pC-0 v2 (4145 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

CAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCAGATCTggga
GTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGTCTAGAccct

ttttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagt
aaaaccagtactctaatagtttttcctagaagtggatctaggaaaatttaatttttacttcaaaatttagttagatttcatatatactcatttgaaccagactgtca

taccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagecgatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactcceccgtegtgtagataactacgatacgggagggett
atggttacgaattagtcactccgtggatagagtcgctagacagataaagcaagtaggtatcaacggactgaggggcagcacatctattgatgetatgecctceccgaa
AmpR

accatctggccccagtgetgcaatgataccgegagacccacgetcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegeagaagtggte
tggtagaccggggtcacgacgttactatggegetectgggtgegagtggecgaggtctaaatagtegttatttggteggteggectteecggetegegtcttcaccag
AmpR

ctgcaactttatccgecctccatccagtctattaattgttgecgggaagetagagtaagtagttegecagttaatagtttgegecaacgttgttgecattgetgeagge
gacgttgaaataggcggaggtaggtcagataattaacaacggeccttcgatctcattcatcaageggtcaattatcaaacgegttgcaacaacggtaacgacgtcecg
AmpR

atcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggettcattcagetccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagete
tagcaccacagtgcgagcagcaaaccataccgaagtaagtcgaggccaagggttgetagtteccgetcaatgtactagggggtacaacacgttttttegecaategag
AmpR

cttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggecagecactgeataattetecttactgtcatgecatecgtaagatget
gaagccaggaggctagcaacagtcttcattcaaccggegtcacaatagtgagtaccaataccgtecgtgacgtattaagagaatgacagtacggtaggecattctacga
AmpR

tttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgeggegaccgagttgetettgeccggegtcaacacgggataataccgegecacatage
aaagacactgaccactcatgagttggttcagtaagactcttatcacatacgeccgectggectcaacgagaacgggecgeagttgtgecctattatggegeggtgtateg
AmpR

agaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgecacccaa
tcttgaaattttcacgagtagtaaccttttgcaagaagecccgettttgagagttcctagaatggegacaactctaggtcaagetacattgggtgagecacgtgggtt
AmpR

ctgatcttcagcatcttttactttcaccagecgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatac
gactagaagtcgtagaaaatgaaagtggtcgcaaagacccactegtttttgtecttecgttttacggegttttttececttatteccgetgtgectttacaacttatg
AmpR
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tcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccg
agtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtactcgectatgtataaacttacataaatctttttatttgtttatcecccaagge

cgcagcatgctageGgecagaaacgtcctagaagatgecaggaggatacttagecagagagacaataaggecggagegaagecgtttttecataggetecgeeceectg
gegtegtacgatcgCegtetttgecaggatcttetacggtectectatgaategtetetetgttattecggectegetteggecaaaaaggtatecgaggeggggggac
ColA ori 4

acgaacatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcccectgatggetecctettgegetetectgtt
tgcttgtagtgctttagactgegagtttagtcaccaccgetttgggetgtectgatatttctatggtecgecaaagggggactaccgagggagaacgegagaggacaa
> ColA ori ¢

ccecgtectgeggegtecgtgttgtggtggaggctttacccaaatcaccacgteccgttecgtgtagacagttegetecaagetgggetgtgtgcaagaacccccegt
gggcaggacgecgeaggcacaacaccacctecgaaatgggtttagtggtgcagggcaaggcacatcetgtcaagegaggttecgacccgacacacgttettggggggca
’ ColA ori 4

tcagcccgactgetgegecttatecggtaactatcatcttgagtccaacccggaaagacacgacaaaacgccactggecageagecattggtaactgagaattagtgg
agtcgggctgacgacgeggaataggecattgatagtagaactcaggttgggectttetgtgetgttttgeggtgaccgtegteggtaaccattgactcttaatcacc
> ColA ori 4

atttagatatcgagagtcttgaagtggtggectaacagaggetacactgaaaggacagtatttggtatetgegeteccactaaagecagttaccaggttaageagttce
taaatctatagctctcagaacttcaccaccggattgtctcecgatgtgactttectgtcataaaccatagacgegaggtgattteggtcaatggtccaattegtcaag
> ColA ori $

cccaactgacttaaccttcgatcaaaccgectccccaggeggttttttegtttacagagecaggagattacgacgatcgtaaaaggatctcaagaagatectttacgg
gggttgactgaattggaagetagtttggeggaggggtccgecaaaaaagcaaatgtetegtectctaatgetgetageattttectagagttettetaggaaatgec
’ ColA ori 4

attcccgacaccatcactctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagecccatacgatataagttgtaattctecatgttagtcatgec
taagggctgtggtagtgagatctaaagtcacgttaaatagagaagtttacatcgtggacttcagteggggtatgetatattcaacattaagagtacaatcagtacgg
<»ColA ori

ccgegeccaccggaaggagetgactgggttgCTCCTAgGGGTCTGATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACG
ggcgegggtggecttectecgactgacccaacGAGGATcCCAGACTAAGCAATGGTTAATACTGTTGAACTGCCGATGTAGTAAGTGAAAAAGAAGTGTTGGCCGTGC

araC

GAACTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGG
CTTGAGCGAGCCCGACCGGGGCCACGTAAAAAATTTATGGGCGCTCTTTATCTCAACTAGCAGTTTTGGTTGTAACGCTGGCTGCCACCGCTATCCGTAGGCCCACC

araC

TGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAG
ACGAGTTTTCGTCGAAGCGGACCGACTATGCAACCAGGAGCGCGGTCGAATTCTGCGATTAGGGATTGACGACCGCCTTTTCTACACTGTCTGCGCTGCCGCTGTTC

araC

CAAACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGGAGCGA
GTTTGTACGACACGCTGCGACCGCTATAGTTTTAACGACAGACGGTCCACTAGCGACTACATGACTGTTCGGAGCGCATGGGCTAATAGGTAGCCACCTACCTCGCT

araC
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CTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAA
GAGCAATTAGCGAAGGTACGCGGCGTCATTGTTAACGAGTTCGTCTAAATAGCGGTCGTCGAGGCTTATCGCGGGAAGGGGAACGGGCCGCAATTACTAAACGGGTT

3K araC «

ACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGA
TGTCCAGCGACTTTACGCCGACCACGCGAAGTAGGCCCGCTTTCTTGGGGCATAACCGTTTATAACTGCCGGTCAATTCGGTAAGTACGGTCATCCGCGCGCCTGCT

< araC <

AAGTAAACCCACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAAATTC
TTCATTTGGGTGACCACTATGGTAAGCGCTCGGAGGCCTACTGCTGGCATCACTACTTAGAGAGGACCGCCCTTGTCGTTTTATAGTGGGCCAGCCGTTTGTTTAAG

K araC <

TCGTCCCTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTTGGCCT
AGCAGGGACTAAAAAGTGGTGGGGGACTGGCGCTTACCACTCTAACTCTTATATTGGAAAGTAAGGGTCGCCAGCCAGCTATTTTTTTAGCTCTATTGGCAACCGGA

s araC <

CAATCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCAT
GTTAGCCGCAATTTGGGCGGTGGTCTACCCGTAATTTGCTCATAGGGCCGTCGTCCCCTAGTAAAACGCGAAGTCGGTA

3K araC |
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