pTU-C-005 (4408 bp)

EcoRI Sall

tgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgecgcacatttccccgaaaagtgccacctGAATTCAGAAGTATTGGTAATCGTTGAAAACTCAGTCGACGCACTTA
acataaatctttttatttgtttatccccaaggecgegtgtaaaggggettttcacggtggaCTTAAGTCTTCATAACCATTAGCAACTTTTGAGTCAGCTGCGTGAAT

AatIIl
CTGAAGACGTCCTATTACACTCGTCGTTGGAAACTGAAGATCAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA
GACTTCTGCAGGATAATGTGAGCAGCAACCTTTGACTTCTAGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATAT

Linker_11 Prefix Csy4 site [ RBS >

CATATGAATCAGTCATTCATCTCGGACATCTTATATGCCGACATCGAATCGAAGGCTAAGGAACTTACAGTCAATTCCAACAATACTGTCCAGCCGGTCGCGCTTAT
GTATACTTAGTCAGTAAGTAGAGCCTGTAGAATATACGGCTGTAGCTTAGCTTCCGATTCCTTGAATGTCAGTTAAGGTTGTTATGACAGGTCGGCCAGCGCGAATA
3 RepA70

GCGCTTAGGAGTTTTCGTTCCCAAACCTTCCAAGAGCAAAGGAGAAAGTAAGGAAATTGACGCCACCAAAGCCTTCTCTCAACTGGAGATTGCTAAAGCAGAGGGCa
CGCGAATCCTCAAAAGCAAGGGTTTGGAAGGTTCTCGTTTCCTCTTTCATTCCTTTAACTGCGGTGGTTTCGGAAGAGAGTTGACCTCTAACGATTTCGTCTCCCGt
’ RepA70 4

tggttagtaaaggagaagaaaataacatggcaCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTACATGGAGGGCACCGTGAACAACCACCACTTCAAGTGCACATCC
accaatcatttcctcttcttttattgtaccgtGACTAATTCCTCTTGTACGTGTACTTCGACATGTACCTCCCGTGGCACTTGTTGGTGGTGAAGTTCACGTGTAGG
> mKate2 $

GAGGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGECccGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACATCCTGGCTACCAGCTTCATGTA
CTCCCGCTTCCGTTCGGGATGCTCCCGTGGGTCTGGTACTCTTAGTTCcggCAGCTCCCGCCGGGAGAGGGGAAGCGGAAGCTGTAGGACCGATGGTCGAAGTACAT
> mKate2 $

CGGCAGCAAAACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTCTTTAAGCAGTCCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGAAGACGGGG
GCCGTCGTTTTGGAAGTAGTTGGTGTGGGTCCCGTAGGGGCTGAAGAAATTCGTCAGGAAGGGACTCCCGAAGTGTACCCTCTCTCAGTGGTGTATGCTTCTGCCCC
> mKate2 $

GCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCCCATCCAACGGCCCTGTGATGCAGAAG
CGCACGACTGGCGATGGGTCCTGTGGTCGGAGGTCCTGCCGACGGAGTAGATGTTGCAGTTCTAGTCTCCCCACTTGAAGGGTAGGTTGCCGGGACACTACGTCTTC
> mKate2 4

AAAACACTCGGCTGGGAGGCCTCCACCGAGaccCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAgcCGACATGGCCCTGAAGCTCGTGGGCGGGGGCCACCTGAT
TTTTGTGAGCCGACCCTCCGGAGGTGGCTCtggGACATGGGGCGACTGCCGCCGGACCTTCCGTCTcgGCTGTACCGGGACTTCGAGCACCCGCCCCCGGTGGACTA
> mKate2 $

CTGCAACTTGAAGACCACATACAGATCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGATGCCCGGCGTCTACTATGTGGACAGAAGACTGGAAAGAATCAAGGAGGCCGACA
GACGTTGAACTTCTGGTGTATGTCTAGGTTCTTTGGGCGATTCTTGGAGTTCTACGGGCCGCAGATGATACACCTGTCTTCTGACCTTTCTTAGTTCCTCCGGCTGT
> mKate2 $

NotI

AAGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAGGTGGCTGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAACTGGGGCACAgAgtctaATAATCGCTGGGACGCCCGGCGGCCGCg
TTCTCTGGATGCAGCTCGTCGTGCTCCACCGACACCGGTCTATGACGCTGGAGGGATCGTTTGACCCCGTGTcTcagatTATTAGCGACCCTGCGGGCCGCCGGCGe
> mKate2 Suffix ¢
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KasI

gaaacacagAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTcgaccaaagg TAGCGAACGACGAGTCACTGTTGAGGATAAATACTTTCTCTACTAGGCGCC
ctttgtgtcTTTTTTCGGGCGTGGACTGTCACGCCCGAAAAAAAAAgCctggtttccATCGCTTGCTGCTCAGTGACAACTCCTATTTATGAAAGAGATGATCCGCGG
> ECK120033737 Terminator Linker_8

BbvCI AscI

TGTTACACAGGTCCTCAGCGGCGCGCCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCCAGGCATCA
ACAATGTGTCCAGGAGTCGCCGCGCGGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGGTCCGTAGT

AATAAAACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACG
TTATTTTGCTTTCCGAGTCAGCCTTCTGACCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGCCCTCGCCTAAACTTGC

TTGTGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCag
AACACTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGtC

atctcgggeagegttgggtectggecacgggtgegeatgategtgetectgtegttgaggaceceggetaggetggeggggttgecttactggttagecagaatgaate
tagagcccgtcgecaacccaggaccggtgeccacgegtactagecacgaggacagcaactectgggecgatecgaccgecccaacggaatgaccaategtettacttag

accgatacgcgagcgaacgtgaagegactgetgetgecaaaacgtctgegacctgagcaacaacatgaatggtetteggtttecgtgtttegtaaagtetggaaacge
tggctatgegetegettgeacttegetgacgacgacgttttgecagacgetggactegttgttgtacttaccagaagecaaaggecacaaageatttcagacctttgeg

ggaagtcagcgeectgeaccattatgttecggatctgeategeaggatgetgetggetacectgtggaacacctacatctgtattaacgaagegetggeattgaccee
ccttcagtcgegggacgtggtaatacaaggectagacgtagegtectacgacgaccgatgggacaccttgtggatgtagacataattgettegegaccgtaactggg

tgagtgatttttctctggteccecgecgecatecataccgecagttgtttaccctcacaacgttccagtaaccgggeatgttcatcatcagtaacccgtategtgageat
actcactaaaaagagaccagggcggegtaggtatggeggtcaacaaatgggagtgttgeaaggtcattggeccgtacaagtagtagtcattgggeatageactegta

cctctctegtttcatcggtatcattacccccatgaacagaaatceccecttacacggaggeatcagtgaccaaacaggaaaaaaccgeccttaacatggeccgettta
ggagagagcaaagtagccatagtaatgggggtacttgtctttagggggaatgtgectecgtagtcactggtttgtecttttttggegggaattgtaccgggegaaat

tcagaagccagacattaacgcttctggagaaactcaacgagetggacgeggatgaacaggecagacatetgtgaatcegettcacgaccacgetgatgagetttaccge
agtcttcggtctgtaattgcgaagacctectttgagttgetegacctgegectacttgtecgtetgtagacacttagegaagtgetggtgegactactegaaatggeg

agctgectegegegttteggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgeageteccggagacggtcacagettgtetgtaageggatgecgggageagacaageecg
tcgacggagegegcaaagecactactgecacttttggagactgtgtacgtegagggectetgecagtgtegaacagacattegectacggecctegtetgtteggge

tcagggcgegtcagegggtgttggegggtgteggggegecagecatgacccagtcacgtagegatageggagtgtatactggettaactatgeggeatcagageagat
agtcccgegeagtcgeccacaaccgeccacagecccgegteggtactgggtcagtgeategetategectcacatatgaccgaattgatacgecgtagtctegteta

tgtactgagagtgcaccatatatgeggtgtgaaataccgecacagatgegtaaggagaaaataccgeatcaggegetcttecgettectegetcactgactegetgeg
acatgactctcacgtggtatatacgccacactttatggegtgtctacgcattectettttatggegtagtecgegagaaggegaaggagegagtgactgagegacge

ctcggtegtteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgecaggaaagaacatgtgagcaaaaggec
gagccagcaagecgacgecgetcegecatagtegagtgagtttecgecattatgecaataggtgtettagtecectattgegtectttettgtacactegttttecgg

agcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetecgeccecctgacgagecatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggega
tcgtttteceggtecttggeatttttecggegecaacgaccgcaaaaaggtatecgaggeggggggactgetegtagtgtttttagetgegagttcagtetecaccget
pBR322 ori 4
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aacccgacaggactataaagataccaggegtttcccectggaageteectegtgegetetectgttecgacectgecgettaccggatacctgtecgectttetece
ttgggctgtectgatatttctatggtecgecaaagggggaccttcgagggagecacgegagaggacaaggetgggacggegaatggectatggacaggeggaaagageg
> pBR322 ori ¢

ttcgggaagegtggegetttetecatagetcacgetgtaggtatetcagtteggtgtaggtegttegetecaagetgggetgtgtgeacgaacceeccgttcageeeg
aagcccttegeaccgegaaagagtategagtgegacatecatagagtcaagecacatccageaagegaggttegacccgacacacgtgettggggggcaagteggge
’ pBR322 ori ‘

accgctgegecttatccggtaactategtettgagtccaacceggtaagacacgacttategecactggeageagecactggtaacaggattagecagagegaggtat
tggcgacgeggaataggecattgatagecagaactcaggttgggecattetgtgetgaatageggtgacegtegteggtgaccattgtectaategtetegetecata
’ pBR322 ori ‘

gtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegetetgetgaagecagttaccttcggaaaaag
catccgeccacgatgtctcaagaacttcaccaccggattgatgecgatgtgatcttectgtcataaaccatagacgegagacgactteggtcaatggaagecttttte
’ pBR322 ori ‘

agttggtagctcttgatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttgcaagecageagattacgegcagaaaaaaaggatctcaagaagatectt
tcaaccatcgagaactaggecgtttgtttggtggegaccatcgecaccaaaaaaacaaacgttegtegtctaatgegegtetttttttectagagttecttetaggaa
’ pBR322 ori ‘

tgatcttttctacggggtctgacgectcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatecttttaaattaa
actagaaaagatgccccagactgegagtcaccttgettttgagtgcaattccctaaaaccagtactctaatagtttttcctagaagtggatctaggaaaatttaatt

aaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttegtte
tttacttcaaaatttagttagatttcatatatactcatttgaaccagactgtcaatggttacgaattagtcactccgtggatagagtcgctagacagataaagcaag
AmpR

atccatagttgcctgactccccgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecccagtgetgecaatgataccgegagacccacgetcaccggete
taggtatcaacggactgaggggcagcacatctattgatgectatgeccteccgaatggtagaccggggtcacgacgttactatggegetetgggtgegagtggeegag
AmpR

cagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagegcagaagtggtectgecaactttatecgectccatccagtctattaattgttgecgggaagetaga
gtctaaatagtcgttatttggtcggtcggecttceccggetecgegtecttcaccaggacgttgaaataggeggaggtaggtcagataattaacaacggeecttegatcet
AmpR

gtaagtagttcgccagttaatagtttgecgcaacgttgttgecattgetgecaggecategtggtgtcacgetegtegtttggtatggettcattcagetecggttecca
cattcatcaagcggtcaattatcaaacgcgttgcaacaacggtaacgacgtccgtagecaccacagtgegagcagcaaaccataccgaagtaagtcgaggecaagggt
AmpR

acgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectecgategttgtcagaagtaagttggecgecagtgttatcactcea
tgctagttccgctcaatgtactagggggtacaacacgttttttcgeccaatcgaggaageccaggaggetagecaacagtcttcattcaaccggegtcacaatagtgagt
AmpR

tggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgeccatccgtaagatgettttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgegg
accaataccgtcgtgacgtattaagagaatgacagtacggtaggcattctacgaaaagacactgaccactcatgagttggttcagtaagactcttatcacatacgcc
AmpR
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cgaccgagttgctcttgeccggegtcaacacgggataataccgegecacatagecagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttctteggggegaaaactcte
gctggctcaacgagaacgggecgeagttgtgecctattatggegeggtgtategtettgaaattttcacgagtagtaaccttttgcaagaagecccgettttgagag
AmpR

aaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgecacccaactgatcttcagecatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacag
ttcctagaatggcgacaactctaggtcaagectacattgggtgagcacgtgggttgactagaagtcgtagaaaatgaaagtggtcgcaaagacccactegtttttgte
AmpR

gaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttcaatattattgaagecatttatcagggttattgtcte
cttccgttttacggegttttttcecttattececgetgtgectttacaacttatgagtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagag
AmpR

atgagcggatacatatttgaa
tactcgcctatgtataaactt

4/4



