(from 1-1177 bp)

0)1996 v2 (7989 bp)

ttttctactgaaccgctctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagecacctgaagtcagecccatacgatataagttgtaattctcatgttagtcatgecc
aaaagatgacttggcgagatctaaagtcacgttaaatagagaagtttacatcgtggacttcagtcggggtatgetatattcaacattaagagtacaatcagtacggg

Xhol EcoRI SacIl

cgcgeccaccggaaggagetgactgggttgCTCCTAGGATGCAGTGACTCGAGtTGTaAAACGACGGCCAgtcaattgGAATTCGAGCTCCAGCCTGCGGTCCGGtt
gcgegggtggecttectegactgacccaacGAGGATCCTACGTCACTGAGCTCaACALTTTGCTGCCGGTcagttaacCTTAAGCTCGAGGTCGGACGCCAGGCCaa

Prefix

Spel KpnI
gacagctagctcagtcctaggtattgtActagTTCGCTGGGACGCCCGAGTGACGACTGCGAAGTAACCTCTATTTATCAGCCTGCGGTCCGGggtaccattaaaga

ctgtcgatcgagtcaggatccataacaTgatcAAGCGACCCTGCGGGCTCACTGCTGACGCTTCATTGGAGATAAATAGTCGGACGCCAGGCCccatggtaatttct
P(BBa_J23104-Spel) Suffix Linker_25 Prefix RBS 4

EcoRI

ggagaaagaattCATGGATAAGAAATACTCAATAGGCTTAGCTATCGGCACAAATAGCGTCGGATGGGCGGTGATCACTGATGAATATAAGGTTCCGTCTAAAAAGT
cctctttcttaagTACCTATTCTTTATGAGTTATCCGAATCGATAGCCGTGTTTATCGCAGCCTACCCGCCACTAGTGACTACTTATATTCCAAGGCAGATTTTTCA
’ RBS | dCas9

TCAAGGTTCTGGGAAATACAGACCGCCACAGTATCAAAAAAAATCTTATAGGGGCTCTTTTATTTGACAGTGGAGAGACAGCGGAAGCGACTCGTCTCAAACGGACA
AGTTCCAAGACCCTTTATGTCTGGCGGTGTCATAGTTTTTTTTAGAATATCCCCGAGAAAATAAACTGTCACCTCTCTGTCGCCTTCGCTGAGCAGAGTTTGCCTGT
dCas9

GCTCGTAGAAGGTATACACGTCGGAAGAATCGTATTTGTTATCTACAGGAGATTTTTTCAAATGAGATGGCGAAAGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGACTTGAAGA
CGAGCATCTTCCATATGTGCAGCCTTCTTAGCATAAACAATAGATGTCCTCTAAAAAAGTTTACTCTACCGCTTTCATCTACTATCAAAGAAAGTAGCTGAACTTCT
dCas9

GTCTTTTTTGGTGGAAGAAGACAAGAAGCATGAACGTCATCCTATTTTTGGAAATATAGTAGATGAAGTTGCTTATCATGAGAAATATCCAACTATCTATCATCTGC
CAGAAAAAACCACCTTCTTCTGTTCTTCGTACTTGCAGTAGGATAAAAACCTTTATATCATCTACTTCAACGAATAGTACTCTTTATAGGTTGATAGATAGTAGACG
dCas9

GAAAAAAATTGGTAGATTCTACTGATAAAGCGGATTTGCGCTTAATCTATTTGGCCTTAGCGCATATGATTAAGTTTCGTGGTCATTTTTTGATTGAGGGAGATTTA
CTTTTTTTAACCATCTAAGATGACTATTTCGCCTAAACGCGAATTAGATAAACCGGAATCGCGTATACTAATTCAAAGCACCAGTAAAAAACTAACTCCCTCTAAAT
dCas9

AATCCTGATAATAGTGATGTGGACAAACTATTTATCCAGTTGGTACAAACCTACAATCAATTATTTGAAGAAAACCCTATTAACGCAAGTGGAGTAGATGCTAAAGC
TTAGGACTATTATCACTACACCTGTTTGATAAATAGGTCAACCATGTTTGGATGTTAGTTAATAAACTTCTTTTGGGATAATTGCGTTCACCTCATCTACGATTTCG
dCas9

