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Appendix for 'A simple reverse genetics method to generate recombinant 
coronaviruses'.  
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VJP��VXEJHQRPLF�51$

9LUXV� /HQJWK�

�ES��

3ULPHU�)RUZDUG� 3UREH� 3ULPHU�5HYHUVH�

6$56�&R9���

J51$�
��� **&&*&$$$77*&$&$$7� &&&&&$*&*&77&$*&*77&7� **$$7*7&*&*&$77**�

6$56�&R9���

VJP�51$�
&*$7&7&77*7$*$7&7*77&7&� $&$&7$*&&$7&&77$&7*&*&77&*� 7*7*7*&*7$&7*&7*&$$7$7�

)H&R9�J51$� ���� *&$7**&77*&7$&*&7&$7� &*&&$&&$$&**7� $$&$&7*&$*7&&**$77*$*�

%DFWHULRSKDJH�

06��
���� &7&7*$*$*&**&7&7$77**7� &$*$&$&*&**7&&*&7$7$$&*$� *$$777$**&7&*77*7$***$$&�



10 

,QRFXOXP�
�7&,'���� 6WUDLQ� $QLPDO�

,'�

$QLPDO�ZHLJKWV��J�� 'D\�RI�
VDFULILFH� /XQJ� 3ODVPDWLF�YLUDO�51$�\LHOGV�

'D\�
��

'D\�
��

'D\�
��

'D\�
��

'D\�
��

'D\�
��

'D\�
��

'D\�
��

:HLJKWV�
�J��

,QIHFWLRXV�WLWHUV� 9LUDO�51$�\LHOGV�

�
�

� �

͞���'HWHFWLRQ�WKUHVKROG�DW�����FS�PO�

0RFN� ���� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��
0RFN� ���� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��
0RFN� ���� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��
0RFN� ���� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� ,6$�'���� �� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� ,6$�'���� �� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� ,6$�'���� �� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� ,6$�'���� �� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� ,6$�'���� �� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� ,6$�'���� �� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� ,6$�'���� �� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� ,6$�'���� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� ,6$�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� ,6$�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� ,6$�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� ,6$�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� ,6$�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� ,6$�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� ,6$�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� ,6$�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� &OLQLFDO�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� &OLQLFDO�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� &OLQLFDO�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ͞�������

���� &OLQLFDO�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� �� ������ ������ ������ ������

���� &OLQLFDO�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� &OLQLFDO�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

���� &OLQLFDO�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��
���� &OLQLFDO�(XURSHDQ� ��� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� ����� �� �� �� �� ��

ͳͲ݃݋݈
ܮͷͲȀ݉ܦܫܥܶ ݃݊ݑܮ
ݐ݄݃݅݁ݓ ݃݊ݑܮ

�
ͳͲ݃݋݈

ݏ݁݅݌݋ܿ ݌ܴܴ݀ ݃݊ݑܮ
ݐ݄݃݅݁ݓ ݃݊ݑܮ

ሻܮȀ݉ݏ݁݅݌݋ܿ ܣܴܰ ݈ܽݎ݅ݒ ܿ݅ݐܽ݉ݏͳͲ ሺ݈ܲܽ݃݋݈ �

$SSHQGL[�7DEOH�6���,QGLYLGXDO�GDWD�IURP�LQ�YLYR�H[SHULPHQWV��$QLPDO�ZHLJKWV��OXQJ�
LQIHFWLRXV�WLWHUV��OXQJ�YLUDO�51$�\LHOGV�DQG�SODVPDWLF�YLUDO�51$�\LHOGV��



11 

$SSHQGL[�7DEOH�6���6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�IURP�LQ�YLYR�H[SHULPHQWV�
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0RFN�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
0RFN�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������

,6$�'����VWUDLQ�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
,6$�'����VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
�� 0RFN�YV��,6$�'����VWUDLQ� �������

0RFN�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������
0RFN�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������

,6$�'����VWUDLQ�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
,6$�'����VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
�� 0RFN�YV��,6$�'����VWUDLQ� ��������

0RFN�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������
0RFN�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������

,6$�'����VWUDLQ�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
,6$�'����VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
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'D\�3RVW�,QIHFWLRQ� *URXSV� $GMXVWHG�3�YDOXH�
�� 0RFN�YV��,6$�'����VWUDLQ� ��������

0RFN�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������
0RFN�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������

,6$�'����VWUDLQ�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ������
,6$�'����VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
�� 0RFN�YV��,6$�'����VWUDLQ� ��������

0RFN�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������
0RFN�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������

,6$�'����VWUDLQ�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ����
,6$�'����VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
�� 0RFN�YV��,6$�'����VWUDLQ� ��������

0RFN�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������
0RFN�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������

,6$�'����VWUDLQ�YV��&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������
,6$�'����VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� ��������

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ�YV��,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ� �������

$129$�WDEOH� 66� ')� 06� )��')Q��')G�� 3�YDOXH�
,QWHUDFWLRQ� ����� ��� ������ )���������� ������ 3��������
7LPH� ����� �� ������ )��������� ������ 3��������
&ROXPQ�)DFWRU� ����� �� ����� )�������� ������� 3 �������
6XEMHFWV��PDWFKLQJ�� ������ �� ������ )��������� ������� 3��������
5HVLGXDO� ������ ��� ������
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/XQJ�LQIHFWLRXV�WLWHUV� /XQJ�YLUDO�51$�<LHOGV� 3ODVPD�YLUDO�51$�\LHOGV�

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ,6$�'����VWUDLQ� ,6$�(XURSHDQ�
VWUDLQ� &OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ,6$�'����VWUDLQ�

,6$�
(XURSHDQ�
VWUDLQ�

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ� ,6$�'����VWUDLQ� ,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ�

1XPEHU�RI�YDOXHV� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

:� ������� ������� ������� ������� ������� ������� ������� ������� �������

3�YDOXH� ������� ������� ������� ������� ������� ������� ������� ������� �������

3DVVHG�QRUPDOLW\�WHVW��DOSKD �����"� <HV� <HV� <HV� <HV� <HV� <HV� <HV� <HV� <HV�

3�YDOXH�VXPPDU\� QV� QV� QV� QV� QV� QV� QV� QV� QV�

6WDWLVWLFDO�FRPSDUDLVRQ�

&RPSDUHG�JURXSV� 3�YDOXH� 7ZR�VLGHG�VWDWLVWLFDO�WHVW� W�YDOXHV�DQG�'HJUHH�RI�IUHHGRP

/XQJ�LQIHFWLRXV�WLWHUV�

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�'����VWUDLQ��Q ��� ������� 8QSDLUHG�W�WHVW� W �������GI ��

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ��� ������� 8QSDLUHG�W�WHVW� W ������GI ��

,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�'����VWUDLQ��Q ��� ������� 8QSDLUHG�W�WHVW� W ������GI ��

/XQJ�YLUDO�51$�\LHOGV�

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�'����VWUDLQ��Q ��� ������� 8QSDLUHG�W�WHVW� W ������GI ��

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ��� ������ 8QSDLUHG�W�WHVW� W ������GI ��

,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�'����VWUDLQ��Q ��� ������� 8QSDLUHG�W�WHVW� W ������GI ��

3ODVPD�YLUDO�51$�\LHOGV�

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�'����VWUDLQ��Q ��� ������� 8QSDLUHG�W�WHVW� W ������GI ��

&OLQLFDO�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ��� ������ 8QSDLUHG�W�WHVW� W ������GI ��

,6$�(XURSHDQ�VWUDLQ��Q ���YV�,6$�'����VWUDLQ��Q ��� ������� 8QSDLUHG�W�WHVW� W ������GI ��




