pTU-A-010 (3782 bp)

ttttctactgaaccgctctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagecacctgaagtcagecccatacgatataagttgtaattctcatgttagtcatgecc
aaaagatgacttggcgagatctaaagtcacgttaaatagagaagtttacatcgtggacttcagtcggggtatgetatattcaacattaagagtacaatcagtacggg

EcoRI

cgcgceccaccggaaggagetgactgggttgCTCCTAGGATGCAGTGACTCGeacatttecccgaaaagtgeccacctGAATTCATAGGATAGATTCTGGAAACTTTAC
gcgegggtggecttectcgactgacccaacGAGGATCCTACGTCACTGAGCgtgtaaaggggettttcacggtggaCTTAAGTATCCTATCTAAGACCTTTGAAATG
Linker_14

Sacl XhoI
CGTCCGAGCTCAGGCTTACCTTACTCGAGCAATAAACAGTTGATAGGGCTTCTCCGTTACAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTAATTTTGTTTAA
GCAGGCTCGAGTCCGAATGGAATGAGCTCGTTATTTGTCAACTATCCCGAAGAGGCAATGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCATTAAAACAAATT

Linker_o Prefix Csy4 site RBS »%

CTTTAAGAAGGAGATATACATATGGTTTCGGTTATCAAACCAGAGATGAAAATGCGTTACTATATGGATGGTTCAGTAAATGGTCACGAATTTACTATTGAGGGCGA
GAAATTCTTCCTCTATATGTATACCAAAGCCAATAGTTTGGTCTCTACTTTTACGCAATGATATACCTACCAAGTCATTTACCAGTGCTTAAATGATAACTCCCGCT
S>> RBS % mK02

GGGTACGGGACGCCCATACGAGGGGCACCAGGAAATGACTTTACGCGTCACAATGGCTGAAGGCGGGCCTATGCCGTTTGCGTTCGATCTTGTTAGTCATGTCTTTT
CCCATGCCCTGCGGGTATGCTCCCCGTGGTCCTTTACTGAAATGCGCAGTGTTACCGACTTCCGCCCGGATACGGCAAACGCAAGCTAGAACAATCAGTACAGAAAA
mK02

GTTACGGTCACCGTGTATTTACTAAATACCCCGAGGAAATTCCAGACTATTTCAAACAAGCCTTCCCGGAAGGTTTGTCTTGGGAGCGCAGTTTAGAGTTTGAAGAC
CAATGCCAGTGGCACATAAATGATTTATGGGGCTCCTTTAAGGTCTGATAAAGTTTGTTCGGAAGGGCCTTCCAAACAGAACCCTCGCGTCAAATCTCAAACTTCTG
mK02

GGTGGCTCGGCCAGCGTGTCAGCTCATATTAGTCTTCGCGGCAATACATTTTATCACAAGTCAAAGTTCACCGGCGTGAACTTCCCCGCAGACGGCCCAATCATGCA
CCACCGAGCCGGTCGCACAGTCGAGTATAATCAGAAGCGCCGTTATGTAAAATAGTGTTCAGTTTCAAGTGGCCGCACTTGAAGGGGCGTCTGCCGGGTTAGTACGT
mK02

GAATCAAAGTGTTGATTGGGAACCGTCCACAGAGAAGATTACAGCTTCCGATGGAGTCTTAAAGGGCGATGTAACCATGTACTTAAAATTAGAAGGGGGAGGGAACC
CTTAGTTTCACAACTAACCCTTGGCAGGTGTCTCTTCTAATGTCGAAGGCTACCTCAGAATTTCCCGCTACATTGGTACATGAATTTTAATCTTCCCCCTCCCTTGG
mK02

ATAAATGTCAGATGAAGACTACCTATAAGGCCGCAAAAGAGATTCTTGAAATGCCCGGAGACCACTACATTGGGCATCGTTTGGTCCGTAAGACAGAAGGAAATATT
TATTTACAGTCTACTTCTGATGGATATTCCGGCGTTTTCTCTAAGAACTTTACGGGCCTCTGGTGATGTAACCCGTAGCAAACCAGGCATTCTGTCTTCCTTTATAA
mK02

ACTGAACAGGTCGAAGACGCTGTGGCACACAGCATGTCCCGCCGTAATACTGACGCCATCACAATCCACAGCATCCTGGATTGGATTGAAGACAACTTGGAGTCGCC
TGACTTGTCCAGCTTCTGCGACACCGTGTGTCGTACAGGGCGGCATTATGACTGCGGTAGTGTTAGGTGTCGTAGGACCTAACCTAACTTCTGTTGAACCTCAGCGG
mK02 MarA 4

GTTGAGTTTAGAAAAAGTTAGTGAACGTAGTGGTTACTCAAAGTGGCACCTTCAGCGCATGTTTAAGAAGGAAACGGGTCATTCATTGGGTCAATATATTCGTTCTC
CAACTCAAATCTTTTTCAATCACTTGCATCACCAATGAGTTTCACCGTGGAAGTCGCGTACAAATTCTTCCTTTGCCCAGTAAGTAACCCAGTTATATAAGCAAGAG
> MarA :
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GCAAGATGACTGAAATTGCCCAGAAATTGAAAGAGTCTAATGAACCTATTTTGTACCTGGCGGAGCGTTACGGCTTTGAAAGTCAGCAAACCCTTACACGTACCTTC
CGTTCTACTGACTTTAACGGGTCTTTAACTTTCTCAGATTACTTGGATAAAACATGGACCGCCTCGCAATGCCGAAACTTTCAGTCGTTTGGGAATGTGCATGGAAG
> MarA ¢

AAGAATTACTTTGACGTTCCACCACACAAATATCGTATGACCAACATGCAGGGTGAGTCACGTTTTTTGCATCCGTTGAATCATTACAATTCCTAATAATCGCTGGG
TTCTTAATGAAACTGCAAGGTGGTGTGTTTATAGCATACTGGTTGTACGTCCCACTCAGTGCAAAAAACGTAGGCAACTTAGTAATGTTAAGGATTATTAGCGACCC
> MarA

Ncol

ACGCCCGCCATGGTTCAGCCAAAAAACTTAAGACCGCCGGTCTTGTCCACTACCTTGCAGTAATGCGGTGGACAGGATCGGCGGTTTTCTTTTCTCTTCTCAATTCT
TGCGGGCGGTACCAAGTCGGTTTTTTGAATTCTGGCGGCCAGAACAGGTGATGGAACGTCATTACGCCACCTGTCCTAGCCGCCAAAAGAAAAGAGAAGAGTTAAGA
ECK120029600 Terminator

TCTGACCTGTAACGAATAATAGATAGTAAAGTAGTCTCCGATTGAGTTTTCTCTGCCGAGTCCCACCCAGTTCTGTGATTTCAGTAAGTTGGTAATTGATACACTGT
AGACTGGACATTGCTTATTATCTATCATTTCATCAGAGGCTAACTCAAAAGAGACGGCTCAGGGTGGGTCAAGACACTAAAGTCATTCAACCATTAACTATGTGACA
Spacer 1

HindIII

TGCGAGAACTGCTGCCTGGTAGTAGATAGGTTGTTATTGAGTAAGAAGGTAAAGTGAACGAAATCCCTGAAACTGAGACTGTAGAAAATAAGCTTTGCTGCCACCGC
ACGCTCTTGACGACGGACCATCATCTATCCAACAATAACTCATTCTTCCATTTCACTTGCTTTAGGGACTTTGACTCTGACATCTTTTATTCGAAACGACGGTGGCG
Spacer 1

TGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCG
ACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTTCCGAGTCAGCCTTCTGACCCGGAAAGC

TTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGTGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCC
AAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGCCCTCGCCTAAACTTGCAACACTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGG

CGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCAGATCTaccggtaaaccagcaatagacataageggetattt
GCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGTCTAGAtggccatttggtegttatctgtattcgecgataaa

aacgaccctgccctgaaccgacgaccgggtcatcgtggecggatcttgeggecccteggettgaacgaattgttagacattatttgecgactaccttggtgatceteg
ttgctgggacgggacttggetgetggeccagtagecaccggectagaacgecggggagecgaacttgettaacaatctgtaataaacggetgatggaaccactagage
SpecR

cctttcacgtagtggacaaattcttccaactgatctgecgegegaggccaagegatettettettgtccaagataagectgtctagettcaagtatgacgggetgata
ggaaagtgcatcacctgtttaagaaggttgactagacgegegetecggttcgetagaagaagaacaggttctattcggacagatcgaagttcatactgeccgactat
SpecR

ctgggccggcaggegetccattgeccagteggecagegacatcectteggegegattttgecggttactgegetgtaccaaatgegggacaacgtaageactacattte
gacccggccgtecgegaggtaacgggtcagecgtcgetgtaggaagecgegectaaaacggecaatgacgegacatggtttacgeectgttgecattcegtgatgtaaag
SpecR

gctcatcgccageccagtcegggeggegagttccatagegttaaggtttcatttagegectcaaatagatectgttcaggaaccggatcaaagagttectecgecget
cgagtagcggtcgggtcageccgecgetcaaggtatcgecaattccaaagtaaatcgeggagtttatctaggacaagtecttggectagtttctcaaggaggeggega
SpecR

2/4



ggacctaccaaggcaacgctatgttctcttgettttgtcagcaagatageccagatcaatgtcgatcgtggetggectcgaagatacctgcaagaatgtcattgegetg
cctggatggttccgttgegatacaagagaacgaaaacagtcgttctatcggtctagttacagectagecaccgaccgagettctatggacgttcttacagtaacgegac
SpecR

ccattctccaaattgcagttcgecgcttagetggataacgccacggaatgatgtcegtcgtgcacaacaatggtgacttctacagegeggagaatctegetcetcetecag
ggtaagaggtttaacgtcaagcgcgaatcgacctattgeggtgecttactacagecagecacgtgttgttaccactgaagatgtcgegectcttagagegagagaggtce
SpecR

gggaagccgaagtttccaaaaggtcgttgatcaaagetcgecgegttgtttcatcaagecttacggtcaccgtaaccagcaaatcaatatcactgtgtggettcagg
cccttecggettcaaaggttttccagcaactagtttcgageggecgcaacaaagtagttcggaatgecagtggecattggtegtttagttatagtgacacaccgaagtcec
SpecR

ccgccatccactgeggagecgtacaaatgtacggccagcaacgteggttcgagatggegetecgatgacgeccaactacctetgatagttgagtegatactteggegat
ggcggtaggtgacgecteggeatgtttacatgecggtegttgecagecaagetctaccgegagetactgeggttgatggagactatcaactcagetatgaagecgceta
SpecR

caccgcttccctcatactcttectttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaa
gtggcgaagggagtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtactcgectatgtataaacttacataaatctttttatttgttt
SpecR

tagctagctcactcggtcgetacgetecgggegtgagactgeggegggegetgeggacacatacaaagttacccacagattecgtggataageaggggactaacatg
atcgatcgagtgagccagegatgegaggeccgeactetgacgecgeccgegacgectgtgtatgtttcaatgggtgtctaaggecacctattegtecectgattgtac
CloDF13 ori $

tgaggcaaaacagcagggecgegecggtggegtttttecataggetecgecctectgecagagttcacataaacagacgettttecggtgcatetgtgggageegte
actccgttttgtcgtceccggegeggecaccgcaaaaaggtatecgaggegggaggacggtctcaagtgtatttgtetgegaaaaggecacgtagacacccteggeac
’ CloDF13 ori

aggctcaaccatgaatctgacagtacgggcgaaaccegacaggacttaaagatceeccaccgtttecggegggtegetecctettgegetetectgttecgacectge
tccgagttggtacttagactgtcatgeccgetttgggetgtectgaatttctaggggtggcaaaggccgeccagegagggagaacgegagaggacaaggetgggacg
> CloDF13 ori

cgtttaccggatacctgttecgecttteteccttacgggaagtgtggegetttctcatagetcacacactggtateteggeteggtgtaggtegttegetecaaget
gcaaatggcctatggacaaggcggaaagagggaatgeccttcacaccgegaaagagtategagtgtgtgaccatagagecgagecacatccageaagegaggttega
’ CloDF13 ori

gggctgtaagcaagaactceeecgttecageccgactgetgegecttatecggtaactgttcacttgagtccaacceggaaaageacggtaaaacgecactggeageag
cccgacattegttettgaggggcaagtegggetgacgacgeggaataggecattgacaagtgaactcaggttgggecttttegtgccattttgeggtgaccgtegte
> CloDF13 ori

ccattggtaactgggagttcgeagaggatttgtttagctaaacacgeggttgetcttgaagtgtgcgecaaagtecggetacactggaaggacagatttggttgetg
ggtaaccattgaccctcaagegtctcctaaacaaatcgatttgtgegecaacgagaacttcacacgeggtttcaggecgatgtgaccttectgtctaaaccaacgac
> CloDF13 ori

tgctetgegaaagecagttaccacggttaageagttccccaactgacttaaccttegatcaaaccacctecccaggtggttttttegtttacagggcaaaagattac
acgagacgctttcggtcaatggtgccaattcgtcaaggggttgactgaattggaagetagtttggtggaggggtccaccaaaaaagcaaatgteccgttttctaatg
’ CloDF13 ori
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gcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgate
cgegtectttttttecctagagttcttctaggaaactag
3K CloDF13 ori |
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