Supplemental Tables

Table S1. Genome sequence data used in the study, Related to Figure 1

(NCBI)

common name | assembly class family species

Human hg19 Mammalia Hominidae Homo sapiens
(Ucsqg)

mouse mm?9 Mammalia Muridae Mus musculus
(Ucsqg)

cow bosTau?7 Mammalia Bovidae Bos taurus
(Ucsqg)

dolphin turTru2 Mammalia Delphinidae Tursiops truncatus
(UCsqg)

horse equCab2 Mammalia Equidae Equus caballus
(Ucsqg)

megabat pteVaml Mammalia Pteropodidae Pteropus vampyrus
(Ucsqg)

sloth choHof14 Mammalia Megalonychidae Choloepus hoffmanni
(Ucsqg)

platypus ornAnal Mammalia Ornithorhynchidae | Ornithorhynchus anatinus
(Ucsqg)

chicken galGal4 Aves Phasianidae Gallus gallus
(Ucsqg)

lizard anoCar2 Reptilia Iguanidae Anolis carolinensis
(Ucsqg)

boa constrictor* | NA Reptilia Boidae Boa constrictor constrictor

corn snake JTLQO1 Reptilia Colubridae Pantherophis guttatus
(NCBI)

king cobra AZIMO01 Reptilia Elapidae Ophiophagus hannah
(NCBI)

Burmese python | AEQU02 Reptilia Pythonidae Python molurus bivittatus
(NCBI)

speckled JPMFO1 Reptilia Viperidae Crotalus mitchellii pyrrhus

rattlesnake (NCBI)

viper JTGPO1 Reptilia Viperidae Vipera berus berus
(NCBI)

coelacanth latChal Sarcopterygii Coelacanthidae Latimeria chalumnae
(NCBI)

elephant shark | calMill Chondrichthyes | Callorhinchidae Callorhinchus milii




Table S2. Orthologous ZRS sequences used for lacZ transgenic reporters, Related to

Figure 2

Vertebrate

Coordinates
(Assembly/Contig)

Length

ZRS sequence (transgenics)

human

chr7:156,791,087-
156,791,875 (hg38)

789

aactttaatgcctatgtttgatttgaagtcatagcataaaaggtaacataagcaacatectgaccaattatccaaaccate
cagacatccctgaatggecagagegtageacacggtctgtaggattaagaggttaactectataacttcaaacaaagt
gcctgataataaaagcaaaaagtacaaaattttaggtaacttectttettaattaattggactgaccaggtggaagegaa
gagttctgtgctggtacttggaatgtctataaagetgagcaacatgacagcacaatagaggaggaacaaagattttttt
aatatgtttctatectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteccttttggeaaacttacataaaagtgaccttgtact
gtattttatgaccagatgactttttccccccagtggctaatttgtatcaggectecatcttaaagagacacagagtgagta
ggaagtccagcectetgteteccacgagctttcattgeattcettteattatttttgetegttttttgecactgatgatecataaatt
gttggaaatgagtgattaaggaagtgctgcttagtgttagtggcacatgegceatatttggectggttetggtggotgag
aggaaatcacagacaaaagggaagcccctgetgggaaccctgcaaggaaatttaacttgggtcatgttttgatcttagt
gtttattacagaaaatgaagccatatctcactaactattgttacgtgttaatttgattttce

cow

chr4:119,026,017-
119,026,791
(bosTau8)

775

cacattaatgcctatttttgatttgaagttgtggcataaaatttaacataagtgacagcaacatcctgaccaattaccgaa
gccatccagacatccccaaatgtccagaacatageacacggtetgtaggattaagaggttaactectcgaacttcaaac
aaagtgcttgataataaaagcagaaaggacaaaatctgaggtaacttectttcttaattaattagactggecaggtgga
agcgaagagctgggtgccagtgcttgeaaggectataaagetgageaccgtgacageacaatggaggaggaacag
acatcgctttaatatgtttctatectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteccttttggeaaacttacataaaagtg
accttgtactgtattttatgaccagatgactttttccccccagtggetaatttgtatcaggectecatcttaaaaagacacag
aaatgagtaggaagtccattgcattctttcattatttttgetegtttttgecactgtgatcatecataaattgttggaaatgag
tgattgaggaagtgctgcttagtgttagtggcacatgegceatatttggectggtttttgtggetgagaggaaatcacatg
caaaaagggaagctcctgetggggacctttcaaggaaatttaccttgggtetegttttgatcttggtgtttattacagaaa
atggagtcatatctcactagctattgttatgtgttaatttgattttce

dolphin

JH482689:127,180-
127,973 (turTru2)

794

cacgttaatgcctgtcttgggtttgaagtcatggtataacatttaacataagtgacagcaacatectgaccaattacctaa

gccatccagacacceccagatgtccagaacatageacacggtcetgtaggattaagaggttaactectagaacttcaaac
gaagtgcttgataataaaagcaaaaagtacaaaatctgaggtgacttectttcttaattaattagactggecaggtgga

agccaagagctgggtgcggtecttggaaggtctataaagetgageaccgtgacageacggtagaggggageagac
atcgctctaatgtgtttctgtectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteccttttggeaaacttacataaaagtga
ccttgtactgtattttatgaccagatgactttttccccccagtggetaatttgtatcaggectecatcttaaagagacacaga
aatgagtaggaagtccagctecgtctcagtgaactttcattgeattctttcattatttttgetegttettgecactgatcatee

ataaattgttggaaatgagtgattaaggaagtgctgettagtgttagtggeacatgegeatatttgcatggtttttigtgg
gtgagaggaaatcacatacaaaaagggaaactcctgetgggaacctttcagggaaatttaccttgggttetegttttga
tettggtgtttattacagaaaatggagtcatatctcactaactattgttatgtgttaatttgattttce

horse

chr4:107,195,939-
107,196,731
(equCab2)

