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Table S1. Strains, plasmids used in this study. 

aApr, ampicillin resistance; Nvr, novobiocin resistance; flag‐, N‐terminal Flag‐tag coding sequence; ‐strepII, C‐terminal StrepII 

coding sequence. 
b
Plasmids were constructed as follows: The QuikChange Lightning site directed mutagenesis kit (Agilent Technologies) was used 

to generate plasmids pJAM1111 and pJAM1118 by PCR with primers P11/P12 and pJAM1111 (Flag‐SAMP2K64R) as template and 

primers P13/P14 and pJAM949 as template, respectively (See Table S2 for details on all primers used in this study). Plasmid 

pJAM1910 was generated by T4 DNA ligation of DNA fragments generated by PCR with primer pairs P1/P2 and P3/P4 with Hfx. 

volcanii DS70 genomic DNA as template into the KpnI‐XhoI‐XbaI sites of pTA131. Plasmid pJAM2812 was generated by T4 DNA 

ligation of a PCR product encoding NcsA (with primer pairs P5/P5 and Hfx. volcanii DS70 genomic DNA as template) into the 

NdeI to KpnI sites of plasmid pJAM809. DNA fragment containing nscA‐strepII of pJAM2812 was isolated by restriction enzyme 

digestion with BamHI and BlpI and blunt‐end ligated into the BlpI site of pJAM947 to generate pJAM2813, pJAM949 to generate 

pJAM2814, and pJAM1118 to generate pJAM2818. Plasmid pJAM555 was generated by T4 DNA ligation of a 1.9 kb DNA 

fragment encoding aCSPF generated by PCR with primers P9/P10 and Hfx. volcanii DS70 genomic DNA into the KpnI to BlpI sites 

of pJAM947. Plasmid pJAM556 was generated by T4 DNA ligation of 1.1 kb NdeI to BlpI DNA fragment of pJAM2812 carrying 

ncsA into the BlpI site of pJAM555 by treating DNA with Klenow DNA polymerase prior to ligation. Fidelity of all PCR products 

ligated into plasmids was confirmed by Sanger DNA sequencing (UF ICBR Sequencing Core).  

Strain, 
plasmid  

Descriptiona  Source or 
reference 

E. coli 
strains: 

   

  TOP10  F– recA1 endA1 hsdR17(rK
– mK

+) supE44 thi‐1 gyrA relA1 Invitrogen
  GM2163       F– ara‐14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA dcm‐6 hisG4 rfbD1 

rpsL136 dam13::Tn9 xylA5 mtl‐1 thi‐1 mcrB1 hsdR2 
New England 
Biolabs 

Hfx. volcanii strains:   

  DS70  wild‐type isolate DS2 cured of plasmid pHV2 [1]
  H26  DS70 pyrE2  [2]
  MH105 
  HM1042 
  HM1052 
 
Plasmidsb: 
  pJAM202c    
  pJAM947 
  pJAM949 
  pTA131 
  pJAM809 
   
  pJAM1111 
  pJAM1118 

H26 Δhvo_0580 (∆ncsA) 
H26 Δhvo_0202 (∆samp2) 
H26 Δhvo_0558 (∆ubaA) 
 
 
Apr; Nvr; Hfx. volcanii‐E.coli shuttle plasmid vector 
Apr; Nvr; pJAM202c derived; carries P2rrnA‐flag‐samp1 
Apr; Nvr; pJAM202c derived; carries P2rrnA‐flag‐samp2 
Apr; pBluescript II derived; carries Pfdx‐pyrE2 
Apr; Nvr; pJAM202c derived; carries P2rrnA‐hvo1862‐strepII (KpnI site links 
hvo_1862 and ‐strepII coding sequence) 
Apr; Nvr; carries P2rrnA‐flag‐samp2‐K64R 
Apr; Nvr; carries P2rrnA‐flag‐samp2‐K58R,K64R (SAMP2 K>R) 

This study
[3] 
[3] 
 
 
[4] 
[5] 
[5] 
[2] 
[6] 
 
This study 
This study 

  pJAM1910  Apr; Nvr; pTA131 derived; carries 500 bp genomic DNA 5’ and 3’ of ncsA 
(used to generate ΔncsA) 

This study

  pJAM2812  Apr; Nvr; pJAM809 derived; carries P2rrnA‐ncsA‐strepII This study
  pJAM2813 
  pJAM2814 
  pJAM2818 
  pJAM555 
  pJAM556 