GATTCTTTCTGCACGATTGAGTAAATCAAGACGATTAGAAAATCTCATTGCTCAGCTCCCCGGTGAGAAGAAAAATGGCTTATTTGGGAATCTCATTGCTTTGTCAT
CTAAGAAAGACGTGCTAACTCATTTAGTTCTGCTAATCTTTTAGAGTAACGAGTCGAGGGGCCACTCTTCTTTTTACCGAATAAACCCTTAGAGTAACGAAACAGTA
dCas9

TGGGTTTGACCCCTAATTTTAAATCAAATTTTGATTTGGCAGAAGATGCTAAATTACAGCTTTCAAAAGATACTTACGATGATGATTTAGATAATTTATTGGCGCAA
ACCCAAACTGGGGATTAAAATTTAGTTTAAAACTAAACCGTCTTCTACGATTTAATGTCGAAAGTTTTCTATGAATGCTACTACTAAATCTATTAAATAACCGCGTT
dCas9



pJ1996_v2 (7989 bp) (from 1178-2354 bp)

ATTGGAGATCAATATGCTGATTTGTTTTTGGCAGCTAAGAATTTATCAGATGCTATTTTACTTTCAGATATCCTAAGAGTAAATACTGAAATAACTAAGGCTCCCCT
TAACCTCTAGTTATACGACTAAACAAAAACCGTCGATTCTTAAATAGTCTACGATAAAATGAAAGTCTATAGGATTCTCATTTATGACTTTATTGATTCCGAGGGGA
dCas9

HindIII

ATCAGCTTCAATGATTAAACGCTACGATGAACATCATCAAGACTTGACTCTTTTAAAAGCTTTAGTTCGACAACAACTTCCAGAAAAGTATAAAGAAATCTTTTTTG
TAGTCGAAGTTACTAATTTGCGATGCTACTTGTAGTAGTTCTGAACTGAGAAAATTTTCGAAATCAAGCTGTTGTTGAAGGTCTTTTCATATTTCTTTAGAAAAAAC
dCas9

ATCAATCAAAAAACGGATATGCAGGTTATATTGATGGGGGAGCTAGCCAAGAAGAATTTTATAAATTTATCAAACCAATTTTAGAAAAAATGGATGGTACTGAGGAA
TAGTTAGTTTTTTGCCTATACGTCCAATATAACTACCCCCTCGATCGGTTCTTCTTAAAATATTTAAATAGTTTGGTTAAAATCTTTTTTACCTACCATGACTCCTT
dCas9

TTATTGGTGAAACTAAATCGTGAAGATTTGCTGCGCAAGCAACGGACCTTTGACAACGGCTCTATTCCCCATCAAATTCACTTGGGTGAGCTGCATGCTATTTTGAG
AATAACCACTTTGATTTAGCACTTCTAAACGACGCGTTCGTTGCCTGGAAACTGTTGCCGAGATAAGGGGTAGTTTAAGTGAACCCACTCGACGTACGATAAAACTC
dCas9

EcoRI

AAGACAAGAAGACTTTTATCCATTTTTAAAAGACAATCGTGAGAAGATTGAAAAAATCTTGACTTTTCGAATTCCTTATTATGTTGGTCCATTGGCGCGTGGCAATA
TTCTGTTCTTCTGAAAATAGGTAAAAATTTTCTGTTAGCACTCTTCTAACTTTTTTAGAACTGAAAAGCTTAAGGAATAATACAACCAGGTAACCGCGCACCGTTAT
dCas9

Ncol

GTCGTTTTGCATGGATGACTCGGAAGTCTGAAGAAACAATTACCCCATGGAATTTTGAAGAAGTTGTCGATAAAGGTGCTTCAGCTCAATCATTTATTGAACGCATG
CAGCAAAACGTACCTACTGAGCCTTCAGACTTCTTTGTTAATGGGGTACCTTAAAACTTCTTCAACAGCTATTTCCACGAAGTCGAGTTAGTAAATAACTTGCGTAC
dCas9

