pTU-A-005 (4674 bp)

EcoRI Sacl

tgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegcacatttccccgaaaagtgccacctGAATTCATAGGATAGATTCTGGAAACTTTACCGTCCGAGCTCAGGCT
acataaatctttttatttgtttatccccaaggegegtgtaaaggggettttcacggtggaCTTAAGTATCCTATCTAAGACCTTTGAAATGGCAGGCTCGAGTCCGA
Linker_14

Xhol

TACCTTACTCGAGCAATAAACAGTTGATAGGGCTTCTCCGTTACAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATA
ATGGAATGAGCTCGTTATTTGTCAACTATCCCGAAGAGGCAATGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTAT
Linker_o Prefix Csy4 site ? RBS >

TACATATGGTTTCGGTTATCAAACCAGAGATGAAAATGCGTTACTATATGGATGGTTCAGTAAATGGTCACGAATTTACTATTGAGGGCGAGGGTACGGGACGCCCA
ATGTATACCAAAGCCAATAGTTTGGTCTCTACTTTTACGCAATGATATACCTACCAAGTCATTTACCAGTGCTTAAATGATAACTCCCGCTCCCATGCCCTGCGGGT
’ mKO2

TACGAGGGGCACCAGGAAATGACTTTACGCGTCACAATGGCTGAAGGCGGGCCTATGCCGTTTGCGTTCGATCTTGTTAGTCATGTCTTTTGTTACGGTCACCGTGT
ATGCTCCCCGTGGTCCTTTACTGAAATGCGCAGTGTTACCGACTTCCGCCCGGATACGGCAAACGCAAGCTAGAACAATCAGTACAGAAAACAATGCCAGTGGCACA
mK02

ATTTACTAAATACCCCGAGGAAATTCCAGACTATTTCAAACAAGCCTTCCCGGAAGGTTTGTCTTGGGAGCGCAGTTTAGAGTTTGAAGACGGTGGCTCGGCCAGCG
TAAATGATTTATGGGGCTCCTTTAAGGTCTGATAAAGTTTGTTCGGAAGGGCCTTCCAAACAGAACCCTCGCGTCAAATCTCAAACTTCTGCCACCGAGCCGGTCGC
mK02

TGTCAGCTCATATTAGTCTTCGCGGCAATACATTTTATCACAAGTCAAAGTTCACCGGCGTGAACTTCCCCGCAGACGGCCCAATCATGCAGAATCAAAGTGTTGAT
ACAGTCGAGTATAATCAGAAGCGCCGTTATGTAAAATAGTGTTCAGTTTCAAGTGGCCGCACTTGAAGGGGCGTCTGCCGGGTTAGTACGTCTTAGTTTCACAACTA
mK02

TGGGAACCGTCCACAGAGAAGATTACAGCTTCCGATGGAGTCTTAAAGGGCGATGTAACCATGTACTTAAAATTAGAAGGGGGAGGGAACCATAAATGTCAGATGAA
ACCCTTGGCAGGTGTCTCTTCTAATGTCGAAGGCTACCTCAGAATTTCCCGCTACATTGGTACATGAATTTTAATCTTCCCCCTCCCTTGGTATTTACAGTCTACTT
mK02

GACTACCTATAAGGCCGCAAAAGAGATTCTTGAAATGCCCGGAGACCACTACATTGGGCATCGTTTGGTCCGTAAGACAGAAGGAAATATTACTGAACAGGTCGAAG
CTGATGGATATTCCGGCGTTTTCTCTAAGAACTTTACGGGCCTCTGGTGATGTAACCCGTAGCAAACCAGGCATTCTGTCTTCCTTTATAATGACTTGTCCAGCTTC
mK02

ACGCTGTGGCACACAGCATGTCCCGCCGTAATACTGACGCCATCACAATCCACAGCATCCTGGATTGGATTGAAGACAACTTGGAGTCGCCGTTGAGTTTAGAAAAA
TGCGACACCGTGTGTCGTACAGGGCGGCATTATGACTGCGGTAGTGTTAGGTGTCGTAGGACCTAACCTAACTTCTGTTGAACCTCAGCGGCAACTCAAATCTTTTT
mK02 MarA ¢

GTTAGTGAACGTAGTGGTTACTCAAAGTGGCACCTTCAGCGCATGTTTAAGAAGGAAACGGGTCATTCATTGGGTCAATATATTCGTTCTCGCAAGATGACTGAAAT
CAATCACTTGCATCACCAATGAGTTTCACCGTGGAAGTCGCGTACAAATTCTTCCTTTGCCCAGTAAGTAACCCAGTTATATAAGCAAGAGCGTTCTACTGACTTTA
> MarA $

