pTU-C-010 (3516 bp)

ttttctactgaaccgctctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagecacctgaagtcagecccatacgatataagttgtaattctcatgttagtcatgecc
aaaagatgacttggcgagatctaaagtcacgttaaatagagaagtttacatcgtggacttcagtcggggtatgetatattcaacattaagagtacaatcagtacggg

EcoRI

cgcgceccaccggaaggagcetgactgggttgCTCCTAGGATGCAGTGACTCGeacatttecccgaaaagtgeccacctGAATTCAGAAGTATTGGTAATCGTTGAAAAC
gcgegggtggecttectcgactgacccaacGAGGATCCTACGTCACTGAGCgtgtaaaggggettttcacggtggaCTTAAGTCTTCATAACCATTAGCAACTTTTG

Sall AatIl

TCAGTCGACGCACTTACTGAAGACGTCCTATTACACTCGTCGTTGGAAACTGAAGATCAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTAATTTTGTTTAACT
AGTCAGCTGCGTGAATGACTTCTGCAGGATAATGTGAGCAGCAACCTTTGACTTCTAGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCATTAAAACAAATTGA
Linker_11 Prefix Csy4 site { RBS s

TTAAGAAGGAGATATACATATGAATCAGTCATTCATCTCGGACATCTTATATGCCGACATCGAATCGAAGGCTAAGGAACTTACAGTCAATTCCAACAATACTGTCC
AATTCTTCCTCTATATGTATACTTAGTCAGTAAGTAGAGCCTGTAGAATATACGGCTGTAGCTTAGCTTCCGATTCCTTGAATGTCAGTTAAGGTTGTTATGACAGG
> RBS { RepA70 S

AGCCGGTCGCGCTTATGCGCTTAGGAGTTTTCGTTCCCAAACCTTCCAAGAGCAAAGGAGAAAGTAAGGAAATTGACGCCACCAAAGCCTTCTCTCAACTGGAGATT
TCGGCCAGCGCGAATACGCGAATCCTCAAAAGCAAGGGTTTGGAAGGTTCTCGTTTCCTCTTTCATTCCTTTAACTGCGGTGGTTTCGGAAGAGAGTTGACCTCTAA
’ RepA70 4

GCTAAAGCAGAGGGCatggttagtaaaggagaagaaaataacatggcaCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTACATGGAGGGCACCGTGAACAACCACCA
CGATTTCGTCTCCCGtaccaatcatttcctcttcttttattgtaccgtGACTAATTCCTCTTGTACGTGTACTTCGACATGTACCTCCCGTGGCACTTGTTGGTGGT
RepA70 { mKate2 ¢

CTTCAAGTGCACATCCGAGGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGEgCccGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACATCCTGG
GAAGTTCACGTGTAGGCTCCCGCTTCCGTTCGGGATGCTCCCGTGGGTCTGGTACTCTTAGTTCcggCAGCTCCCGCCGGGAGAGGGGAAGCGGAAGCTGTAGGACC
> mKate2 $

CTACCAGCTTCATGTACGGCAGCAAAACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTCTTTAAGCAGTCCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACC
GATGGTCGAAGTACATGCCGTCGTTTTGGAAGTAGTTGGTGTGGGTCCCGTAGGGGCTGAAGAAATTCGTCAGGAAGGGACTCCCGAAGTGTACCCTCTCTCAGTGG
> mKate2 $

ACATACGAAGACGGGGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCCCATCCAACGG
TGTATGCTTCTGCCCCCGCACGACTGGCGATGGGTCCTGTGGTCGGAGGTCCTGCCGACGGAGTAGATGTTGCAGTTCTAGTCTCCCCACTTGAAGGGTAGGTTGCC
> mKate2 $

CCCTGTGATGCAGAAGAAAACACTCGGCTGGGAGGCCTCCACCGAGaccCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAgCcCGACATGGCCCTGAAGCTCGTGG
GGGACACTACGTCTTCTTTTGTGAGCCGACCCTCCGGAGGTGGCTCtggGACATGGGGCGACTGCCGCCGGACCTTCCGTCTcgGCTGTACCGGGACTTCGAGCACC
> mKate2 $

GCGGGGGCCACCTGATCTGCAACTTGAAGACCACATACAGATCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGATGCCCGGCGTCTACTATGTGGACAGAAGACTGGAAAGA
CGCCCCCGGTGGACTAGACGTTGAACTTCTGGTGTATGTCTAGGTTCTTTGGGCGATTCTTGGAGTTCTACGGGCCGCAGATGATACACCTGTCTTCTGACCTTTCT
> mKate2 4
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ATCAAGGAGGCCGACAAAGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAGGTGGCTGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAACTGGGGCACAgAgtctaATAATCGCTGGG
TAGTTCCTCCGGCTGTTTCTCTGGATGCAGCTCGTCGTGCTCCACCGACACCGGTCTATGACGCTGGAGGGATCGTTTGACCCCGTGTcTcagatTATTAGCGACCC
> mKate2

NotI

ACGCCCGGCGGCCGCggaaacacagAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTcgaccaaaggTAGCGAACGACGAGTCACTGTTGAGGATAAATACT
TGCGGGCCGCCGGCGectttgtgtcTTTTTTCGGGCGTGGACTGTCACGCCCGAAAAAAAAAEgCtggtttccATCGCTTGCTGCTCAGTGACAACTCCTATTTATGA
' ECK120033737 Terminator Linker_8

KasI BbvCI AscIl

TTCTCTACTAGGCGCCTGTTACACAGGTCCTCAGCGGCGCGCCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGT
AAGAGATGATCCGCGGACAATGTGTCCAGGAGTCGCCGCGCGGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCA

TTTTTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCG
AAAAACGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTTCCGAGTCAGCCTTCTGACCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGC

GGAGCGGATTTGAACGTTGTGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGG
CCTCGCCTAAACTTGCAACACTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACC

CCTTTTTGCGTTTCAGATCTaccggtaaaccagcaatagacataagecggctatttaacgaccctgecctgaaccgacgaccgggtcatcgtggecggatettgegge
GGAAAAACGCAAAGTCTAGAtggccatttggtcgttatctgtattcgeccgataaattgetgggacgggacttggetgetggecccagtagecaccggectagaacgeeg

ccctcggcecttgaacgaattgttagacattatttgecgactaccttggtgatctcgectttcacgtagtggacaaattcttccaactgatctgegegegaggecaage
gggagccgaacttgcttaacaatctgtaataaacggctgatggaaccactagageggaaagtgcatcacctgtttaagaaggttgactagacgegegetecggttceg
SpecR

gatcttcttcttgtccaagataagecctgtctagecttcaagtatgacgggctgatactgggecggecaggegetccattgeccagteggecagegacatectteggegeg
ctagaagaagaacaggttctattcggacagatcgaagttcatactgecccgactatgacccggecgtccgegaggtaacgggtcagecgtegetgtaggaageegege
SpecR

attttgccggttactgecgectgtaccaaatgegggacaacgtaagecactacatttegetcatecgecageccagtegggeggegagttccatagegttaaggtttceatt
taaaacggccaatgacgcgacatggtttacgecctgttgecattcgtgatgtaaagegagtageggtegggtcageccgecgetcaaggtatcgcaattccaaagtaa
SpecR

tagcgcctcaaatagatcctgttcaggaaccggatcaaagagttccteccgecgetggacctaccaaggcaacgetatgttctettgettttgtcagcaagatageca
atcgcggagtttatctaggacaagtccttggectagtttctcaaggaggeggegacctggatggttecgttgegatacaagagaacgaaaacagtcegttctateggt
SpecR

gatcaatgtcgatcgtggctggctcgaagatacctgcaagaatgtcattgegetgecattctccaaattgecagttcgegettagetggataacgeccacggaatgatg
ctagttacagctagcaccgaccgagcttctatggacgttcttacagtaacgcgacggtaagaggtttaacgtcaagegegaatcgacctattgeggtgecttactac
SpecR

tcgtcgtgcacaacaatggtgacttctacagegeggagaatctegetctctccaggggaagecgaagtttccaaaaggtegttgatcaaagetegecgegttgttte
agcagcacgtgttgttaccactgaagatgtcgegectcttagagegagagaggtccectteggettcaaaggttttccagecaactagtttcgageggegcaacaaag
SpecR