ACAAACTTTGATAAAAATCTTCCAAATGAAAAAGTACTACCAAAACATAGTTTGCTTTATGAGTATTTTACGGTTTATAACGAATTGACAAAGGTCAAATATGTTAC
TGTTTGAAACTATTTTTAGAAGGTTTACTTTTTCATGATGGTTTTGTATCAAACGAAATACTCATAAAATGCCAAATATTGCTTAACTGTTTCCAGTTTATACAATG
dCas9

TGAAGGAATGCGAAAACCAGCATTTCTTTCAGGTGAACAGAAGAAAGCCATTGTTGATTTACTCTTCAAAACAAATCGAAAAGTAACCGTTAAGCAATTAAAAGAAG
ACTTCCTTACGCTTTTGGTCGTAAAGAAAGTCCACTTGTCTTCTTTCGGTAACAACTAAATGAGAAGTTTTGTTTAGCTTTTCATTGGCAATTCGTTAATTTTCTTC
dCas9

KpnI
ATTATTTCAAAAAAATAGAATGTTTTGATAGTGTTGAAATTTCAGGAGTTGAAGATAGATTTAATGCTTCATTAGGTACCTACCATGATTTGCTAAAAATTATTAAA

TAATAAAGTTTTTTTATCTTACAAAACTATCACAACTTTAAAGTCCTCAACTTCTATCTAAATTACGAAGTAATCCATGGATGGTACTAAACGATTTTTAATAATTT
dCas9

GATAAAGATTTTTTGGATAATGAAGAAAATGAAGATATCTTAGAGGATATTGTTTTAACATTGACCTTATTTGAAGATAGGGAGATGATTGAGGAAAGACTTAAAAC
CTATTTCTAAAAAACCTATTACTTCTTTTACTTCTATAGAATCTCCTATAACAAAATTGTAACTGGAATAAACTTCTATCCCTCTACTAACTCCTTTCTGAATTTTG
dCas9

ATATGCTCACCTCTTTGATGATAAGGTGATGAAACAGCTTAAACGTCGCCGTTATACTGGTTGGGGACGTTTGTCTCGAAAATTGATTAATGGTATTAGGGATAAGC
TATACGAGTGGAGAAACTACTATTCCACTACTTTGTCGAATTTGCAGCGGCAATATGACCAACCCCTGCAAACAGAGCTTTTAACTAATTACCATAATCCCTATTCG
dCas9



pJ1996_v2 (7989 bp) (from 2355-3638 bp) 2/26/2020 11:56:24 AM

AATCTGGCAAAACAATATTAGATTTTTTGAAATCAGATGGTTTTGCCAATCGCAATTTTATGCAGCTGATCCATGATGATAGTTTGACATTTAAAGAAGACATTCAA
TTAGACCGTTTTGTTATAATCTAAAAAACTTTAGTCTACCAAAACGGTTAGCGTTAAAATACGTCGACTAGGTACTACTATCAAACTGTAAATTTCTTCTGTAAGTT
dCas9

AAAGCACAAGTGTCTGGACAAGGCGATAGTTTACATGAACATATTGCAAATTTAGCTGGTAGCCCTGCTATTAAAAAAGGTATTTTACAGACTGTAAAAGTTGTTGA
TTTCGTGTTCACAGACCTGTTCCGCTATCAAATGTACTTGTATAACGTTTAAATCGACCATCGGGACGATAATTTTTTCCATAAAATGTCTGACATTTTCAACAACT
dCas9

TGAATTGGTCAAAGTAATGGGGCGGCATAAGCCAGAAAATATCGTTATTGAAATGGCACGTGAAAATCAGACAACTCAAAAGGGCCAGAAAAATTCGCGAGAGCGTA
ACTTAACCAGTTTCATTACCCCGCCGTATTCGGTCTTTTATAGCAATAACTTTACCGTGCACTTTTAGTCTGTTGAGTTTTCCCGGTCTTTTTAAGCGCTCTCGCAT
dCas9

TGAAACGAATCGAAGAAGGTATCAAAGAATTAGGAAGTCAGATTCTTAAAGAGCATCCTGTTGAAAATACTCAATTGCAAAATGAAAAGCTCTATCTCTATTATCTC
ACTTTGCTTAGCTTCTTCCATAGTTTCTTAATCCTTCAGTCTAAGAATTTCTCGTAGGACAACTTTTATGAGTTAACGTTTTACTTTTCGAGATAGAGATAATAGAG
dCas9

CAAAATGGAAGAGACATGTATGTGGACCAAGAATTAGATATTAATCGTTTAAGTGATTATGATGTCGATGCCATTGTTCCACAAAGTTTCCTTAAAGACGATTCAAT
GTTTTACCTTCTCTGTACATACACCTGGTTCTTAATCTATAATTAGCAAATTCACTAATACTACAGCTACGGTAACAAGGTGTTTCAAAGGAATTTCTGCTAAGTTA
dCas9

AGACAATAAGGTCTTAACGCGTTCTGATAAAAATCGTGGTAAATCGGATAACGTTCCAAGTGAAGAAGTAGTCAAAAAGATGAAAAACTATTGGAGACAACTTCTAA
TCTGTTATTCCAGAATTGCGCAAGACTATTTTTAGCACCATTTAGCCTATTGCAAGGTTCACTTCTTCATCAGTTTTTCTACTTTTTGATAACCTCTGTTGAAGATT
dCas9

ACGCCAAGTTAATCACTCAACGTAAGTTTGATAATTTAACGAAAGCTGAACGTGGAGGTTTGAGTGAACTTGATAAAGCTGGTTTTATCAAACGCCAATTGGTTGAA
TGCGGTTCAATTAGTGAGTTGCATTCAAACTATTAAATTGCTTTCGACTTGCACCTCCAAACTCACTTGAACTATTTCGACCAAAATAGTTTGCGGTTAACCAACTT
dCas9

ACTCGCCAAATCACTAAGCATGTGGCACAAATTTTGGATAGTCGCATGAATACTAAATACGATGAAAATGATAAACTTATTCGAGAGGTTAAAGTGATTACCTTAAA
TGAGCGGTTTAGTGATTCGTACACCGTGTTTAAAACCTATCAGCGTACTTATGATTTATGCTACTTTTACTATTTGAATAAGCTCTCCAATTTCACTAATGGAATTT
dCas9

ATCTAAATTAGTTTCTGACTTCCGAAAAGATTTCCAATTCTATAAAGTACGTGAGATTAACAATTACCATCATGCCCATGATGCGTATCTAAATGCCGTCGTTGGAA
TAGATTTAATCAAAGACTGAAGGCTTTTCTAAAGGTTAAGATATTTCATGCACTCTAATTGTTAATGGTAGTACGGGTACTACGCATAGATTTACGGCAGCAACCTT
dCas9

CTGCTTTGATTAAGAAATATCCAAAACTTGAATCGGAGTTTGTCTATGGTGATTATAAAGTTTATGATGTTCGTAAAATGATTGCTAAGTCTGAGCAAGAAATAGGC
GACGAAACTAATTCTTTATAGGTTTTGAACTTAGCCTCAAACAGATACCACTAATATTTCAAATACTACAAGCATTTTACTAACGATTCAGACTCGTTCTTTATCCG
dCas9

AAAGCAACCGCAAAATATTTCTTTTACTCTAATATCATGAACTTCTTCAAAACAGAAATTACACTTGCAAATGGAGAGATTCGCAAACGCCCTCTAATCGAAACTAA
TTTCGTTGGCGTTTTATAAAGAAAATGAGATTATAGTACTTGAAGAAGTTTTGTCTTTAATGTGAACGTTTACCTCTCTAAGCGTTTGCGGGAGATTAGCTTTGATT
dCas9

TGGGGAAACTGGAGAAATTGTCTGGGATAAAGGGCGAGATTTTGCCACAGTGCGCAAAGTATTGTCCATGCCCCAAGTCAATATTGTCAAGAAAACAGAAGTACAGA
ACCCCTTTGACCTCTTTAACAGACCCTATTTCCCGCTCTAAAACGGTGTCACGCGTTTCATAACAGGTACGGGGTTCAGTTATAACAGTTCTTTTGTCTTCATGTCT
dCas9



pJ1996_v2 (7989 bp) (from 3639-4815 bp)

