pC-0 v3 (5406 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

TTCTCTACTAGGCGCCTGTTACACAGGTCCTCAGCGGCGCGCCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGT
AAGAGATGATCCGCGGACAATGTGTCCAGGAGTCGCCGCGCGGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCA

TTTTTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCG
AAAAACGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTTCCGAGTCAGCCTTCTGACCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGC

GGAGCGGATTTGAACGTTGTGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGG
CCTCGCCTAAACTTGCAACACTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACC

CCTTTTTGCGTTTCagatctcgggcagegttgggtectggecacgggtgegeatgategtgetectgtegttgaggacccggetaggetggeggggttgecttactg
GGAAAAACGCAAAGtctagagcccgtcgcaacccaggaccggtgeccacgegtactagcacgaggacagcaactcctgggecgatccgaccgecccaacggaatgac

gttagcagaatgaatcaccgatacgcgagegaacgtgaagegactgetgetgecaaaacgtcetgegacctgagecaacaacatgaatggtctteggtttecgtgttteg
caatcgtcttacttagtggctatgegetegettgeacttegetgacgacgacgttttgecagacgetggactegttgttgtacttaccagaageccaaaggecacaaage

taaagtctggaaacgcggaagtcagegecctgeaccattatgttecggatetgecategeaggatgetgetggetacectgtggaacacctacatetgtattaacgaa
atttcagacctttgegecttcagtcgegggacgtggtaatacaaggectagacgtagegtectacgacgaccgatgggacaccttgtggatgtagacataattgett

gcgetggeattgacectgagtgatttttetetggtececgecgeatecataccgecagttgtttaccctcacaacgtteccagtaaccgggeatgttcatcatcagtaa
cgcgaccgtaactgggactcactaaaaagagaccagggeggegtaggtatggeggtcaacaaatgggagtgttgcaaggtcattggeccgtacaagtagtagtcatt

cccgtatcgtgageatectctctegtttcateggtatcattacccccatgaacagaaatcececttacacggaggeatcagtgaccaaacaggaaaaaaccgecctt
gggcatagcactcgtaggagagagcaaagtagecatagtaatgggggtacttgtetttagggggaatgtgectecgtagtcactggtttgtecttttttggegggaa

aacatggcccgcetttatcagaagccagacattaacgettetggagaaactcaacgagetggacgeggatgaacaggecagacatetgtgaategettcacgaccacge
ttgtaccgggcgaaatagtctteggtctgtaattgegaagacctetttgagttgetegacctgegectacttgtecgtctgtagacacttagegaagtgetggtgeg

tgatgagctttaccgcagetgectegegegttteggtgatgacggtgaaaacctetgacacatgeageteccggagacggtcacagettgtetgtaageggatgecg
actactcgaaatggcgtcgacggagegegcaaagecactactgecacttttggagactgtgtacgtcgagggectetgecagtgtegaacagacattegectacgge

ggagcagacaageccgtcagggegegtcagegggtgttggegggtgteggggegeagecatgacccagtcacgtagegatageggagtgtatactggettaactatg
cctegtetgttegggeagteccgegeagtegeccacaaccgeccacagecccgegteggtactgggtcagtgeategetategectcacatatgaccgaattgatac

cggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatatgeggtgtgaaataccgecacagatgegtaaggagaaaataccgeatcaggegetcttecgettectege
gcegtagtetegtctaacatgactctcacgtggtatatacgecacactttatggegtgtctacgeattectettttatggegtagtecgegagaaggegaaggageg

tcactgactcgetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaac
agtgactgagcgacgcgagccagcaagecgacgecgetegecatagtegagtgagtttecgecattatgecaataggtgtettagtecectattgegtectttettg

atgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggeegegttgetggegtttttecataggetecgeccecctgacgageatcacaaaaategacgetce
tacactcgttttccggtegttttecggtecttggeatttttcecggegecaacgaccgcaaaaaggtatecgaggeggggggactgetegtagtgtttttagetgegag
pBR322 ori 4
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aagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegttteccectggaageteectegtgegetetectgttecgaccetgecgettaccggatace
ttcagtctccaccgectttgggetgtectgatatttctatggtecgecaaagggggaccttcgagggagecacgegagaggacaaggetgggacggegaatggectatgg
> pBR322 ori $

tgtccgecttteteccttegggaagegtggegetttetecatagetcacgetgtaggtateteagtteggtgtaggtegttegetecaagetgggctgtgtgcacgaa
acaggcggaaagagggaageccttegeaccgegaaagagtategagtgegacatcecatagagtcaagecacatccageaagegaggttecgaccecgacacacgtgett
’ pBR322 ori ‘

cceeecgttcageccgaccgetgegecttatecggtaactategtettgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggat
ggggggcaagtegggetggegacgeggaataggecattgatagecagaactcaggttgggecattetgtgetgaatageggtgaccgtegteggtgaccattgtecta
’ pBR322 ori ‘

tagcagagcgaggtatgtaggeggtgctacagagttettgaagtggtggectaactacggetacactagaaggacagtatttggtatetgegetetgetgaagecag
atcgtctcgetecatacatccgecacgatgtctcaagaacttcaccaccggattgatgecgatgtgatettectgtcataaaccatagacgegagacgactteggtce
’ pBR322 ori 4

ttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggecaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttgcaagecageagattacgegcagaaaaaaagga
aatggaagcctttttctcaaccatcgagaactaggecgtttgtttggtggegaccategecaccaaaaaaacaaacgttegtegtetaatgegegtetttttttect
’ pBR322 ori ‘

tctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcaccta
agagttcttctaggaaactagaaaagatgccccagactgegagtcaccttgettttgagtgecaattccctaaaaccagtactctaatagtttttectagaagtggat
> pBR322 ori

gatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagega
ctaggaaaatttaatttttacttcaaaatttagttagatttcatatatactcatttgaaccagactgtcaatggttacgaattagtcactccgtggatagagtcget
AmpR

tctgtctatttcgttcatccatagttgectgactcceccgtcgtgtagataactacgatacgggagggettaccatetggecccagtgetgecaatgataccgegagac
agacagataaagcaagtaggtatcaacggactgaggggcagcacatctattgatgetatgecctecccgaatggtagaccggggtcacgacgttactatggegetetg
AmpR

ccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccageccagecggaagggecgagegeagaagtggtectgecaactttatecgecteccatccagtctattaattg
ggtgcgagtggecgaggtctaaatagtegttatttggteggteggecttececggetegegtcttcaccaggacgttgaaataggeggaggtaggtcagataattaac
AmpR

ttgccgggaagctagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegecaacgttgttgecattgetgecaggecategtggtgtcacgetegtegtttggtatggetteat
aacggcccttcgatctcattcatcaageggtcaattatcaaacgegttgcaacaacggtaacgacgtccgtagcaccacagtgecgagcagcaaaccataccgaagta
AmpR

tcagctccggttcccaacgatcaaggecgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectecgategttgtcagaagtaagttggec
agtcgaggccaagggttgectagttccgetcaatgtactagggggtacaacacgttttttcgecaatcgaggaagecaggaggetagcaacagtcttcattcaaccgg
AmpR

gcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgecatccgtaagatgettttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattetg
cgtcacaatagtgagtaccaataccgtcgtgacgtattaagagaatgacagtacggtaggcattctacgaaaagacactgaccactcatgagttggttcagtaagac
AmpR
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agaatagtgtatgcggcgaccgagttgetcttgeccggegtcaacacgggataataccgegecacatagecagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttett
tcttatcacatacgccgcectggcectcaacgagaacgggecgecagttgtgecctattatggegeggtgtategtecttgaaattttcacgagtagtaaccttttgecaagaa
AmpR

cggggcgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgecacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttet
gcceccgettttgagagttectagaatggegacaactctaggtcaagetacattgggtgagecacgtgggttgactagaagtcgtagaaaatgaaagtggtcgecaaaga
AmpR

gggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttcaatattattgaagecattta
cccactcgtttttgtecttecgttttacggegttttttececttatteeccgetgtgectttacaacttatgagtatgagaaggaaaaagttataataacttegtaaat
AmpR

tcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegecacatttccccgaaaagtgecaccttcactctaga
agtcccaataacagagtactcgectatgtataaacttacataaatctttttatttgtttatccccaaggegegtgtaaaggggettttcacggtggaagtgagatcet

tttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagecccatacgatataagttgtaattceteatgttagtcatgecececgegeccaccggaaggagetga
aaagtcacgttaaatagagaagtttacatcgtggacttcagtcggggtatgctatattcaacattaagagtacaatcagtacggggegegggtggecttectegact

ctgggttgCTCCTAgGGTCTGATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTCGGGCTGGCCCCGG
gacccaacGAGGATcCCAGACTAAGCAATGGTTAATACTGTTGAACTGCCGATGTAGTAAGTGAAAAAGAAGTGTTGGCCGTGCCTTGAGCGAGCCCGACCGGGGCC

araC

TGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGG
ACGTAAAAAATTTATGGGCGCTCTTTATCTCAACTAGCAGTTTTGGTTGTAACGCTGGCTGCCACCGCTATCCGTAGGCCCACCACGAGTTTTCGTCGAAGCGGACC

araC

CTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGGC
GACTATGCAACCAGGAGCGCGGTCGAATTCTGCGATTAGGGATTGACGACCGCCTTTTCTACACTGTCTGCGCTGCCGCTGTTCGTTTGTACGACACGCTGCGACCG

araC

GATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCC
CTATAGTTTTAACGACAGACGGTCCACTAGCGACTACATGACTGTTCGGAGCGCATGGGCTAATAGGTAGCCACCTACCTCGCTGAGCAATTAGCGAAGGTACGCGG

araC

GCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGG
CGTCATTGTTAACGAGTTCGTCTAAATAGCGGTCGTCGAGGCTTATCGCGGGAAGGGGAACGGGCCGCAATTACTAAACGGGTTTGTCCAGCGACTTTACGCCGACC

araC

TGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCCACTGGTGATACCA
ACGCGAAGTAGGCCCGCTTTCTTGGGGCATAACCGTTTATAACTGCCGGTCAATTCGGTAAGTACGGTCATCCGCGCGCCTGCTTTCATTTGGGTGACCACTATGGT

araC

TTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAAATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCC
AAGCGCTCGGAGGCCTACTGCTGGCATCACTACTTAGAGAGGACCGCCCTTGTCGTTTTATAGTGGGCCAGCCGTTTGTTTAAGAGCAGGGACTAAAAAGTGGTGGG

araC

CCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGTTAAACCCGCCACC
GGACTGGCGCTTACCACTCTAACTCTTATATTGGAAAGTAAGGGTCGCCAGCCAGCTATTTTTTTAGCTCTATTGGCAACCGGAGTTAGCCGCAATTTGGGCGGTGG

araC
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AGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCAT
TCTACCCGTAATTTGCTCATAGGGCCGTCGTCCCCTAGTAAAACGCGAAGTCGGTA

< araC |

5/5