793

caccttaatgectatctttgatttgaagtcatgcataaagtttaacataagtgacagcaacatcctgaccaattactcaaac
catccagacatccccaaatgtccagaacatageacacggtctgtaggattaagaggttaactcctataacttcaaacga
agtgcttgataataaaagcaaaaagtacaaaatttgaggtaacttcctttcttaattaattagactgaccaggtggaage
gaagcgcteggtgecggtgcttggaggectataaagetgagegecgtgacggeacaatagaggaggaacagagat
tgctttaatatgtctctatectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteecttttggcaaacttacataaaagtgacct
tgtactgtattttatgaccagatgactttttccccccagtggcetaatttgtatcaggectccatcttaaagagacacagaaa
taagtaggaagtccagcteggtctcagtgagcetttcattgeattctttcattatttttgetegtttttgecactgatcatecata
aattgttggaaatgagtgattaaggaagtgctgcettagtgttagtggeacatgegeatatttggeatgttttttgtgggte
agaggaaatcacgtacaaaaaggaaaactcctgctgggaccctttcaaggaaatttaccttgggtegegttttgatcett
gctgtttatagcagaaaatggagtcatatctcactaactattgttatgtgttaatttgattttee

megabat

scaffold_14169:22,041
-22,832 (pteVaml)

792

caccttaatgcecgatctttgatttgaaatcatagcataaaatttaacataagtgacagcaacatcctgaccaattacccaa
accatgcagacatccccaaacgtccagaacatageacacggtcetgtgggattaagaggttaactectataacttcaaac
gaagtgcttgataataaaagcaaaaagtacaaaatttgeggtaacttectttcttaattaattagactgaccaggtggaa
gegaagggcteggtgctggtgcteggegggtecataaagetgaggacegtgtcageacgacggaggageagegaa
gattgttttcatatgtcectctectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteecttttggeaaacttacataaaagtga
ccctgtactgtattttatgaccagatgactttttccccccagtggcetaatttgtgteaggectecatettaaagagatgeag
aaacgagaaggaagtccageecggcectcagtcagetttcattgegttcttteattatttttgetegttttttgecactgatca
tccataaattgttggaaatgagtgattaaggaagtgetgettagtgttagtggeacatgegeatattegeatgtttttgtg

ggcgagaggaaatcacaggcagaaaggaagacccccgetgggagectttcaggggacttcacccagggtegegttt
tgatcttcgtttattacagaagatggagtcatatctcactgaccactgttatgtgttaatttgatttttc

mouse

chr5:29,314,881-
29,315,667 (mm10)

787

tactttaatgcctatctttgatttgaagtectggeataaaacttaacataatgacagcaacatectgaccaattatccaaac

catccagccatectagagtgtccagaacctcacacatgatctataggattaagaggttagetectgtaacttcaaacaaa
gtactttcataataaaagtaaaatgcacaaaatctgaggtcacttectctcttaattagttgeactgaccaggtggagec

gaagcactttgctgggctcaggcetgtccataaagecaageaacatgacageacaatagaggaggaactaagategtt
ttaatatgtttctatcctgtgtcacagtttgagattgtectggtttatgtegettttggeaaacttacataaaagtgaccttgt

actgtattttatgaccagatgacttttcccctcagtggctaatttgtetcaggectecatcttaaagagaagagagtagga
agtccagectgggactccatgagegttcattggattctttcattatttttgettgttttttttgecactgatgatccataaattg
ttggaaatgagcgattcaggaagtgctgcttagtgttagtggcaaatgegeaaactcagtetggttetgetgggtgaaa
ggaaatcacaggcaagaggaaggctcctgetgggaaccttgcaaggaaatttgacttgggeatgttttgatcttggea
tttattacagaaaatgaagtcatatctcactaactgttgctatgtgttaatttgattctee

-




platypus

Ultra274:11866440-
11867247 (ornAnal)

808

cacctttatgccaatctttgtatttgaagtcacggceataaagtttaacatgagcegacagcaacatcctgaccaattatcca
aattatccagacatcccaaaatggtcagaacacaacacagtctgtaggattaagaggttaactcctagaacatcaaaag
aagtgcttgataataaaagcaaatagtacaaaaatttgaggtaacttcctcgcttaattaattaggtagaccaggtgga
agtgaagaggcctgggctggtgettggaatgtctataaagetgageaacatgacageacaatggaggaggaacaaa
gatttttttaatatgcttctatectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteccttttggcaaacttacataaaagtga
ccctgtactgtattttatgaccagatgactttttttttccccagtggctaatttgtatcaggeccccatcttaaagagacaca
gcaacgagtaggaagtctaagcectgtttgtcccagtgagcettteattgeattcttteattatttttgetegtttttgecactga
tcatccataaattgttggaaataagtgattaaggaagtactgcttagtgttagtggcacatgcacctacttggtatggtttt
tgtgggtgagaggaaatcgegtacaaaaaggaaaactectgetgggaacctttcaaggaaatttaacttgcataatgtt
ttgatcttggtgtttattacagaaaatagagtaatatttcaccagctattgttatgtgtcagttcatttagtcttecctt

sloth

scaffold_55345:9,280-
10,085 (choHof1)

806

cacctttatacctgtctttgatttgaggtcatggcataaaatttaacataagtggeagceaacatcctgaccaattatccaaa
ctatccagacatcccaaaatgttcagaacataacacatggtctgtaggattaagaggttaattectataacttcaaacaa
agtgcttaataataaaagcaaaaagtacaaaatttgaggtaacttcctttcttaattagttagactgaccaggtggaage
gaagcgttetgtgetggtgcttgcaatatctataaagetgageaacatgacageacaatagaggaggaacaaagattt
gttttaatatgtttctatectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteccttttggeaaacttacataaaagtgacctt
gtactgtattttatgaccagatgactttccceccegeccagtgactaatttgtatcaggectecatettaaagagacacaga
aatgagtaggaagtccaagcctctttgtcgcagtagctttcattgeattctttcattatttttgetegtttttgecactgatcat
ccataaattgttggaaatgagtgattaaggaagtgctgcttagtgttagtggcacatgegceatatttggectggtttttgt
gggtgagaggaaatcacatacaaaaaggaaaactcctgetgggaacctttcaaggaaatttagettgggtcatgtttt
gatcttggtgtttattacagaaaatggagtcatatctcactaactattgttacatggtatatgttaatttgattt

chicken

chr2:8,466,963-
8,467,772 (galGal4)

810

taccttaatactgatctttgaactcgaagtcacggcataaagtttaacatgagegacagcaacatcctgaccaattatcca
aattatccagacatcccaaaatgttcagaacacaacacacagagtctgtggattaagaggttaactectggaacatcaa
agtagtgcatgataataaaaacaaatagtacaaaaatttgaggtaacttccttgettaattaattaggtagaccaggtgg
aagcgaagaggccagagetggtgctcagaatgtctataaagcetgageaacatgacageacaatggaggaggaaca
aagatttttttaatatacttctatectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteccttttggeaaacttacataaaagt

gaccctgtactgtattttatgaccagatgacttttttcccagtggctaatttgtatcagaccctcatcttaaagacacacaga
aatgagtaggaagtccaaacaggtttgtctcaatgagctttcattgeatgcettteattatttttgetegttttttgecactgat

catccataaattgttggaaatgagtgattaaggaagtgctgcttagtgttagtggcacatgcacattcttggtatgtttttt
gtgggtgagaggaaatcgegtactgecacaaacaaaaaggaagactectgetgggaacctttcaaggaaatttaactt

gceataatgttttgatcttggtgtttattacagaatataagagtaatatttcaccagctattgttatgtgtcagctaggcetctee

coelacanth

JH127332:523497-
524100 (1atChal)

604

caacatcctgagcaattagtgaaatcatccagacgtegceacaaccattcageacaagegeagagtctgcaggatttag
gagttgaactcctaaaacatcaaaagggaatgectgataataaaaataateggtacaaaaatttgaggtaacttecttg
cctaattaattagatagaccaggtggaagegaagaggcetggtgetgtggetcaaaatgtctataaagecaagtgecat
gacagcacaatagatgaggaacaaagatttttaatacgcttctatectgtgtcacagtttgaagttgtectggtttatgtee
cttttggcaaacttacataaaagtgaccctgtactgtattttatgaccagatgactttttetgtggctaatttgtatcaggete
ccatattaaagggacacagaaattggtaggaagtgcaagectgtttgtgtcagttegettcattgeattectteteggttt
ggctggtatotttgctactgatcatccataaattgttggaaatgagtgattaaggaagtgetgettagtgttagttgeaca

tgeatgttcteggtatggtttttgtggetgagaggaaatca

elephant shark

KI636064:431,743-
433,259 (calMill)

1517

atttaaaatgtcatctggatcttgtgtgacctggactctectegtetgtcttggtttgtgatcaggeagaagttatgattgta
taaaccagacgtcaggttgtatttcaacagacggcttttaaaatgaactgaggtgttgagcetgtectgtatgtagactcta
cgctacttcatagtcaatgcttctgaaatttcaaaaaatectttgecgttcaagtaaagetttgatgtttttatttggtegggt
gttaaagacacctcggagacggaatgaaagtgaggaacattgegatectgattgagteggttgttggeacggtgtaa

ggattaggcctttcattcttgttettgactcttaacggtgacccgtectgeagactctcteccgaataaatgatatattaaaa
tttcttgttttaaaagtattgacagagtgeageagttatccgectagtgagaaatccaaaataaaatctgaagectaacca
catacagaaacgagtgtctgtgtcatgacattttgctgatacaaacctgtgaaaataatctgagagtgatattatccacat
gttcatctaaaacagtcaaatgacatcagcatcctaaccaattatcccaattatccagacattacaaaacattgaactcaa

atgtagcagctgtgagtttgagagtcttaactgaaacgcttaaaaaagtctattaataaagagagceagtatgaaaattg
cagtgatttccttgactaattaattagatccaccagatggaagtgaagaggccaatattggtgctcaaaatgtctataaa

cctgagcaaaaagacagcacaatggatgagaaaaaaagatttttaatacacttcaatectgtgtegeagtttgagattg

tectggtttgeateecttttggeaaacttacataaaactgaccatgtactgtattttacgaccagatgactttttttttgtagte
cccattgaagttaatttgtatcaggceccatattaaagagacttcagaaatcggtaggaagtagaagtctgcetttgtcagtt
tgtttcattgcattctttcattttttttaaacttgtttttttttccccccgttgatgatecataaattgttggaaaagacttgttacg
gaagcactgctttgtgttagtagcacgtgcatattattectgttcatttgeccagtgaagggagatgatgetaaacatatt

gaaaggctggaggagggagcttttctctcaggaaaaggagctcttgttgaaattcgggetegacgttcattttggaaa

agatttcggtgtttaaaatgttttggagaactttctggaaagttacttctttttaaatatgataccgttttgagtttaaaatca

ctgaattccgcteggttttacgagacctteggetecactgaaatecgegaatacgtgaaatgtgcaaggagtgagtgea
aatgttcagaagtctttgectgaactttttgtatgattttgattataataat

lizard

chr6:6,319,449-
6,320,269 (anoCar2)

821

tttcatttaatattgattttttgttgttctcctagcataaaatttactatgtgegacagcaacatectgaccaattatgcaaage
atccagacatttcagtgtttggaacacaccagaaaaagtctgtggattaagaggttaacttggagaacatcaaaagac

agtctctgataataaaagcaaatggtagaaaaattctgaggtaacttccttgettaattaattaggtaggecaggtggaa
gtgaagaggtctgtgttgctgctaaggatatctataaagetgaactatatgacageacaatggaggaggaacaaaga

ttgttttaatatacttctatectgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteecttttggeaaacatacataaaagtgace
atgtactgtattttatgaccagatgactttcccccectegtgactaatttgtatcaggeccccaatattaaagagacaccge
attgagtaggaagtctaaaccagtatgtttcaaggacgcttcatggceattctttcattatttttgetcagttttgecactgcete
atccataaattgttgggaataagtgattgaggaagtgctgcttagtgttagtggcacatggatgttctgggtgaggcttt
tttgtgggtgaaaggaaatcaagetctgtgcaaacataaaggaagattectgetgggaacctttcaaggaaatttaact
tgcataatgttttgatcttggtgttccttacaaaaaatagagceaatatttcattagetgttgtgtgtcaagtaataaccccat

catcacgt

3-




boa constrictor

NA

783

gctatataagcataactgttatatgatgggaagacttggacaagttcttatggaagtaattttacaacccagttgtgcaaa
gcatccagacatctctgtttggeatccagtgcagaaagtctgtggattgagagtttaaccaagaacatcaaaagagaat
gcttgataataaaagcaaatggtagcaaaaattttaattaattaggtaggecaggtggaagtgaagaggecagtctat
aaagctgagcaacatgacagcacaatggaggaggaacaaagcttgttttaatatacttctatectgtetcacagtttgaa
attgtectggtttatgteecttttggcaaacttacataaaagtgactgtgtactgtattttatgaccagatgacttgtcecect
tttctggctaatttgtatcaggeccccagtattaaagagacacagaaatgagtaggaagcecaaaagcaatatgtctcaa
ggacagttcattgcattctttgattaggttttgcttgttttttgecactgatcatccataaattgetggaaataagtgattaag
gaagtgctgcttagtgttagtggcacatagatgttcttggtaaagctttttttgtgagtgaaaggaaatcagatattgeag
aaacaaaaaggaagaatcctgetgggagcettttcaaggaaatttaacttgeataatgttttgatcttaatgtttgttacaa

aaacatacagcagtattttaccaggtgctgtgtgtcaagtaataaccccatcactg

Burmese python

13056-13925
(Python_molurus_bi
vittatus-5.0.2-2355.6;
Genebank ID
AEQU02119490.1)

792

gctatataaacataactgttatgtgatgggaagacctgaacaagttcttatggaagtaattttgaaacccaattgtgeaa
agcatccagacatcttagtgtttggcacccaatgcagaaagtctgtggattgagagettaaccaagaacatcaaaaga
gaatgcttgataataaaagcaaatggtagcegaaatttttaattaattaggtaggecaggtggaagtgaagaggecegt
ctataaagctgtaaagctgagceaacatgacagceacaatggaggaggaacaaagattgttttaatatacttctatectgte
tcacagtttgaaattgtcctggtttatgtcecttttggcaaacttacataaaagtgactgtgtactgtattttatgaccagat
gactttceccccttttctggetaatttgtatcaggtccccagtattaaagagacacagaaacgagtaggaagtcgaaage
agtatgtctcgaggacgcttcattgceattctttcattaggttttgettgtttttgecactgatcatccataaattgetggaaat
aagtgattaaggaagtgctgcttagtgttagtggcacatagacgttcatggtaacgctttttttctgagtgaaaggaaat
cagatattgctgaagcaaaaaggaagaatectgetgggagcttttcatggaaatttaacttgcataatgttttgatcttaa
tgtttgttacaaaaacatacagcagtatttcaccaggtgctgtgtgtcaagtattaactccatcactg

Burmese python
(resurrected)

809

gctatataaacataactgttatgtgatgggaagacctgaacaagttcttatggaagtaattttgaaacccaattgtgeaa
agcatccagacatcttagtgtttggcacccaatgcagaaagtctgtggattgagagettaaccaagaacatcaaaaga
gaatgcttgataataaaagcaaatggtagcegaaattctgaggtaacttecttgettaattaattaggtaggecaggtegg
aagtgaagaggcccgtctataaagetgtaaagetgagceaacatgacageacaatggaggaggaacaaagattgtttt
aatatacttctatcctgtctcacagtttgaaattgtectggtttatgtececttttggcaaacttacataaaagtgactgtgtac
tgtattttatgaccagatgactttccceccttttetggctaatttgtatcaggtecccagtattaaagagacacagaaacga
gtaggaagtcgaaagcagtatgtctcgaggacgcttcattgeattctttcattaggttttgettgtttttgecactgateate
cataaattgctggaaataagtgattaaggaagtgctgcttagtgttagtggeacatagacgttcatggtaacgcttttttt
ctgagtgaaaggaaatcagatattgctgaagcaaaaaggaagaatectgetgggagcettttcatggaaatttaacttg
cataatgttttgatcttaatgtttgttacaaaaacatacagcagtatttcaccaggtgctgtgtgtcaagtattaactecate
actg

speckled
rattlesnake

3119-4036 (Crotalus
mitchellii pyrrhus
CMI_contig_3799;
Genebank ID
JPMF01003770.1)

836

tactcagtggagaaaatctgtggattcagagcttaaccaagaacatcaaaagaggatgcttaataaaggacataaatt

ctaactattgcatggtggtgcagtggttagaatgcaatattgcaggatattgecageagttcgattctgacctgetcaag

gttgactcagccttecatctttccaaggtcagtaaagtgaggacccaagtctaagtgctattgetgtggetataaaccatt
agctaataaaagcaaatggtagcaatttctttaattaattaggccagatgttcagetgtgaagetgaacaacatgacag

cacaatggaagaagagcacacattgttttaatatacttctatectgttttacaatttcaaattgtcctaatttatgttecttttg

gcaaacttaataaaagtgactgcattgtattttgtgatcagatgactttgtecccttttctagcetaatttatatcaggecttca
ttagtaaagagacagaaaaagaagtaggaagcaaaagcaataggtctcaaggacacttcattgceattectttattagg
gcttgcettattttttggecactgacaatttataaattgetggaaataagtgattaaggaagtgtgttgtttagtgttagtggt
acatagatgtttcttggtgcagectttttttgtgaatgaaaggaaaacagatactggaagaaggaagaatcctgetggg
aacttttcaaggaaatttagcctacataatgttttgatcttaatgtttgttacaaaaaacatacagcagtattttaccagattc
tgtatgtcaactaaccccatcactg

king cobra

589764-590624
(Ophiophagus
hannah
scaffold183.1;
Genebank ID
AZIM01000183.1)

783

tgaacggaatataatcttectactcatgttctcccaacaacagggagtcaggeagttgatagtacaggtaatataagaa

gactttggtagtgaatagatgcaggtaggtagatgcaaatcectgtatctgaagttgaccecggggataaattggage
tactagttggtattcagataatccttgacttaatgaccacaattgageccaaaatctectggtttatgttecttttgecaaact
tatataaaagtgactgcactatatttatgatcagatgagtttaatccecttttatagetgatgtcaggecctcactattaaag
agacagaaaaacaagtaagaaatcaaaagaaatatgtctcaatgacgcttcattgcattecttcattagggttgcttaat

gtctatggagattctcagtcatccaggteatggttgtcccaaaagtgctttttcaataggeaactggactttgttttttcttcg
aagtcgtttcgettcttatccaagaagcettcaattttttgecgttgacaatccataaattgetggaaataaaggattaagga
agtgctgcttagtgttagtggcacatagatgttcatctgtgaatgaaaggaaattagatattggagaaacaaaaacga

agaatcctgetgggagtttttccaggaaatttagectgeataatattttgatcttaatgtttgttacaaaagatacagcatte
atttgttacaaaatgaaacaggtgctgtatgtcaattataaccctatcactg




Table S3. Extended orthologous ZRS sequences and homology arms used for knock-

in experiments, Related to Figure 3

Vertebrate

Coordinates
(Assembly/Contig)

Length

Swapped sequence

human

chr7:156,790,708-
156,792,031 (hg38)

1324

taacatcttattttgaataaaaatgtcaggaggaaaaaaaattcagcaacttaatgaaagtgggagaaaatatctccat
atgattgttatgtaaaatttatgacagattaattcataaacccaagatttttctgggagtaaatttctattgtacttaacttta
atgcctatgtttgatttgaagtcatagcataaaaggtaacataagcaacatectgaccaattatccaaaccatccagacat
ccctgaatggecagagegtageacacggtetgtaggattaagaggttaactectataacttcaaacaaagtgectgata
ataaaagcaaaaagtacaaaattttaggtaacttcctttcttaattaattggactgaccaggtggaagegaagagttctg
tgctggtgettggaatgtctataaagetgageaacatgacageacaatagaggaggaacaaagatttttttaatatgttt
ctatcctgtgtcacagtttgaaattgtectggtttatgteecttttggeaaacttacataaaagtgaccttgtactgtattttat
gaccagatgactttttccceccagtggctaatttgtatcaggectecatcttaaagagacacagagtgagtaggaagtee
agcctctgtctccacgagctttcattgeattcttteattatttttgetegttttttgecactgatgatccataaattgttggaaat
gagtgattaaggaagtgctgcttagtgttagtggcacatgegceatatttggectggttctggtgggtgagaggaaate
acagacaaaagggaagcccctgetgggaaccctgcaaggaaatttaacttgggtcatgttttgatcttagtgtttattac
agaaaatgaagccatatctcactaactattgttacgtgttaatttgattttcccaacaccttcaagaaaaaaaatcataga
gcraatttattaatagaaatcctctacaatcccccaattgagagceactagtttttaccttagaaatggttatggatcagaatg
attattttgaaaatactctattctgataatgctgtgatacttcagcttecttttggaattgttttactgtaaaggtgtggttata
accatgtaaagtgagcatttgaaacatcaaatctgggegtatgggaactcagaaagaaataggaaagtattattttga
ggaaaagagtaaatacatttatttcatttaaaaatcattagaggttataaaaattttgaattgaaaatcatttagttcagga
aatgacattaattttgtcactgtt

coelacanth

JH127332:522,984-
524,307 (latChal)

1324

accaaacacatatattaaaattgtgtgtgatacatatatgtttgggcttatcagtttaaaaaaaaaaaagtgaaaattatg
gaatatatataatgtaattttgtttgtatgtaaaatatgtatttaatagggaaaaagacatttttagtgtctectttcaataac
gacaatctgtgttgttaaataaaatgtaacaggttacttcagcaacatcctgagceaattagtgaaatcatccagacgtcg

cacaaccattcagcacaagcgcagagtctgcaggatttaggagttgaactcctaaaacatcaaaagggaatgectgat
aataaaaataatcggtacaaaaatttgaggtaacttccttgectaattaattagatagaccaggtggaagegaagagg

ctggtgctgtggctcaaaatgtctataaagecaagtgecatgacageacaatagatgaggaacaaagatttttaatacg
cttctatcctgtgtcacagtttgaagttgtectggtttatgteccttttggeaaacttacataaaagtgaccctgtactgtattt
tatgaccagatgactttttctgtggctaatttgtatcaggceteccatattaaagggacacagaaattggtaggaagtgea

agcctgtttgtgtcagttegettcattgeattectteteggtttggetggtgtgtttgetactgateatecataaattgttgga

aatgagtgattaaggaagtgctgcttagtgttagttgcacatgeatgttcteggtatggtttttgtggetgagaggaaat
catgtaactgtgcaaagaaaaaggaagacccctgetgagaccctttgaaggaaatttaacagacgtgaaggttttgat
ctttgtgtttgctgeagaattcagtgtaatatetgetgetaacageactatttgggggtctttgctgacagaaggtttacttt
agtttggtatttacctctaaatgtgataagtatacagtaggtcaattacttttgaaaagagaggtttttttgttgtaagttttt
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaattcttgtgcttgtgaaaggtgctggattgatageaccaageactgaa
atcctttttatccacagaataggtatagcatggacagtaacagtacagacttccccacattgtccaacaatgtgettcaac
cttgctcaaaaagaaggaagcttaagtatagagcecageaatcataaccttgaaaaagattttttttccggggggegeg
gaactgctgttttaataaagattactatgcattg

Burmese

python

12,740-14,063
(Python_molurus_bivi
ttatus-5.0.2-2355.6;
Genebank ID
AEQU02119490.1)

1324

acccattgtgtctatcgtataaaatggcatctgattggttggtetaggocttagaagcaagaggagaaaggatctttga
ttgaaggattgttttgtacctcatactaggttatttggccaaaaacaatgaaaccgaatcagatttcttttgectatagaac

caaaagcataagaattgctatataaacataactgttatgtgatgggaagacctgaacaagttcttatggaagtaattttg
aaacccaattgtgcaaagcatccagacatcttagtgtttggcacccaatgcagaaagtctgtggattgagagcettaace

aagaacatcaaaagagaatgcttgataataaaagcaaatggtagcegaaatttttaattaattaggtaggecaggtgga
agtgaagaggcccgtctataaagetgtaaagetgageaacatgacagceacaatggaggaggaacaaagattgtttta
atatacttctatcctgtctcacagtttgaaattgtectggtttatgteccttttggeaaacttacataaaagtgactgtgtact

gtattttatgaccagatgactttceccecttttctggetaatttgtatcaggtecccagtattaaagagacacagaaacgag
taggaagtcgaaagcagtatgtctcgaggacgcttcattgeattctttcattaggttttgettgtttttgecactgateatee

ataaattgctggaaataagtgattaaggaagtgctgcttagtgttagtggcacatagacgttcatggtaacgctttttttc
tgagtgaaaggaaatcagatattgctgaagcaaaaaggaagaatcctgetgggagcttttcatggaaatttaacttge

ataatgttttgatcttaatgtttgttacaaaaacatacagcagtatttcaccaggtgctgtgtgtcaagtattaactccatca
ctgctatcttttccacattgaattcttaagatatttttgtttaaaaatgaaactagttggecttacttcttaatatgcaagtgaa
agttgctcaacagacatatttatggaagcacaatgcataaaattaagttagcatttctaaaatttatcaaaactgtggtga
graacaaggggctacttcacaatgtacattttaaaagetgecattaacactgcaaattgtctgcttcataatagtataattt
tggccaattectecectegeccccageaggaaagectggtectttageagtgaaaggtattttagttttgactagtttgact
attgtatattcecgggtectgtctgtgg




Burmese
python
(resurrected)

1341

acccattgtgtctatcgtataaaatggcatctgattggttggtetagggocttagaagcaagaggagaaaggatctttga
ttgaaggattgttttgtacctcatactaggttatttggccaaaaacaatgaaaccgaatcagatttcttttgectatagaac

caaaagcataagaattgctatataaacataactgttatgtgatgggaagacctgaacaagttcttatggaagtaattttg
aaacccaattgtgcaaagcatccagacatcttagtgtttggcacccaatgcagaaagtctgtggattgagagcettaace

aagaacatcaaaagagaatgcttgataataaaagcaaatggtagcegaaattctgaggtaacttecttgcettaattaatta
ggtaggccaggtggaagtgaagaggeccgtctataaagcetgtaaagetgageaacatgacageacaatggaggag
gaacaaagattgttttaatatacttctatcctgtetcacagtttgaaattgtectggtttatgteccttttggeaaacttacata
aaagtgactgtgtactgtattttatgaccagatgactttccecccttttctggetaatttgtatcaggtecccagtattaaag

agacacagaaacgagtaggaagtcgaaagcagtatgtctcgaggacgcttcattgeattctttcattaggttttgettgtt
tttgccactgatcatccataaattgcetggaaataagtgattaaggaagtgctgettagtgttagtggcacatagacgttca
tggtaacgctttttttctgagtgaaaggaaatcagatattgctgaagcaaaaaggaagaatectgetgggagcettttcat
ggaaatttaacttgcataatgttttgatcttaatgtttgttacaaaaacatacagceagtatttcaccaggtgctgtgtgtcaa
gtattaactccatcactgctatcttttccacattgaattcttaagatatttttgtttaaaaatgaaactagttggecttacttctt

aatatgcaagtgaaagttgctcaacagacatatttatggaagcacaatgcataaaattaagttagcatttctaaaatttat
caaaactgtggtgagcaacaaggggctacttcacaatgtacattttaaaagctgecattaacactgcaaattgtetgett

cataatagtataattttggccaattcctecectegeccccageaggaaagectggtectttageagtgaaaggtattttag

ttttgactagtttgactattgtatattcccgggtectgtetgtgs

king cobra

589,507-590,830
(Ophiophagus hannah
scaffold183.1;
Genebank ID
AZIM01000183.1)

1324

aaacagtctggtactcacaaagcaacaataaatcttatcagtatacatttattctactgttttgggaatgattgactttctgt

agaagtttgcagcaggagatatgaatgggaagtctttggatatgttttcttccttatctattctttatecttgectatagaatt
gatttttattecttttatgaaagggtttctcaaaaaagaacatgagggecatgetgaatatattttaaaacacatttagttca
gtatagcattctgatagctattatactgaagectacaaataggacatgaacggaatataatcttectactcatgttetceca
acaacagggagtcaggcagttgatagtacaggtaatataagaagactttggtagtgaatagatgcaggtaggtagat
gcraaatccctgtatctgaagttgaccecggggataaattggaggtactagttggtattcagataatecttgacttaatga

ccacaattgagcccaaaatctectggtttatgttccttttgecaaacttatataaaagtgactgeactatatttatgatcaga
tgagtttaatccccttttatagctgatgtcaggecctcactattaaagagacagaaaaacaagtaagaaatcaaaagaa

atatgtctcaatgacgcttcattgceattecttcattagggttgettaatgtctatggagattctcagtcatccaggteatggtt
gtcccaaaagtgctttttcaataggcaactggactttgttttttcttcgaagtegtttegettettatccaagaagcttcaattt
tttgecgttgacaatccataaattgctggaaataaaggattaaggaagtgctgettagtgttagtggcacatagatgtte

atctgtgaatgaaaggaaattagatattggagaaacaaaaacgaagaatcctgctgggagtttttccaggaaatttag

cctgeataatattttgatcttaatgtttgttacaaaagatacagcattcatttgttacaaaatgaaacaggtgctgtatgtca
attataaccctatcactgctatcttttctacactgaattctgaaaatattttctgtttaaaaatgaaactgtttggcecttatgttt
taatatgcaagtgacagactgttgctgaatagatacatttatgaatgcataacggtgceataaaattaggttagcattttaa
caaacctggtgacaacgctacttcacaatatgcaaaaatacattttaaaacctgctgttaacactgtaaattgectgettca
taactgtgacaatt

HA-L

chr5:29,315,821-
29,318,002 (mm10)

2182

tgtggtttggaggtagagtgggetccaagaattaatggtgteccaagaagectgacttegetggeacaccaagaagaa
gggaccagggaagggagatctgagggttcattgggtattaacatgagattacaggcectgtgtcetgtctacgtctgtcete
tctgatgtgttegtttgatgactaaatgaggtaatttatgtaaaggceacagcettaggacttattacattccecceccecttttt
tttctgttttcaaaaccatttatatatatatttttagacctgcaatttataaggagaatagtgaggagatggecctaagaaa

atagcagcttcaccatagtaaaaagacagatggegctgacaagatgattcagettgetgecaagactgatgacttaag

gttagtcctcagaaccatatggtagaaggagagaactgactcctgeaagttgtecagtggtecctcatgtgecctgtge

cacaggctctceccccacceccaacaaacaagcaaatagatatattcaattaaaaataaaagagagatgaaagagect
gaaaggacactgaaagccctggagaccttaagtgtgcetgttgtgegtageacagtgatttaattaagatgtgtgtagte
tgtgaatgcacttggctaatgagcatgttgatcgaaagcactggecagtectgagtaatgtcagattatcaggtgetcta
acattctaaattattttctgcactttgaagtagagagtgtagaagcaaaacaagcecagtttaagcattaggggttgcate

ctttgacaaaagctactggaaggtaaggtgtgttacagagectacagaaatggtttcagattaagtggtcaatgttattt
taaagtgcatgcatatatattcagttttaaaatcagttacaggaaagctacaaagggtgctagcattgtacaataaatat

atatctcttcagtgtcttgaaatctggtatgacatgtgactectgggggctatetgeacaggttcteagtgtttcteccagea

geagcagtctctggcttctgtggctatattagaacagtgaactatactatactatgaggctgctettegtgetgtggttga

ctgeagtcatcacagtgtttacaaagatggctgatgagtatacgtgcteatgtatgetectgectgactgtttgetgattga
cttcatcaggcatatctgtttctgactaatactggagagagagtagaaactttcttagtgtaaaggtacccagtgacttga
gtcatgacaaactcacagtctgectagttecattteccttteecctgtgataccectectggggtgttttactgagtttacatct

ggtatattctctaagtggcacatggetcccatgeatctatggattecectgggeaattgattttaaaacagcetecttgeatg
ttgtgcagagatgtggaaattggctactggetgeaggatgaatgcacagcettgaattgaaaatctagegaageagaat
tctctacttacagetgtgttaattcaaataggacattttaggectagagagcetggtcacatcttctaagggetgtaagtag

cctttcttacatgggggtgagttgctttttctttaggaccatctagtcactttttttttttaaatgaattctcaagtataagaga

acatagttttgaaaagtgaaaagtgatttttttttaatagtaagaagcttgcttttgttgtagggattttacttectegtgtag
tgaggtttcttaggtgtatactattgtgcagecattcacttgeactgtcataggceattgggeggtgtgtgtttgaacatgat
tttgtgcttggatcttaattcaacttgattggaaatgeccatgtetgeccatgagtttgttttgacctcagtcattcaatggea
tgagagagttagtggtctgagggactggagtcatcttagaggagaacacagtgctgtgactgtcacttttgttegtgec
atagtgctttcttectettetgttcagaaaagacctcttggttattgatagtaactctgggtgatgttttctgatttcataatga
actccagagggcaatgtactggecagtgttaaatgagagtaatatatcagatttattttgtatgttaccatcatat




HA-R

chr5:29,312,901-
29,314,496 (mm10)

1596

ttagtaaggtgcatatgtgagggactaattacatctetggetatgetgtttgettttgttgecaccegtcttagtateegtgt
gtgtatgtgagggaggtaattacatatttagttacactgtctggttttgttggtgatatttggttttgttacatcactcagett
tcaggcactatggttctttgatctcatctgcagagtattatgttaattttctctgtacctataaagaataagggatttctacat
ataaggctaaattgtctctttatttgaataataatgagttttggactcaagtccagactctecttacctactgtgectcagat
atatttctcaagagtgtttctgtgaagcettgetgecctcacctgtgttggtaacatgecaaagtgtgetgggageacagtt
atgtttagtgttcacacgtgtctagtataagggattgctaatgagacatcaggagtgttgtgagceattactttttcacacca
tagcccaggaatcttgtattgagtcaggtaggggcatacacgtgtaattgeageagttgggeagetgaaggaggatt
graaggattcggctagcttgatctacaaggtatgaagecaggtctcatggeattgtattgtcatggggcacttttgttgat
ctctcttgaattataaggtctgttttatttagaaaagtacagatcataaaagatgggctgtgetgttttcatagggaaccaa
acctcaggctcatttaataggatgatgaaattaactaacatctctgaatatctcatagttcagtectetgttaagtgagaag
agctttatgagggaagaaataaaaagctactagcettcacatttgaaagcaatatgcttttaattaccatgetcccaatget
tacattcagaaaacaatcttatagaaataatcattactaattaaaaactttccectagttttttgtggtgagtcagggggea
gaattgaaaactatctacttttaggttaaaatgaattttctttgcaagtgaggttagatgtcatatttaatgetgetggaggt
ttcttagggtacagtactccagaccgactggatgactcaccataccctatgeagtttgagttgtagatetgtgtctatttgg
catttaaactcatatgcacttgcctataaaatcattgttcagtatgttgctctggtagaatttgeagtgtctgtgaaatatta
gccaatgactctgtgaatctacacagetgaaactgtctggetgaaacttggtgeageatattaactgacageccattatg
tagtttgtatcccaggaatagaagtgacagtgggactgtttgacagcttagtataagtggcatctcaagttgtgatgaac
tattccagtcactgactatgacaccacctcagacagcectctgtgeacaccttcaattaaaagaaaactctagacttaaata
aatactgcagtgatgaattttaaacagcagacatattaaactacacatgtgtatgtatcttcttagtggtaaagtaagatc
agcaggtaaaaactgaaaaaaagaggggtgcatttataactaa




Table S4. Significance testing for evolutionary rates (Permutation test), Related to

Figure 2
# | Alternative hypothesis Sample size p-value
N1 N2
1 | ZRS evolves faster than forebrain-specific enhancers | 1 83 0.012
in advanced snakes
2 | ZRS evolves faster than forebrain-specific enhancers | 1 83 n.s.
in basal snakes
3 | ZRS evolves faster than forebrain-specific enhancers | 1 78 n.s.
in lizards
4 | Limb specific enhancers evolve faster than forebrain- | 35 83 n.s.
specific enhancers in advanced snakes




Table S5. Representative transcription factor motifs that show increase in relative

substitution rate in snakes compared to non-snake species, Related to Figure 5

Motif name Motif FDR

ETSt CACTTCCTL 0.0055

Homeodomain 1 T Tr _ 0.0110

Homeodomain 2 0.0385
= 1AANL]




Table S6. Primers used in the study, Related to Figure 3

Primer name | Species Primer sequence

T7Cas9_F N/A TAATACGACTCACTATAGGGAGACCC
PolyACas9_R | N/A CCATAGAGCCCACCGCAT

E1l N/A CGAAACACCTAATACGACTCACTATAGGG
E2 N/A AAAAGCACCGACTCGGTGCC

F mouse TGTCTGCCCATGAGTTTGTTT

R mouse GTGCCTGAAAGCTGAGTGATGTA
left-F mouse GGTAGAGGCCAGGAAGTCG

right-R mouse GCTGCTTATAGAATTTAAGGCTCA
left-R-H human CAGCACAGAACTCTTCGCTTC
right-F-H human CCAGACATCCCTGAATGGC

left-R-C coelacanth ACCAGCCAAACCGAGAAG

right-F-C coelacanth GCAGAGTCTGCAGGATTTAGGA
left-R-P Burmese python | ATGAAGCGTCCTCGAGACATA
right-F-P Burmese python | AGCACAATGGAGGAGGAACA
left-R-KC king cobra CTTGGATAAGAAGCGAAACGA
right-F-KC king cobra AGATATGAATGGGAAGTCTTTGG
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