Table S1. Oligonucleotides used in this work. Restriction sites or protruding nucleotides underlined; mutations highlighted in bold; sequences overlapped with plasmid shown as italics.

	Oligonucleotide
	Sequence (5’-3’)

	Padh1-Frs2v-pEKb-F
	CCCTTAATTAAACTAGTTCTAGAACTGTAGCCCTAGACTTGAT

	pEKb-Padh1-Frs2v-R
	AGAACTAGTTTAATTAAGGGAAATGTGTAGTGCTGATTATGA

	Frs2v-Padh1-F
	AATCAACTATCTCATATACAATGTCTGATATTCAATTGGA

	Padh1-Frs2v-R
	TCCAATTGAATATCAGACATTGTATATGAGATAGTTGATT

	Frs2v-(T411A)-F
	AACCCATACGCTGAACCTTCATTGGAAATTTA

	Frs2v(T411A)-R
	TGAAGGTTCAGCGTATGGGTTATAGGTTGGTT

	Frs2v-pEKb-F
	CCTTAATTAAACTAGTTCTAGAACAGAACTAAATGATAAACT

	pEKb-Frs2v-R
	TCTAGAACTAGTTTAATTAAGGGAAATGTGTAGTGCTGATT

	Frs2v-pEKb-R
	AGGCTTTAATTTGCAAGCTTGAATTCTAGTCTGTATAGATTACTAT

	pEKb-Frs2v-F
	AGACTAGAATTCAAGCTTGCAAATTAAAGCCTTCGAGCGT

	pEKb-gfp-F
	TTAATTAAACTAGTTCTAGACAGACCGAAGGAACTACTGG

	gfp-pEKb-R
	TCTAGAACTAGTTTAATTAAGGGAAATGTGTAGTGCTGAT

	Frs2v-F
	CCTGGTACCATAGCAGGATGACTGTAGCCCTAGACTTGAT

	gfp-R
	ATCAAGTCTAGGGCTACAGT

	G-ARM-F
	ATGAGCTCTATTACCTCACCT

	BLEOR-G-ARM-R
	CATTATCACCAAGCTCTTACTGCTACAGAGAATGAACATGCTCC

	G-ARM-BLEOR-F
	GCGACGGTATCCACGTGCAGAAC

	FRS2V-BLEOR-R
	GCTATCAAGTCTAGGGCTACAGTACGGGAAGTCTTTACAGTTT

	BLEOR-FRS2V-F
	ACTGTAGCCCTAGACTTGATAGCC

	L-arm-Frs2v-R
	GAAAGGAGTGAATCAAACTGAACATACAAAGAGACAGGC

	Frs2v-L-arm-F
	CAGACCGAAGGAACTACTGG

	gfp-L-arm-R
	CGCCCTTGCTCACCATAGTTCAAAAAATATCCACC

	L-arm-gfp-F
	ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC

	R-arm-gfp-R
	GATCTAAGTAACAATGAACTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

	gfp-R-arm-F
	GTTCATTGTTACTTAGATCGTTTTATTTC

	R-arm-R
	CATCCTGCTATGGTACCAGGTAC

	chk-fwd
	TGTCTCAAATTACTCGACGGC

	chk-rev
	CCTTTCGAGGTCTTCCCAACAT


Table S2. Complete sequences of the E. coli-K. lactis shuttle vector pEKb, and the pFrs2v plasmid.