2/3



atcaagccttacggtcaccgtaaccagcaaatcaatatcactgtgtggcttcaggecgeccatccactgeggagecgtacaaatgtacggecagecaacgteggttcega
tagttcggaatgccagtggecattggtcgtttagttatagtgacacaccgaagteccggeggtaggtgacgecteggeatgtttacatgecggtegttgecagecaaget
SpecR

gatggcgctcgatgacgccaactacctctgatagttgagtcgatacttcggegatcaccgettecctcatactcettectttttcaatattattgaagecatttatcag
ctaccgcgagctactgeggttgatggagactatcaactcagctatgaagecgetagtggegaagggagtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtc
SpecR

ggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaatagetagctcacteggtegetacgetecgggegtgagactgeggegggeget
ccaataacagagtactcgcctatgtataaacttacataaatctttttatttgtttatcgatcgagtgagecagegatgegaggeccgeactetgacgecgeccgega

gcggacacatacaaagttacccacagattccgtggataageaggggactaacatgtgaggcaaaacageagggeecgegeeggtggegtttttecataggetecgecee
cgectgtgtatgtttcaatgggtgtctaaggeacctattegteccctgattgtacactecgttttgtegteccggegeggeccaccgcaaaaaggtatecgaggegegs
’ CloDF13 ori

tcctgecagagttcacataaacagacgettttecggtgeatetgtgggagecgtgaggctcaaccatgaatctgacagtacgggegaaaccegacaggacttaaaga
aggacggtctcaagtgtatttgtctgegaaaaggecacgtagacacccteggeactecgagttggtacttagactgtecatgeccgetttgggetgtectgaatttet
> CloDF13 ori

tcceccaccgtttecggegggtegeteectettgegetetectgttecgaceetgeegtttaceggatacctgttecgecttteteccttacgggaagtgtggegett
aggggtggcaaaggecgeccagegagggagaacgegagaggacaaggetgggacggcaaatggectatggacaaggeggaaagagggaatgeccttcacaccgegaa
> CloDF13 ori

tctcatagctcacacactggtatcteggeteggtgtaggtegttegetccaagetgggctgtaagcaagaactecccgttcageccgactgetgegecttatecggt
agagtatcgagtgtgtgaccatagagecgagccacatccageaagegaggttcgaccegacattegttettgaggggcaagtegggetgacgacgeggaataggeca
’ CloDF13 ori

aactgttcacttgagtccaacccggaaaagcacggtaaaacgecactggeageagecattggtaactgggagttegeagaggatttgtttagetaaacacgeggttg
ttgacaagtgaactcaggttgggecttttegtgccattttgeggtgaccgtegteggtaaccattgaccctcaagegtctectaaacaaategatttgtgegecaac
> CloDF13 ori

ctcttgaagtgtgegecaaagtecggctacactggaaggacagatttggttgetgtgetetgcgaaagecagttaccacggttaageagtteccccaactgacttaac
gagaacttcacacgcggtttcaggecgatgtgaccttectgtctaaaccaacgacacgagacgettteggtcaatggtgccaattegtcaaggggttgactgaatty
’ CloDF13 ori

cttcgatcaaaccacctccccaggtggttttttegtttacagggcaaaagattacgegecagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgate
gaagctagtttggtggaggggtccaccaaaaaagcaaatgteccgttttctaatgegegtetttttttectagagttecttctaggaaactag
> CloDF13 ori

3/3



