pTU-A-000 (3549 bp)

EcoRI Sacl

tgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegcacatttccccgaaaagtgccacctGAATTCATAGGATAGATTCTGGAAACTTTACCGTCCGAGCTCAGGCT
acataaatctttttatttgtttatccccaaggegegtgtaaaggggettttcacggtggaCTTAAGTATCCTATCTAAGACCTTTGAAATGGCAGGCTCGAGTCCGA
Linker_14

XhoI Ncol
TACCTTACTCGAGCAATAAACAGTTGATAGGGCTTCTCCGTTACCATGGTTCAGCCAAAAAACTTAAGACCGCCGGTCTTGTCCACTACCTTGCAGTAATGCGGTGG
ATGGAATGAGCTCGTTATTTGTCAACTATCCCGAAGAGGCAATGGTACCAAGTCGGTTTTTTGAATTCTGGCGGCCAGAACAGGTGATGGAACGTCATTACGCCACC

Linker_o i ECK120029600 Terminator $

ACAGGATCGGCGGTTTTCTTTTCTCTTCTCAATTCTTCTGACCTGTAACGAATAATAGATAGTAAAGTAGTCTCCGATTGAGTTTTCTCTGCCGAGTCCCACCCAGT
TGTCCTAGCCGCCAAAAGAAAAGAGAAGAGTTAAGAAGACTGGACATTGCTTATTATCTATCATTTCATCAGAGGCTAACTCAAAAGAGACGGCTCAGGGTGGGTCA
ECK120029600 Terminator ! Spacer 1

TCTGTGATTTCAGTAAGTTGGTAATTGATACACTGTTGCGAGAACTGCTGCCTGGTAGTAGATAGGTTGTTATTGAGTAAGAAGGTAAAGTGAACGAAATCCCTGAA
AGACACTAAAGTCATTCAACCATTAACTATGTGACAACGCTCTTGACGACGGACCATCATCTATCCAACAATAACTCATTCTTCCATTTCACTTGCTTTAGGGACTT
Spacer 1

HindIII

ACTGAGACTGTAGAAAATAAGCTTTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCCAGGCATCAAAT
TGACTCTGACATCTTTTATTCGAAACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGGTCCGTAGTTTA

Spacer 1

AAAACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTG
TTTTGCTTTCCGAGTCAGCCTTCTGACCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGCCCTCGCCTAAACTTGCAAC

TGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCagatc
ACTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGtctag

tcgggeagegttgggtectggecacgggtgegeatgategtgetectgtegttgaggacceggetaggetggeggggttgecttactggttageagaatgaatcacce
agcccgtcgeaacccaggaccggtgeccacgegtactageacgaggacageaactectgggecgatecgaccgecccaacggaatgaccaategtcttacttagtgg

gatacgcgagegaacgtgaagegactgetgetgecaaaacgtetgegacctgagecaacaacatgaatggtctteggtttecgtgtttegtaaagtctggaaacgegga
ctatgcgctcgettgeacttegetgacgacgacgttttgecagacgetggactegttgttgtacttaccagaageccaaaggecacaaageatttcagacctttgegect

agtcagcgeccctgeaccattatgttccggatetgeategeaggatgetgetggetacecetgtggaacacctacatetgtattaacgaagegetggeattgacectga
tcagtcgcegggacgtggtaatacaaggectagacgtagegtectacgacgaccgatgggacaccttgtggatgtagacataattgettegegaccgtaactgggact

gtgatttttctctggtcccgecgeatccataccgecagttgtttaccctcacaacgttccagtaaccgggeatgttcatcatcagtaaccegtategtgageatect
cactaaaaagagaccagggcggegtaggtatggeggtcaacaaatgggagtgttgecaaggtcattggeccgtacaagtagtagtcattgggecatageactegtagga

ctctegtttcatcggtatcattacccccatgaacagaaatcccccttacacggaggeatcagtgaccaaacaggaaaaaaccgeccttaacatggeccgetttatca
gagagcaaagtagccatagtaatgggggtacttgtctttagggggaatgtgectecgtagtcactggtttgtecttttttggegggaattgtaccgggegaaatagt

gaagccagacattaacgcttctggagaaactcaacgagetggacgeggatgaacaggecagacatetgtgaatcgettcacgaccacgetgatgagetttaccgeage
cttcggtctgtaattgegaagacctetttgagttgetcgacctgegectacttgtecgtctgtagacacttagegaagtgetggtgcgactactegaaatggegteg

tgcctegegegttteggtgatgacggtgaaaacctetgacacatgeageteccggagacggtcacagettgtetgtaageggatgecgggageagacaageecgtcea
acggagcgcegcaaagcecactactgecacttttggagactgtgtacgtcegagggectetgecagtgtcgaacagacattegectacggecctegtetgttegggeagt
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gggcgegtcagegggtgttggegggtgteggggcgcagecatgacccagtcacgtagegatageggagtgtatactggettaactatgeggecatcagagecagattgt
cccgcegeagtcgeccacaaccgeccacagecccgegteggtactgggtcagtgeatcgetatecgectcacatatgaccgaattgatacgecgtagtctegtctaaca

actgagagtgcaccatatatgcecggtgtgaaataccgcacagatgecgtaaggagaaaataccgecatcaggegetcttecgettectegetcactgactegetgegetc
tgactctcacgtggtatatacgccacactttatggegtgtctacgecattectettttatggegtagtccgegagaaggegaaggagegagtgactgagegacgegag

ggtcgtteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecage
ccagcaagccgacgecgcetcgecatagtegagtgagtttcecgecattatgecaataggtgtcttagtecectattgegtectttettgtacactegttttecggteg

aaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetecgeccecctgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaaac
ttttccggtecttggeatttttecggegecaacgaccgcaaaaaggtatecgaggeggggggactgetegtagtgtttttagetgegagttcagtetecacegetttg
pBR322 ori 4

ccgacaggactataaagataccaggegtttccccctggaagetecctegtgegetetectgttecgaceetgecgettaceggatacctgtecgecttteteectte
ggctgtcctgatatttetatggtccgecaaagggggaccttcgagggageacgegagaggacaaggetgggacggegaatggectatggacaggeggaaagagggaag
> pBR322 ori $

gggaagegtggegetttctcatagetcacgetgtaggtatctecagtteggtgtaggtegttegetecaagetgggetgtgtgcacgaacceeecegttecageccgace
cccttegeaccgegaaagagtatcgagtgegacatcecatagagtcaagecacatccagcaagegaggttegaccegacacacgtgettggggggcaagtegggetgg
> pBR322 ori $

gctgegecttateeggtaactategtettgagtccaacceggtaagacacgacttategecactggeageagecactggtaacaggattageagagegaggtatgta
cgacgcggaataggecattgatageagaactcaggttgggecattetgtgetgaatageggtgaccgtegteggtgaccattgtectaategtetegetecatacat
’ pBR322 ori ‘

ggcggtgctacagagttettgaagtggtggectaactacggetacactagaaggacagtatttggtatctgegetetgctgaagecagttacctteggaaaaagagt
ccgecacgatgtctcaagaacttcaccaccggattgatgecgatgtgatettectgtcataaaccatagacgegagacgactteggtcaatggaagectttttetea
’ pBR322 ori ‘

tggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttgcaagcageagattacgegcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttga
accatcgagaactaggeccgtttgtttggtggecgaccatcgecaccaaaaaaacaaacgttegtegtetaatgegegtetttttttectagagttettetaggaaact
> pBR322 ori 4

tcttttctacggggtctgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatecttttaaattaaaaa
agaaaagatgccccagactgcegagtcaccttgettttgagtgcaatteccctaaaaccagtactctaatagtttttectagaagtggatctaggaaaatttaattttt

tgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttegttcate
acttcaaaatttagttagatttcatatatactcatttgaaccagactgtcaatggttacgaattagtcactccgtggatagagtcgctagacagataaagcaagtag
AmpR

catagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggettaccatctggecccagtgetgecaatgataccgegagacccacgetcaccggetecag
gtatcaacggactgaggggcagcacatctattgatgctatgecctceccgaatggtagaccggggtcacgacgttactatggegetetgggtgegagtggeegaggtc
AmpR

atttatcagcaataaaccagccagccggaagggecgagegeagaagtggtectgecaactttatccgectecateccagtctattaattgttgecgggaagetagagta
taaatagtcgttatttggtcggtcggecttcecggetegegtcttcaccaggacgttgaaataggeggaggtaggtcagataattaacaacggeecttegateteat
AmpR
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agtagttcgccagttaatagtttgegcaacgttgttgecattgetgecaggecategtggtgtcacgetegtegtttggtatggettcattcagetecggttcccaacg
tcatcaagcggtcaattatcaaacgcgttgcaacaacggtaacgacgtccgtagcaccacagtgecgagcagcaaaccataccgaagtaagtcgaggecaagggttge
AmpR

atcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectecgategttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatgg
tagttccgctcaatgtactagggggtacaacacgttttttcgeccaatcgaggaagecaggaggetagcaacagtecttcattcaaccggegtcacaatagtgagtacc
AmpR

ttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgettttetgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgeggega
aataccgtcgtgacgtattaagagaatgacagtacggtaggcattctacgaaaagacactgaccactcatgagttggttcagtaagactcttatcacatacgecgcet
AmpR

ccgagttgctcttgeccggegtcaacacgggataataccgegecacatagecagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttctteggggcgaaaactctcaag
ggctcaacgagaacgggecgecagttgtgecctattatggegeggtgtatcgtcttgaaattttcacgagtagtaaccttttgecaagaagececcgettttgagagttc
AmpR

gatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaa
ctagaatggcgacaactctaggtcaagctacattgggtgagcacgtgggttgactagaagtcgtagaaaatgaaagtggtcgcaaagacccactegtttttgtectt
AmpR

ggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttcaatattattgaagecatttatcagggttattgtctcatg
ccgttttacggegttttttceccttattecccgetgtgectttacaacttatgagtatgagaaggaaaaagttataataacttecgtaaatagtcccaataacagagtac
AmpR

agcggatacatatttgaa
tcgcctatgtataaactt
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