	Plasmid
	Sequence 

	pEKb
	gggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagcaacatctttggataatatcagaatgagaaagaacagatacgcagtacgttttttggtgagctctttgcacttctttagttctttccatcaatatcagttgcttatgcacttatgactaatattgatgtttaacttcaatatctttaaacttttgttcttcccgacgttcattaagaatactaatacactttaataattagtttaatatttgtttctatataatgacatttaattaaaaaagataaaatataaaaacatcataataactcaccagaggttaagaacaaaaaaacaaattagatatctgctaatccaatatagttaaatcaatctttccttggtataatgggtatattacatatatttcaaggaccgacactcctaccaaatatctaaaatttaccatattaacataacatgtatataaacgtcaaatcataatcagcactacacatttcccttaattaaactagttctagactcgagaggcctccatggctgcaggaattcaagcttgcaaattaaagccttcgagcgtcccaaaaccttctcaagcaaggttttcagtataatgttacatgcgtacacgcgtctgtacagaaaaaaaagaaaaatttgaaatataaataacgttcttaatactaacataactataaaaaaataaatagggacctagacttcaggttgtctaactccttccttttcggttagagcggatgtggggggagggcgtgaatgtaagcgtgacataactaattacatgatatcgacaaaggaaaagggggacggatctccgaggcctgggacccgtgggccgccgtcggacgtgtcagtcctgctcctcggccacgaagtgcacgcagttgccggccgggtcgcgcagggcgaactcccgcccccacggctgctcgccgatctcggtcatggccggcccggaggcgtcccggaagttcgtggacacgacctccgaccactcggcgtacagctcgtccaggccgcgcacccacacccaggccagggtgttgtccggcaccacctggtcctggaccgcgctgatgaacagggtcacgtcgtcccggaccacaccggcgaagtcgtcctccacgaagtcccgggagaacccgagccggtcggtccagaactcgaccgctccggcgacgtcgcgcgcggtgagcaccggaacggcactggtcaacttggccatggtttagttcctcaccttgtcgtattatactatgccgatatactatgccgatgattaattgtcaacaccgcccttagattagattgctatgctttctttctaatgaacaagaagtaaaaaaagttgtaatagaacaagaaaaatgaaactgaaacttgagaaattgaagaccgtttattaacttaaatatcaatggaggtcactgaaagagaaaaaaactaaaaaaaaaaatttcaagaaaaagaaacgtgataaaaatttttattgcctttttcgacgaagaaaaagaaacgaggcggtctcttttttcttttccaaacctttagtacgggtaattaacgacaccctagaggaagaaagagggaaaatttagtatgctgtgcttgggtgttttgaagtggtacggcgatgcgcggagtccgagaaaatctggaagagtaaaaaaggagtagaaacattttgaagctatggtgtgtgggggatcggatcccatatgcagctgtcgacaattaatatttacttattttggtcaaccccaaataggttgatttcatacttggttcattcaaaaataagtagtcttttgagatctttcaatattataataaatatactataacagccgacttgtttcattttcgcgaatgttcccccagcttatctcgagcggccgcgaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacg

	pFrs2v
	gggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagcaacatctttggataatatcagaatgagaaagaacagatacgcagtacgttttttggtgagctctttgcacttctttagttctttccatcaatatcagttgcttatgcacttatgactaatattgatgtttaacttcaatatctttaaacttttgttcttcccgacgttcattaagaatactaatacactttaataattagtttaatatttgtttctatataatgacatttaattaaaaaagataaaatataaaaacatcataataactcaccagaggttaagaacaaaaaaacaaattagatatctgctaatccaatatagttaaatcaatctttccttggtataatgggtatattacatatatttcaaggaccgacactcctaccaaatatctaaaatttaccatattaacataacatgtatataaacgtcaaatcataatcagcactacacatttcccttaattaaactagttctagaactgtagccctagacttgatagccatcatcatatcgaagtttcactaccctttttccatttgccatctattgaagtaataataggcgcatgcaacttcttttctttttttttcttttctctctcccccgttgttgtctcaccatatccgcaatgacaaaaaaatgatggaagacactaaaggaaaaaattaacgacaaagacagcaccaacagatgtcgttgttccagagctgatgaggggtatctcgaagcacacgaaactttttccttccttcattcacgcacactactctctaatgagcaacggtatacggccttccttccagttacttgaatttgaaataaaaaaaagtttgctgtcttgctatcaagtataaatagacctgcaattattaatcttttgtttcctcgtcattgttctcgttccctttcttccttgtttctttttctgcacaatatttcaagctataccaagcatacaatcaactatctcatatacaatgtctgatattcaattggaaattttacagaaagtcgaaaagttgggtcaaattgactcaacctctgagctgtaccccagtatcgattctcaaaccatggctgcttatttgaattctttgaaatcccatgaaaagatcgatttctcaaagaaagataccattttctacagtttaactaaagaaggtaatgcgatcgtggccgatggttctcatgaagtgaaactcttgaaattgattgatcagtttggaaaattgcaaatcaaagatgttgccagtcatctaggcgccgacgggaaggttggtcaagctagagccttcaagaacggatggattgtaaagacaccagaaaatgaattgaaagttagtgacaaaattgcagatgtctcccaagtgaaagatcaaaccaaggaacaattggaaaagattaagaataacgaactttctggtatcagtgataaagaagttgctgatctaaagaagagaaagttaatcaccccaagaaaggaaactacattcagcgttgtcaagggcaaggaattctctaccgatttgactaagctggagactgagattaccgctgaaatggtagccacaggttcatataaggatctaaggttcaaagagttcaatttcaactctcaaggtatcgatccacaatccggtgctctgcatcctttgaacaaggtcagagaggaattcagacaaattttcttctctatgggtttcactgaaatgccatcaaaccaatacgtagaatcaggattctggaactttgacacattatacgttccacaacaacatccagctcgtgatttgcaagatacattttacttgaaggacccaatcaaatgcgatatgccagatgatagagaatatatcgccaacatcaaagctgtacacgagaatggtaaatttgattcgattggttaccgttacaactggaaggaggaagagtgccaaagattggttcttagaacacatactacagcaatatctgctgctatgcttcataagttggccaaagatccaaaaccaaccagattattctcgatagaccgtgtcttccgtaatgaagctgttgacgctacacatttagccgaattccaccaagttgaaggtgttttagctgattacaatataacgttgggtgacttaatccaattcatggaagacttcttcgctaagatgggtgttacggggttgcgtttcaaaccaacctataacccatacgctgaaccttcattggaaatttattcatggcatgaagggttaggcaaatgggttgagattggtaactccggtatgttcagaccagaaatgttggaatccatgggccttccaaaggatatgagagttctgggttggggtttgtctttagagagacctacaatgattaaatacaaggttcaaaatattagagagcttttgggtcacaaggtttctttggatttcattgaatcgaaccctgccgctaggttagatgaagatttgtatgaatgattttccttgattgttctaaattgcttttggtagtttataaaatctatatatgcgcttcatatcttcaaatcacctgtcagatagtaatctatacagactagaattcaagcttgcaaattaaagccttcgagcgtcccaaaaccttctcaagcaaggttttcagtataatgttacatgcgtacacgcgtctgtacagaaaaaaaagaaaaatttgaaatataaataacgttcttaatactaacataactataaaaaaataaatagggacctagacttcaggttgtctaactccttccttttcggttagagcggatgtggggggagggcgtgaatgtaagcgtgacataactaattacatgatatcgacaaaggaaaagggggacggatctccgaggcctgggacccgtgggccgccgtcggacgtgtcagtcctgctcctcggccacgaagtgcacgcagttgccggccgggtcgcgcagggcgaactcccgcccccacggctgctcgccgatctcggtcatggccggcccggaggcgtcccggaagttcgtggacacgacctccgaccactcggcgtacagctcgtccaggccgcgcacccacacccaggccagggtgttgtccggcaccacctggtcctggaccgcgctgatgaacagggtcacgtcgtcccggaccacaccggcgaagtcgtcctccacgaagtcccgggagaacccgagccggtcggtccagaactcgaccgctccggcgacgtcgcgcgcggtgagcaccggaacggcactggtcaacttggccatggtttagttcctcaccttgtcgtattatactatgccgatatactatgccgatgattaattgtcaacaccgcccttagattagattgctatgctttctttctaatgaacaagaagtaaaaaaagttgtaatagaacaagaaaaatgaaactgaaacttgagaaattgaagaccgtttattaacttaaatatcaatggaggtcactgaaagagaaaaaaactaaaaaaaaaaatttcaagaaaaagaaacgtgataaaaatttttattgcctttttcgacgaagaaaaagaaacgaggcggtctcttttttcttttccaaacctttagtacgggtaattaacgacaccctagaggaagaaagagggaaaatttagtatgctgtgcttgggtgttttgaagtggtacggcgatgcgcggagtccgagaaaatctggaagagtaaaaaaggagtagaaacattttgaagctatggtgtgtgggggatcggatcccatatgcagctgtcgacaattaatatttacttattttggtcaaccccaaataggttgatttcatacttggttcattcaaaaataagtagtcttttgagatctttcaatattataataaatatactataacagccgacttgtttcattttcgcgaatgttcccccagcttatctcgagcggccgcgaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacg


