattgtaattctgtaaatctatttcttaaacttcttaaattctacttttatagtta
gtcttttttttagttttaaaacaccagaacttagtttcga

CYCL1 terminator sequence

tcatgtaattagttatgtcacgcttacattcacgccctecccccacatccgetctaaccgaaaaggaaggagttagacaacctgaagtctaggteect
atttatttttttatagttatgttagtattaagaacgttatttatatttcaaatttttcttttttttctgtacagacgegtgtacgcatgtaacattatactgaaaacct
tgcttgagaaggttttgggacgctcgaaggctttaatttge

SNR52 terminator

tttattttttgtcactattgttatgtaaaatgccacctctgacagtatggaacgcaaacttctgtctagtggataacagaatttttctatggccaattta




Native leucine promoter

aactgtgggaatactcaggtatcgtaagatgcaagagttcgaatctcttagcaaccattatttttttcctcaacataacgagaacacacaggggegct
atcgcacagaatcaaattcgatgactggaaattttttgttaatttcagaggtcgectgacgcatatacctttttcaactgaaaaattgggagaaaaagga
aaggtgagaggccggaaccggcttttcatatagaatagagaagcegttcatgactaaatgcttgcatcacaatacttgaagttgacaatattatttaag
gacctattgttttttccaataggtggttagcaatcgtcttactttctaacttttcttaccttttacatttcagcaatatatatatatatttcaaggatataccattct
a

Clo051

EGIKSNISLLKDELRGQISHISHEYLSLIDLAFDSKQNRLFEMKVLELLVNEYGFKGRHLGGSR
KPDGIVYSTTLEDNFGIIVDTKAYSEGYSLPISQADEMERYVRENSNRDEEVNPNKWWENFS
EEVKKYYFVFISGSFKGKFEEQLRRLSMTTGVNGSAVNVVNLLLGAEKIRSGEMTIEELERA
MENNSEFILKY

URAZ3 left gRNA cttgtcatctaaacccacac

URAZ3 right gRNA gtatagaaccgtggatgatg
LEU2 left gRNA gatatcaccaaacatgttgc
LEUZ2 right gRNA tccgttatcccaggttectt

ADH1 promoter

acatgtaggtggcggaggggagatatacaatagaacagataccagacaagacataatgggctaaacaagactacaccaattacactgcctcattg
atggtggtacataacgaactaatactgtagccctagacttgatagccatcatcatatcgaagtttcactaccctttttccatttgecatctattgaagtaat
aataggcgcatgcaacttcttttctttttttttcttttctctctcccecgttgttgtetcaccatatccgcaatgacaaaaaaatgatggaagacactaaagg
aaaaaattaacgacaaagacagcaccaacagatgtcgttgttccagagctgatgaggggtatctcgaagcacacgaaactttttccttecttcattca
cgcacactactctctaatgagcaacggtatacggecttccttccagttacttgaatttgaaataaaaaaaagtttgctgtcttgctatcaagtataaatag
acctgcaattattaatcttttgtttcctcgtcattgttctegtteectttettecttgtttetttttctgcacaatatttcaagctataccaagcatacaatcaacta
tctcatataca

Table S1. Sequences of the indicated features are provided.