TGCCCAGAAATTGAAAGAGTCTAATGAACCTATTTTGTACCTGGCGGAGCGTTACGGCTTTGAAAGTCAGCAAACCCTTACACGTACCTTCAAGAATTACTTTGACG
ACGGGTCTTTAACTTTCTCAGATTACTTGGATAAAACATGGACCGCCTCGCAATGCCGAAACTTTCAGTCGTTTGGGAATGTGCATGGAAGTTCTTAATGAAACTGC
’ MarA 4
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Ncol
TTCCACCACACAAATATCGTATGACCAACATGCAGGGTGAGTCACGTTTTTTGCATCCGTTGAATCATTACAATTCCTAATAATCGCTGGGACGCCCGCCATGGTTC

AAGGTGGTGTGTTTATAGCATACTGGTTGTACGTCCCACTCAGTGCAAAAAACGTAGGCAACTTAGTAATGTTAAGGATTATTAGCGACCCTGCGGGCGGTACCAAG
> MarA Suffix 4

AGCCAAAAAACTTAAGACCGCCGGTCTTGTCCACTACCTTGCAGTAATGCGGTGGACAGGATCGGCGGTTTTCTTTTCTCTTCTCAATTCTTCTGACCTGTAACGAA
TCGGTTTTTTGAATTCTGGCGGCCAGAACAGGTGATGGAACGTCATTACGCCACCTGTCCTAGCCGCCAAAAGAAAAGAGAAGAGTTAAGAAGACTGGACATTGCTT
> ECK120029600 Terminator Spacer 1

TAATAGATAGTAAAGTAGTCTCCGATTGAGTTTTCTCTGCCGAGTCCCACCCAGTTCTGTGATTTCAGTAAGTTGGTAATTGATACACTGTTGCGAGAACTGCTGCC
ATTATCTATCATTTCATCAGAGGCTAACTCAAAAGAGACGGCTCAGGGTGGGTCAAGACACTAAAGTCATTCAACCATTAACTATGTGACAACGCTCTTGACGACGG
Spacer 1

HindIII

TGGTAGTAGATAGGTTGTTATTGAGTAAGAAGGTAAAGTGAACGAAATCCCTGAAACTGAGACTGTAGAAAATAAGCTTTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCA
ACCATCATCTATCCAACAATAACTCATTCTTCCATTTCACTTGCTTTAGGGACTTTGACTCTGACATCTTTTATTCGAAACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGT
Spacer 1

TAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTG
ATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTTCCGAGTCAGCCTTCTGACCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAAC

TCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGTGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAG
AGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGCCCTCGCCTAAACTTGCAACACTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTC

GCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCagatctcgggcagegttgggtectggecacgggtgegeatgategtgetectgtegt
CGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGtctagageccgtcgcaacccaggaccggtgeccacgegtactagcacgaggacagea

tgaggacccggctaggetggeggggttgecttactggttagecagaatgaatcaccgatacgegagegaacgtgaagegactgetgetgecaaaacgtetgegacctga
actcctgggecgatccgaccgecccaacggaatgaccaategtettacttagtggetatgegetegettgeacttegetgacgacgacgttttgecagacgetggact

gcaacaacatgaatggtcttcggtttccgtgtttegtaaagtctggaaacgeggaagtcagegecctgeaccattatgttecggatctgeategeaggatgetgetg
cgttgttgtacttaccagaagccaaaggcacaaageatttcagacctttgegecttcagtegegggacgtggtaatacaaggectagacgtagegtectacgacgac

gctaccctgtggaacacctacatctgtattaacgaagegetggeattgaccctgagtgatttttetetggteccgecgeatecatacegecagttgtttacccteac
cgatgggacaccttgtggatgtagacataattgettegegaccgtaactgggactcactaaaaagagaccagggeggegtaggtatggeggtcaacaaatgggagtg

aacgttccagtaaccgggcatgttcatcatcagtaacccgtatcgtgageatectctctegtttcateggtatcattacccccatgaacagaaatcececttacacg
ttgcaaggtcattggeccgtacaagtagtagtcattgggecatagecactegtaggagagagcaaagtagecatagtaatgggggtacttgtetttagggggaatgtge

gaggcatcagtgaccaaacaggaaaaaaccgeccttaacatggeccgetttatcagaagecagacattaacgettetggagaaactcaacgagetggacgeggatga
ctccgtagtcactggtttgtecttttttggegggaattgtaccgggegaaatagtetteggtetgtaattgegaagacctetttgagttgetegacctgegectact

acaggcagacatctgtgaatcgecttcacgaccacgetgatgagetttaccgeagetgectegegegttteggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgeagetece
tgtcegtctgtagacacttagegaagtgetggtgegactactcgaaatggegtegacggagegegcaaagecactactgecacttttggagactgtgtacgtegagg

cggagacggtcacagcttgtctgtaageggatgecgggagecagacaageccgtcagggegegtcagegggtgttggegggtgteggggegecagecatgacccagtea
gcetetgecagtgtegaacagacattegectacggecctegtetgttegggeagteccgegeagtegeccacaaccgeccacagecccgegteggtactgggtcagt

