pC-0 (4150 bp)

ACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAGAAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGTAA
TGAAAAGTATGAGGGCGGTAAGTCTCTTCTTTGGTTAACAGGTATAACGTAGTCTGTAACGGCAGTGACGCAGAAAATGACCGAGAAGAGCGATTGGTTTGGCCATT

CCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAATCACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTG
GGGGCGAATAATTTTCGTAAGACATTGTTTCGCCCTGGTTTCGGTACTGTTTTTGCGCATTGTTTTCACAGATATTAGTGCCGTCTTTTCAGGTGTAACTAATAAAC

EcoRI

CACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGGtTCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCGAATTCA
GTGCCGCAGTGTGAAACGATACGGTATCGTAAAAATAGGTATTCTAATCGCCaAGGATGGACTGCGAAAAATAGCGTTGAGAGATGACAAAGAGGTATGGCTTAAGT
P(BAD) promoter

SacIl Xhol Ncol

TAGGATAGATTCTGGAAACTTTACCGTCCGAGCTCAGGCTTACCTTACTCGAGCAATAAACAGTTGATAGGGCTTCTCCGTTACCATGGTTCAGCCAAAAAACTTAA
ATCCTATCTAAGACCTTTGAAATGGCAGGCTCGAGTCCGAATGGAATGAGCTCGTTATTTGTCAACTATCCCGAAGAGGCAATGGTACCAAGTCGGTTTTTTGAATT
Linker_14 Linker_0o s

GACCGCCGGTCTTGTCCACTACCTTGCAGTAATGCGGTGGACAGGATCGGCGGTTTTCTTTTCTCTTCTCAATTCTTCTGACCTGTAACGAATAATAGATAGTAAAG
CTGGCGGCCAGAACAGGTGATGGAACGTCATTACGCCACCTGTCCTAGCCGCCAAAAGAAAAGAGAAGAGTTAAGAAGACTGGACATTGCTTATTATCTATCATTTC
’ ECK120029600 Terminator Spacer 1

TAGTCTCCGATTGAGTTTTCTCTGCCGAGTCCCACCCAGTTCTGTGATTTCAGTAAGTTGGTAATTGATACACTGTTGCGAGAACTGCTGCCTGGTAGTAGATAGGT
ATCAGAGGCTAACTCAAAAGAGACGGCTCAGGGTGGGTCAAGACACTAAAGTCATTCAACCATTAACTATGTGACAACGCTCTTGACGACGGACCATCATCTATCCA
Spacer 1

HindIII BamHI

TGTTATTGAGTAAGAAGGTAAAGTGAACGAAATCCCTGAAACTGAGACTGTAGAAAATAAGCTTGTCCAGACTATTGGATCCAAGAGATTTCTACACGATTGAGCAC
ACAATAACTCATTCTTCCATTTCACTTGCTTTAGGGACTTTGACTCTGACATCTTTTATTCGAACAGGTCTGATAACCTAGGTTCTCTAAAGATGTGCTAACTCGTG
Spacer 1 Linker_10

SbfI KpnI

TGTCTCCTGCAGGCTCGGTACCAAATTCCAGAAAAGAGGCCTCCCGAAAGGGGGGCCTTTTTTCGTTTTGGTCCTAATAGATAAAGGATAGGTCTGGTAGTGTTGTT
ACAGAGGACGTCCGAGCCATGGTTTAAGGTCTTTTCTCCGGAGGGCTTTCCCCCCGGAAAAAAGCAAAACCAGGATTATCTATTTCCTATCCAGACCATCACAACAA
L3S2P21 Terminator Spacer 2.5

CGTTCTCGCAGGTAAATCAATAATACTCAGCAGTTCCGTAGACTTTTCAGTGGGACAGGGTAGCGATAACAGATAGATTGTAATAAGACACAGTAGGTGCTCGTAGT
GCAAGAGCGTCCATTTAGTTATTATGAGTCGTCAAGGCATCTGAAAAGTCACCCTGTCCCATCGCTATTGTCTATCTAACATTATTCTGTGTCATCCACGAGCATCA
Spacer 2.5

Sall AatIl

TGCGTGAAGAGAACCGCTCAGGAAATCCAGTCAGAAGTATTGGTAATCGTTGAAAACTCAGTCGACGCACTTACTGAAGACGTCCTATTACACTCGTCGTTGGAAAC
ACGCACTTCTCTTGGCGAGTCCTTTAGGTCAGTCTTCATAACCATTAGCAACTTTTGAGTCAGCTGCGTGAATGACTTCTGCAGGATAATGTGAGCAGCAACCTTTG
Spacer 2.5 Linker_11
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NotI

TGAAGATGCGGCCGCggaaacacagAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTcgaccaaaggTAGCGAACGACGAGTCACTGTTGAGGATAAATACT
ACTTCTACGCCGGCGcctttgtgtcTTTTTTCGGGCGTGGACTGTCACGCCCGAAAAAAAAAEgCctggtttccATCGCTTGCTGCTCAGTGACAACTCCTATTTATGA
ECK120033737 Terminator Linker 8

KasI BbvCI AscIl

TTCTCTACTAGGCGCCTGTTACACAGGTCCTCAGCGGCGCGCCTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGTGAAG
AAGAGATGATCCGCGGACAATGTGTCCAGGAGTCGCCGCGCGGAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGCCCTCGCCTAAACTTGCAACACTTC

CAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCAGATCTACCG
GTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGTCTAGATGGC

GTaaaccagcaatagacataagcggctatttaacgaccctgecctgaaccgacgacaagetgacgaccgggtcetecgeaagtggeactttteggggaaatgtgegeg
CAtttggtcgttatctgtattcgecgataaattgetgggacgggacttggetgetgttegactgetggeccagaggegttcaccgtgaaaagecectttacacgege

gaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgaattaattcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcat
cttggggataaacaaataaaaagatttatgtaagtttatacataggcgagtacttaattaagaatctttttgagtagectcgtagtttactttgacgttaaataagta
KanR

atcaggattatcaataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggecagttccataggatggcaagatcctggtatecggtctgega
tagtcctaatagttatggtataaaaactttttcggcaaagacattacttectcttttgagtggetecgtcaaggtatectaccgttctaggaccatagecagacgcet
KanR

ttccgactcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaatgge
aaggctgagcaggttgtagttatgttggataattaaaggggagecagtttttattccaatagttcactctttagtggtactcactgetgacttaggecactcttaccg
KanR

aaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccageccattacgectcgtcatcaaaatcactcgecatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgegectg
ttttcaaatacgtaaagaaaggtctgaacaagttgtccggtcggtaatgecgagcagtagttttagtgagegtagttggtttggcaataagtaagecactaacgeggac
KanR

agcgagacgaaatacgeggtcgectgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggegecaggaacactgecagegeatcaacaatattttcacctgaat
tcgectctgectttatgecgecagegacaattttectgttaatgtttgtecttagettacgttggecgegtecttgtgacggtegegtagttgttataaaagtggactta
KanR

caggatattcttctaatacctggaatgctgttttcccggggatcgecagtggtgagtaaccatgecatcatcaggagtacggataaaatgettgatggtcggaagagge
gtcctataagaagattatggaccttacgacaaaagggcccctagegtcaccactcattggtacgtagtagtecctcatgectattttacgaactaccagecttcectceceg
KanR

ataaattccgtcagccagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgecatgtttcagaaacaactctggegeatcgggettcccata
tatttaaggcagtcggtcaaatcagactggtagagtagacattgtagtaaccgttgegatggaaacggtacaaagtectttgttgagaccgegtageccgaagggtat
KanR

caatcgatagattgtcgcacctgattgcccgacattatcgegageccatttatacccatataaatcagecatccatgttggaatttaatcgeggectagagcaagacg
gttagctatctaacagcecgtggactaacgggctgtaatagegetcgggtaaatatgggtatatttagtcgtaggtacaaccttaaattagegeecggatctegttetge
KanR
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tttcccgttgaatatggcectcatactcttectttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaat
aaagggcaacttataccgagtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtactcgectatgtataaacttacataaatcttttta
KanR

aaacaaataggcatgctagcgcagaaacgtcctagaagatgecaggaggatacttagecagagagacaataaggecggagegaagecgtttttecataggetecgecce
tttgtttatccgtacgatcgegtetttgecaggatcttectacggtectectatgaategtetetetgttattecggectegetteggcaaaaaggtatecgaggeggge
ColA ori 4

ccctgacgaacatcacgaaatctgacgetcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttecccctgatggetecctettgegetete
gggactgettgtagtgctttagactgegagtttagtcaccaccgetttgggctgtectgatatttctatggtecgcaaagggggactaccgagggagaacgegagag
> ColA ori ¢