HindIII BamHI

CAGGCGGATTCTCCAAGGAGTCAATTTTACCAAAAAGAAATTCGGACAAGCTTATTGCTCGTAAAAAAGACTGGGATCCAAAAAAATATGGTGGTTTTGATAGTCCA
GTCCGCCTAAGAGGTTCCTCAGTTAAAATGGTTTTTCTTTAAGCCTGTTCGAATAACGAGCATTTTTTCTGACCCTAGGTTTTTTTATACCACCAAAACTATCAGGT
dCas9

ACGGTAGCTTATTCAGTCCTAGTGGTTGCTAAGGTGGAAAAAGGGAAATCGAAGAAGTTAAAATCCGTTAAAGAGTTACTAGGGATCACAATTATGGAAAGAAGTTC
TGCCATCGAATAAGTCAGGATCACCAACGATTCCACCTTTTTCCCTTTAGCTTCTTCAATTTTAGGCAATTTCTCAATGATCCCTAGTGTTAATACCTTTCTTCAAG
dCas9

CTTTGAAAAAAATCCGATTGACTTTTTAGAAGCTAAAGGATATAAGGAAGTTAAAAAAGACTTAATCATTAAACTACCTAAATATAGTCTTTTTGAGTTAGAAAACG
GAAACTTTTTTTAGGCTAACTGAAAAATCTTCGATTTCCTATATTCCTTCAATTTTTTCTGAATTAGTAATTTGATGGATTTATATCAGAAAAACTCAATCTTTTGC
dCas9

GTCGTAAACGGATGCTGGCTAGTGCCGGAGAATTACAAAAAGGAAATGAGCTGGCTCTGCCAAGCAAATATGTGAATTTTTTATATTTAGCTAGTCATTATGAAAAG
CAGCATTTGCCTACGACCGATCACGGCCTCTTAATGTTTTTCCTTTACTCGACCGAGACGGTTCGTTTATACACTTAAAAAATATAAATCGATCAGTAATACTTTTC
dCas9

TTGAAGGGTAGTCCAGAAGATAACGAACAAAAACAATTGTTTGTGGAGCAGCATAAGCATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAAATCAGTGAATTTTCTAAGCGTGT
AACTTCCCATCAGGTCTTCTATTGCTTGTTTTTGTTAACAAACACCTCGTCGTATTCGTAATAAATCTACTCTAATAACTCGTTTAGTCACTTAAAAGATTCGCACA
dCas9

TATTTTAGCAGATGCCAATTTAGATAAAGTTCTTAGTGCATATAACAAACATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATATTATTCATTTATTTACGTTGA
ATAAAATCGTCTACGGTTAAATCTATTTCAAGAATCACGTATATTGTTTGTATCTCTGTTTGGTTATGCACTTGTTCGTCTTTTATAATAAGTAAATAAATGCAACT
dCas9

Sacl
CGAATCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGATCGTAAACGATATACGTCTACAAAAGAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCC

GCTTAGAACCTCGAGGGCGACGAAAATTTATAAAACTATGTTGTTAACTAGCATTTGCTATATGCAGATGTTTTCTTCAAAATCTACGGTGAGAATAGGTAGTTAGG
dCas9

Ncol

ATCACTGGTCTTTATGAAACACGCATTGATTTGAGTCAGCTAGGAGGTGACTAATCGCTGGGACGCCCGCCATGGTTCAGCCAAAAAACTTAAGACCGCCGGTCTTG
TAGTGACCAGAAATACTTTGTGCGTAACTAAACTCAGTCGATCCTCCACTGATTAGCGACCCTGCGGGCGGTACCAAGTCGGTTTTTTGAATTCTGGCGGCCAGAAC
dCas9 Suffix ECK120029600 Terminator $

TCCACTACCTTGCAGTAATGCGGTGGACAGGATCGGCGGTTTTCTTTTCTCTTCTCAATTCTTCTGACCTGTAACGAATAATAGATAGTAAAGTAGTCTCCGATTGA
AGGTGATGGAACGTCATTACGCCACCTGTCCTAGCCGCCAAAAGAAAAGAGAAGAGTTAAGAAGACTGGACATTGCTTATTATCTATCATTTCATCAGAGGCTAACT
’ ECK120029600 Terminator Spacer 1

GTTTTCTCTGCCGAGTCCCACCCAGTTCTGTGATTTCAGTAAGTTGGTAATTGATACACTGTTGCGAGAACTGCTGCCTGGTAGTAGATAGGTTGTTATTGAGTAAG
CAAAAGAGACGGCTCAGGGTGGGTCAAGACACTAAAGTCATTCAACCATTAACTATGTGACAACGCTCTTGACGACGGACCATCATCTATCCAACAATAACTCATTC
Spacer 1

HindIII SbfI KpnI

AAGGTAAAGTGAACGAAATCCCTGAAACTGAGACTGTAGAAAATAAGCTTGTCCAGACTATTCCTGCAGGCTCGGTACCAAATTCCAGAAAAGAGGCCTCCCGAAAG
TTCCATTTCACTTGCTTTAGGGACTTTGACTCTGACATCTTTTATTCGAACAGGTCTGATAAGGACGTCCGAGCCATGGTTTAAGGTCTTTTCTCCGGAGGGCTTTC
Spacer 1 Spa... 7 L3S2P21 Terminator 4



pJ1996_v2 (7989 bp) (from 4816-5885 bp)

GGGGGCCTTTTTTCGTTTTGGTCCTACTGATTGGGTGAACTACGATACTTCCAGAATAACGAGAAATACGCTACTCTTACAGATAAAACTCACTGCCGATTACGGAT
CCCCCGGAAAAAAGCAAAACCAGGATGACTAACCCACTTGATGCTATGAAGGTCTTATTGCTCTTTATGCGATGAGAATGTCTATTTTGAGTGACGGCTAATGCCTA
L3S2P21 Terminator Spacer 2

AGGACGAACAACACTTTGATTATCTTACGATTTACCGAAGGTTCTATTGAGTTGGACCCAGCAGTTACTACTTTTATTCAGTGATTCTGTCTTATCGGGAGATTGTT
TCCTGCTTGTTGTGAAACTAATAGAATGCTAAATGGCTTCCAAGATAACTCAACCTGGGTCGTCAATGATGAAAATAAGTCACTAAGACAGAATAGCCCTCTAACAA
Spacer 2

Sall

CGCTTACCACGTCGACCAGCCTGCGGTCCGGTTTACGGCTAGCTCAGTCCTAGGTATTATGCTAGCTCGCTGGGACGCCCGAGATAGCCGTTACACAGGTGACACTT
GCGAATGGTGCAGCTGGTCGGACGCCAGGCCAAATGCCGATCGAGTCAGGATCCATAATACGATCGAGCGACCCTGCGGGCTCTATCGGCAATGTGTCCACTGTGAA
Sp...2 Prefix P(BBa_J23150) Suffix Linker_24

KpnI EcoRI

ATTTCAGCCTGCGGTCCGGggtaccattaaagaggagaaagaat tcATGGACCACTACCTCGACATTCGCTTGCGACCGGACCCGGAATTTCCCCCGGCGCAACTCA
TAAAGTCGGACGCCAGGCCccatggtaatttctcctctttcttaagTACCTGGTGATGGAGCTGTAAGCGAACGCTGGCCTGGGCCTTAAAGGGGGCCGCGTTGAGT
Prefix RBS [ Csy4

TGAGCGTGCTCTTCGGCAAGCTCCACCAGGCCCTGGTGGCACAGGGCGGGGACAGGATCGGCGTGAGCTTCCCCGACCTCGACGAAAGCCGCTCCCGGCTGGGCGAG
ACTCGCACGAGAAGCCGTTCGAGGTGGTCCGGGACCACCGTGTCCCGCCCCTGTCCTAGCCGCACTCGAAGGGGCTGGAGCTGCTTTCGGCGAGGGCCGACCCGCTC
Csy4

CGCCTGCGCATTCATGCCTCGGCGGACGACCTTCGTGCCCTGCTCGCCCGGCCCTGGCTGGAAGGGTTGCGGGACCATCTGCAATTCGGAGAACCGGCAGTCGTGCC
GCGGACGCGTAAGTACGGAGCCGCCTGCTGGAAGCACGGGACGAGCGGGCCGGGACCGACCTTCCCAACGCCCTGGTAGACGTTAAGCCTCTTGGCCGTCAGCACGG
Csy4

TCACCCCACACCGTACCGTCAGGTCAGTCGGGTTCAGGCGAAAAGCAATCCGGAACGCCTGCGGCGGCGGCTCATGCGCCGGCACGATCTGAGTGAGGAGGAGGCTC
AGTGGGGTGTGGCATGGCAGTCCAGTCAGCCCAAGTCCGCTTTTCGTTAGGCCTTGCGGACGCCGCCGCCGAGTACGCGGCCGTGCTAGACTCACTCCTCCTCCGAG
Csy4

GGAAACGCATTCCCGATACGGTCGCGAGAGCCTTGGACCTGCCCTTCGTCACGCTACGCAGCCAGAGCACCGGACAGCACTTCCGTCTCTTCATCCGCCACGGGCCG
CCTTTGCGTAAGGGCTATGCCAGCGCTCTCGGAACCTGGACGGGAAGCAGTGCGATGCGTCGGTCTCGTGGCCTGTCGTGAAGGCAGAGAAGTAGGCGGTGCCCGGC
Csy4

NotI

TTGCAGGTGACGGCAGAGGAAGGAGGATTCACCTGTTACGGGTTGAGCAAAGGAGGTTTCGTTCCCTGGTTCTGAtaaTCGCTGGGACGCCCGGCGGCCGCggaaac
AACGTCCACTGCCGTCTCCTTCCTCCTAAGTGGACAATGCCCAACTCGTTTCCTCCAAAGCAAGGGACCAAGACTattAGCGACCCTGCGGGCCGCCGGLCGectttg
Csy4 Suffix

KasI

acagAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTcgaccaaaggTAGCGAACGACGAGTCACTGTTGAGGATAAATACTTTCTCTACTAGGCGCCTGTTA
tgtcTTTTTTCGGGCGTGGACTGTCACGCCCGAAAAAAAAAgCctggtttccATCGCTTGCTGCTCAGTGACAACTCCTATTTATGAAAGAGATGATCCGCGGACAAT
> ECK120033737 Terminator Linker_8



pJ1996_v2 (7989 bp) (from 5886-7276 bp)

BbvCI AscIl

CACAGGTCCTCAGCGGCGCGCCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCCAGGCATCAAATAA
GTGTCCAGGAGTCGCCGCGCGGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGGTCCGTAGTTTATT

AACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGTG
TTGCTTTCCGAGTCAGCCTTCTGACCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGCCCTCGCCTAAACTTGCAACAC

AAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCAGATCTa
TTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGTCTAGAL

ccggtaaaccagcaatagacataageggctatttaacgaccctgecctgaaccgacgaccgggtcategtggecggatettgeggececteggettgaacgaattgt
ggccatttggtegttatctgtattcgecgataaattgetgggacgggacttggetgetggeccagtageaccggectagaacgecggggagecgaacttgettaaca

tagacattatttgccgactaccttggtgatctegectttcacgtagtggacaaattetteccaactgatcetgegegegaggecaagegatettettettgtecaagat
atctgtaataaacggctgatggaaccactagagecggaaagtgcatcacctgtttaagaaggttgactagacgegegetecggttegetagaagaagaacaggtteta
SpecR $

aagcctgtctagettcaagtatgacgggetgatactgggecggeaggegetecattgeccagteggeagegacatectteggegegattttgecggttactgegetyg
ttcggacagatcgaagttcatactgeccgactatgacceggecgtecgegaggtaacgggtcagecgtegetgtaggaagecgegetaaaacggecaatgacgegac
’ SpecR $

taccaaatgcgggacaacgtaagcactacatttcgetcatcgecageccagtcgggeggegagttecatagegttaaggtttcatttagegectcaaatagatectg
atggtttacgccctgttgecattegtgatgtaaagegagtageggtcgggtcageccgecgetcaaggtategeaattccaaagtaaategeggagtttatcetaggac
’ SpecR ‘

ttcaggaaccggatcaaagagttcctccgecgetggacctaccaaggeaacgetatgttetettgettttgtcagecaagatagecagatcaatgtegategtggetg
aagtccttggectagtttctcaaggaggeggegacctggatggttecgttgegatacaagagaacgaaaacagtegttcetateggtctagttacagetagecaccgac
> SpecR 4

gctcgaagatacctgcaagaatgtcattgegetgecattctccaaattgeagttegegettagetggataacgecacggaatgatgtegtegtgcacaacaatggty
cgagcttctatggacgttcttacagtaacgegacggtaagaggtttaacgtcaagegegaategacctattgeggtgecttactacageageacgtgttgttaccac
’ SpecR ‘

acttctacagcgeggagaatctegetctetecaggggaagecgaagtttccaaaaggtegttgatcaaagetcgecgegttgtttecatcaagecttacggtcaccgt
tgaagatgtcgegectcttagagegagagaggtccectteggettcaaaggttttccagcaactagtttegageggegcaacaaagtagttcggaatgecagtggea
> SpecR 4

aaccagcaaatcaatatcactgtgtggettcaggecgecatccactgeggagecgtacaaatgtacggecageaacgteggttegagatggegetegatgacgecaa
ttggtcgtttagttatagtgacacaccgaagtccggeggtaggtgacgecteggeatgtttacatgecggtegttgecagecaagetctaccgegagetactgeggtt
’ SpecR $

ctacctctgatagttgagtcgatactteggegatcaccgetteectecatactettectttttcaatattattgaagecatttatcagggttattgtectecatgagegga
gatggagactatcaactcagctatgaagccgctagtggcgaagggagtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtactegect
’ SpecR

tacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaatagctagctcactcggtcgetacgetecgggegtgagactgeggegggegetgeggacacatacaaagttace
atgtataaacttacataaatctttttatttgtttatcgatcgagtgagccagegatgegaggeccgecactctgacgecgeccgegacgectgtgtatgtttcaatgg
CDF ori



pJ1996_v2 (7989 bp) (from 7277-7989 bp)

cacagattccgtggataagcaggggactaacatgtgaggcaaaacagcagggecgegecggtggegtttttccataggeteecgeecctectgecagagttcacataaa
gtgtctaaggcacctattcgtcccctgattgtacacteegttttgtegtececggegeggecaccgcaaaaaggtatecgaggegggaggacggtctcaagtgtattt
CDF ori

cagacgcttttccggtgecatctgtgggagecgtgaggetcaaccatgaatctgacagtacgggegaaacccgacaggacttaaagatcecccaccgtttecggegggt
gtctgcgaaaaggecacgtagacacccteggeactecgagttggtacttagactgtcatgeccgetttgggetgtectgaatttctaggggtggcaaaggeecgececa
CDF ori

cgctecectettgegetetectgttecgacectgecgtttaccggatacctgttecgecttteteccttacgggaagtgtggegetttetecatagetcacacactggt
gcgagggagaacgcegagaggacaaggetgggacggeaaatggectatggacaaggeggaaagagggaatgeccttcacaccgegaaagagtatcegagtgtgtgacca
CDF ori

atctcggctcggtgtaggtcgttcgetccaagetgggetgtaagecaagaactccccgttcageeccgactgetgegecttatecggtaactgttcacttgagtccaac
tagagccgagccacatccagcaagegaggttcgacccgacattegttcttgaggggcaagtcegggectgacgacgeggaataggecattgacaagtgaactcaggttg
CDF ori

ccggaaaagcacggtaaaacgccactggecageagecattggtaactgggagttcgecagaggatttgtttagectaaacacgeggttgetcttgaagtgtgegecaaag
ggecettttegtgecattttgeggtgaccgtegteggtaaccattgaccctcaagegtctectaaacaaatecgatttgtgegecaacgagaacttcacacgeggttte
CDF ori

tccggetacactggaaggacagatttggttgetgtgetectgegaaagecagttaccacggttaageagttecccaactgacttaaccttegatcaaaccacctecece
aggccgatgtgaccttectgtctaaaccaacgacacgagacgettteggtcaatggtgecaattegtcaaggggttgactgaattggaagetagtttggtggagegegg
CDF ori

aggtggttttttcgtttacagggcaaaagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatce
tccaccaaaaaagcaaatgtcccgttttctaatgegegtetttttttectagagttcttctaggaaactag
CDF ori