Apr ; Nvr; carries P2rrnA‐flag‐samp1 and ncsA‐strepII
Apr ; Nvr; carries P2rrnA‐flag‐samp2 and ncsA‐strepII  
Apr ; Nvr; carries P2rrnA‐flag‐samp2‐K63R,K64R and ncsA‐strepII 
Apr; Nvr; pJAM202c derived carries P2rnnA‐flag‐hvo_0874 (Flag‐aCPSF) 
Apr; Nvr; pJAM555 derived carries P2rnnA‐flag‐hvo_0874 (Flag‐aCPSF) and ncsA‐
strepII 

This study
This study 
This study 
This study 
This study 
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Table S2. Oligonucleotide primers used in this study. 

Primer Pair   PCR Product/Description Primer Sequencesa

P1: Hvo_0580 
KpnI FW1 

P2: Hvo_0580 
XhoI RV1  

0.5 kb KpnI to XhoI DNA fragment 
corresponding to region 
upstream of ncsA, used for 
generation of DIG‐labeled probe 
for Southern blotting and 
pJAM1910 

5’‐ ttGGTACCAGGAGGCGTTGCACACTTCGAGGTGGACCG‐3' 
          
5’‐tCTCGAGCACTCCATTGCCGGTCGGTTGC‐3’ 

P3: Hvo_0580 
Xho FW2 
P4: Hvo_0580 
Xba RV2 

0.5 kb XhoI to XbaI DNA fragment 
corresponding to region 
downstream of ncsA, used for 
generation of pJAM1910 

5’‐tCTCGAGGATAGAAGCGGTCTGAGCGGCTACGGAA‐3’ 
 
5’‐tTCTAGAGGAATCGCGAGCAACATCACCGAACGGCTGGA‐3’ 

P5: Hvo_0580 
NdeI 
P6: Hvo_0580 
KpnI 

0.96 kb NdeI to KpnI dsDNA 
fragment corresponding to ncsA 
coding sequence; used to 
generate pJAM2812  

5’‐ccgaccgtCATATGGAGTGCGACAAGTGCGG‐3’ 
 
5’‐ttGGTACCGACCGCTTCTATCGACTCGATGAGTC‐3’ 

P7: Hvo_0580 
confirm up 
700bp 
P8: Hvo_0580 
confirm dw 
700bp 

2.4 kb dsDNA fragment, spanning 
700 bp upstream and 
downstream of ncsA; used to 
confirm ΔncsA 

5’‐ CCGTCTCGGCATCGTCGTCC‐3’ 
 
5’‐ CATCACGCAGCCGTCCCTCA‐3’ 

P9:HVO_0874 
down_BlpI 
P10:HVO_0874 
up_NFlagKpnI 

1.9 kb dsDNA fragment with KpnI 
and BlpI sites for cloning into 
pJAM947 to generate pJAM555 

5’‐AAGCTCAGCTTACTTGAAGCGGAACGTTTCGA‐3’ 
 
5’‐TTGGTACCATGAGCTCCGTAGATAAACAACTCGA‐3’ 

tRNA‐Lys‐UUU 
probe 

probe for detection of tRNALys
UUU  5’‐CGGGCTGGGAGGGACTTGAACCCCC‐3’ 

P11: Hvo_0202 
K64R Fwd 
P12: Hvo_0202 
K64R Rev 

Used with QuikChange Lightning 
site directed mutagenesis kit to 
generate pJAM1111 with 
pJAM949 as template. 

5’‐CGCCTCATCAGAGGCGGGTAG‐3’ 
 
5’‐CTACCCGCCTCTGATGAGGCG‐3’ 

P13: Hvo_0202 
K58R Fwd 
P14: Hvo_0202 
K58R Rev 

Used with QuikChange Lightning 
site directed mutagenesis to 
generate pJAM1118 with 
pJAM1111 as template  

5’‐GACCGCGTGAGGGTGCTCCGCCTC‐3’ 
 
5’‐GAGGCGGAGCACCCTCACGCGGTC‐3’ 

aUnderlined letters indicate nucleotides corresponding to restriction enzyme sites NdeI, KpnI, XhoI and XbaI that 

were incorporated into the primer sequence. Lower case letters indicate nucleotides that were randomly added to 

the 5’ ends of the primers to enhance restriction enzyme digestion of PCR products.  
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