ctgttccecgtectgeggegtecgtgttgtggtggaggctttacccaaatcaccacgteccgttecgtgtagacagttegetecaagetgggetgtgtgecaagaaccce
gacaagggcaggacgecgeaggcacaacaccacctccgaaatgggtttagtggtgcagggcaaggecacatctgtcaagegaggttcgacccgacacacgttettggg
’ ColA ori 4

ccecgttcageccgactgetgegecttateeggtaactatcatcttgagtccaacccggaaagacacgacaaaacgecactggecageagecattggtaactgagaatt
gggcaagtcgggetgacgacgeggaataggecattgatagtagaactcaggttgggectttetgtgctgttttgeggtgaccgtegteggtaaccattgactettaa
> ColA ori 4

agtggatttagatatcgagagtcttgaagtggtggcctaacagaggctacactgaaaggacagtatttggtatetgegetecactaaagecagttaccaggttaage
tcacctaaatctatagctctcagaacttcaccaccggattgtctecegatgtgactttectgtcataaaccatagacgegaggtgattteggtcaatggtecaatteg
> ColA ori 4

agttccccaactgacttaaccttcgatcaaaccgectccccaggeggttttttegtttacagagcaggagattacgacgatcgtaaaaggatctcaagaagatectt
tcaaggggttgactgaattggaagetagtttggcggaggggtccgecaaaaaagecaaatgtetegtectetaatgetgetageattttectagagttecttectaggaa
’ ColA ori 4

tacggattcccgacaccatcactctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagecccatacgatataagttgtaattctcatgttagtce
atgcctaagggctgtggtagtgagatctaaagtcacgttaaatagagaagtttacatcgtggacttcagteggggtatgetatattcaacattaagagtacaatcag
> ColA ori

atgccccgegeccaccggaaggagetgactgggttgCTCCTAgGGTCTGATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCG
tacggggecgegggtggecttectecgactgacccaacGAGGATCCCAGACTAAGCAATGGTTAATACTGTTGAACTGCCGATGTAGTAAGTGAAAAAGAAGTGTTGGC

araC

GCACGGAACTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCG
CGTGCCTTGAGCGAGCCCGACCGGGGCCACGTAAAAAATTTATGGGCGCTCTTTATCTCAACTAGCAGTTTTGGTTGTAACGCTGGCTGCCACCGCTATCCGTAGGC

araC

GGTGGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCG
CCACCACGAGTTTTCGTCGAAGCGGACCGACTATGCAACCAGGAGCGCGGTCGAATTCTGCGATTAGGGATTGACGACCGCCTTTTCTACACTGTCTGCGCTGCCGC

araC

ACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGG
TGTTCGTTTGTACGACACGCTGCGACCGCTATAGTTTTAACGACAGACGGTCCACTAGCGACTACATGACTGTTCGGAGCGCATGGGCTAATAGGTAGCCACCTACC

araC

3/4



AGCGACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTG
TCGCTGAGCAATTAGCGAAGGTACGCGGCGTCATTGTTAACGAGTTCGTCTAAATAGCGGTCGTCGAGGCTTATCGCGGGAAGGGGAACGGGCCGCAATTACTAAAC

3K araC «

CCCAAACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCG
GGGTTTGTCCAGCGACTTTACGCCGACCACGCGAAGTAGGCCCGCTTTCTTGGGGCATAACCGTTTATAACTGCCGGTCAATTCGGTAAGTACGGTCATCCGCGCGC

< araC <

GACGAAAGTAAACCCACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACA
CTGCTTTCATTTGGGTGACCACTATGGTAAGCGCTCGGAGGCCTACTGCTGGCATCACTACTTAGAGAGGACCGCCCTTGTCGTTTTATAGTGGGCCAGCCGTTTGT

K araC <

AATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTT
TTAAGAGCAGGGACTAAAAAGTGGTGGGGGACTGGCGCTTACCACTCTAACTCTTATATTGGAAAGTAAGGGTCGCCAGCCAGCTATTTTTTTAGCTCTATTGGCAA

s araC <

GGCCTCAATCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCAT
CCGGAGTTAGCCGCAATTTGGGCGGTGGTCTACCCGTAATTTGCTCATAGGGCCGTCGTCCCCTAGTAAAACGCGAAGTCGGTA

3< araC |
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