cgtagcgatageggagtgtatactggettaactatgeggeatcagageagattgtactgagagtgcaccatatatgeggtgtgaaataccgeacagatgegtaagga
gcatcgctategectcacatatgaccgaattgatacgecgtagtctegtctaacatgactcetcacgtggtatatacgecacactttatggegtgtctacgeattect
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gaaaataccgcatcaggegetcttecgettectegetcactgactegetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacgg
cttttatggcgtagtccgegagaaggegaaggagegagtgactgagegacgegagecagcaagecgacgecgetegecatagtegagtgagtttecgecattatgec

ttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggecaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccatagget
aataggtgtcttagtcccctattgegtectttettgtacactegttttecggtegttttecggtecttggeatttttecggegecaacgaccgcaaaaaggtatecga
pBR322 ori $

ccgeecccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggegaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcceectggaageteectegtge
ggcggggggactgetegtagtgtttttagetgegagttcagtctecaccgetttgggetgtectgatatttetatggtccgcaaagggggaccttegagggageacg
> pBR322 ori 4

gctetectgttecgacectgecgettaceggatacctgtecgecttteteccttegggaagegtggegetttetcatagetecacgetgtaggtateteagtteggty
cgagaggacaaggctgggacggegaatggectatggacaggeggaaagagggaageccttegeaccgegaaagagtategagtgegacatecatagagtcaagecac
’ pBR322 ori ‘

taggtcgttcgetccaagetgggctgtgtgeacgaaccecccgttcageccgacegetgegecttatccggtaactategtettgagtccaacceggtaagacacga
atccagcaagcgaggttcgacccgacacacgtgettggggggcaagtegggetggegacgeggaataggecattgatagecagaactcaggttgggecattetgtget
> pBR322 ori $

cttatcgccactggeageagecactggtaacaggattageagagegaggtatgtaggeggtgctacagagttettgaagtggtggectaactacggctacactagaa
gaatagcggtgaccgtcgteggtgaccattgtectaategtetegetecatacatecgecacgatgtetcaagaacttcaccaccggattgatgecgatgtgatett
’ pBR322 ori 4

ggacagtatttggtatctgegetetgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetettgatecggcaaacaaaccaccgetggtageggtggttttttt
cctgtcataaaccatagacgcgagacgacttceggtcaatggaagectttttetcaaccatcgagaactaggecgtttgtttggtggegaccategecaccaaaaaaa
’ pBR322 ori ‘

gtttgcaagcagcagattacgegcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatettttctacggggtctgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagggat
caaacgttcgtcgtctaatgegegtetttttttectagagttcttctaggaaactagaaaagatgecccagactgegagtcaccttgettttgagtgeaatteccta
3 pBR322 ori

tttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagtt
aaaccagtactctaatagtttttcctagaagtggatctaggaaaatttaatttttacttcaaaatttagttagatttcatatatactcatttgaaccagactgtcaa

accaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttcgttcatccatagttgectgacteccecgtcegtgtagataactacgatacgggagggctta
tggttacgaattagtcactccgtggatagagtcgctagacagataaagcaagtaggtatcaacggactgaggggcagcacatctattgatgctatgecctcccgaat
AmpR

ccatctggccccagtgetgecaatgataccgegagacccacgetcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegecagaagtggtece
ggtagaccggggtcacgacgttactatggegetctgggtgegagtggecgaggtctaaatagtegttatttggteggteggectteceggetegegtettcaccagg
AmpR

tgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttgecgggaagetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegecaacgttgttgecattgetgeaggca
acgttgaaataggcecggaggtaggtcagataattaacaacggeccttcgatctcattcatcaageggtcaattatcaaacgegttgcaacaacggtaacgacgtcecgt
AmpR

tcgtggtgtcacgctegtegtttggtatggettcattcagetecggttcccaacgatcaaggegagttacatgateccccatgttgtgcaaaaaageggttagetec
agcaccacagtgcgagcagcaaaccataccgaagtaagtcgaggeccaagggttgetagttecgetcaatgtactagggggtacaacacgttttttegecaatecgagg
AmpR
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ttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggecagecactgecataattctecttactgtcatgecateccgtaagatgett
aagccaggaggctagcaacagtcttcattcaaccggegtcacaatagtgagtaccaataccgtcegtgacgtattaagagaatgacagtacggtaggecattctacgaa
AmpR

ttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgecggegaccgagttgetcttgeccggegtcaacacgggataataccgegecacatagea
aagacactgaccactcatgagttggttcagtaagactcttatcacatacgccgetggctcaacgagaacgggecgecagttgtgecctattatggegeggtgtategt
AmpR

gaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgeacccaac
cttgaaattttcacgagtagtaaccttttgcaagaagccccgettttgagagttcctagaatggegacaactctaggtcaagetacattgggtgagecacgtgggttg
AmpR

tgatcttcagcatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatact
actagaagtcgtagaaaatgaaagtggtcgcaaagacccactcgtttttgtecttecgttttacggegtttttteccttattcccgetgtgectttacaacttatga
AmpR

catactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaa
gtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtactcgectatgtataaactt
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