(from 1-1070 bp)

0J2077.2 (6061 bp)

ACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAGAAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGTAA
TGAAAAGTATGAGGGCGGTAAGTCTCTTCTTTGGTTAACAGGTATAACGTAGTCTGTAACGGCAGTGACGCAGAAAATGACCGAGAAGAGCGATTGGTTTGGCCATT

CCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAATCACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTG
GGGGCGAATAATTTTCGTAAGACATTGTTTCGCCCTGGTTTCGGTACTGTTTTTGCGCATTGTTTTCACAGATATTAGTGCCGTCTTTTCAGGTGTAACTAATAAAC

EcoRI
CACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGGtTCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCGAATTCA
GTGCCGCAGTGTGAAACGATACGGTATCGTAAAAATAGGTATTCTAATCGCCaAGGATGGACTGCGAAAAATAGCGTTGAGAGATGACAAAGAGGTATGGCTTAAGT

P(BAD) promoter

Sacl
TAGGATAGATTCTGGAAACTTTACCGTCCGAGCTCCAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTCTCAAGCTAGACTCTAGTGGTTTCAGAGCTATGCTG
ATCCTATCTAAGACCTTTGAAATGGCAGGCTCGAGGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCAGAGTTCGATCTGAGATCACCAAAETCTCGATACGAC

Linker_14 Prefix Csy4 site f SgRNA-1 4

Xhol

GAAACAGCATAGCAAGTTgAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAGGCAGTCGCTGGGACGCCCGCTC
CTTTGTCGTATCGTTCAACTTTATTCCGATCAGGCAATAGTTGAACTTTTTCACCGTGGCTCAGCCACGCAAGTGACGGCATATCCGTCAGCGACCCTGCGGGCGAG
> SgRNA-1 Csy4 site Suffix

Ncol
GAGCAATAAACAGTTGATAGGGCTTCTCCGTTACCATGGTTCAGCCAAAAAACTTAAGACCGCCGGTCTTGTCCACTACCTTGCAGTAATGCGGTGGACAGGATCGG
CTCGTTATTTGTCAACTATCCCGAAGAGGCAATGGTACCAAGTCGGTTTTTTGAATTCTGGCGGCCAGAACAGGTGATGGAACGTCATTACGCCACCTGTCCTAGCC

Linker_o ECK120029600 Terminator s

CGGTTTTCTTTTCTCTTCTCAATTCTTCTGACCTGTAACGAATAATAGATAGTAAAGTAGTCTCCGATTGAGTTTTCTCTGCCGAGTCCCACCCAGTTCTGTGATTT
GCCAAAAGAAAAGAGAAGAGTTAAGAAGACTGGACATTGCTTATTATCTATCATTTCATCAGAGGCTAACTCAAAAGAGACGGCTCAGGGTGGGTCAAGACACTAAA
ECK12002. . .minator Spacer 1

CAGTAAGTTGGTAATTGATACACTGTTGCGAGAACTGCTGCCTGGTAGTAGATAGGTTGTTATTGAGTAAGAAGGTAAAGTGAACGAAATCCCTGAAACTGAGACTG
GTCATTCAACCATTAACTATGTGACAACGCTCTTGACGACGGACCATCATCTATCCAACAATAACTCATTCTTCCATTTCACTTGCTTTAGGGACTTTGACTCTGAC
Spacer 1

HindIII

TAGAAAATAAGCTTCAGCCTGCGGTCCGGacctgtaggatcgtacaTgCTGACAttgtgageggataacaaTACTGTttcttcaaTCGCTGGGACGCCCGGTAGTGC
ATCTTTTATTCGAAGTCGGACGCCAGGCCtggacatcctagcatgtAcGACTGTaacactcgectattgttATGACAaagaagt tAGCGACCCTGCGGGCCATCACG
Prefix P(LUX) promoter Suffix

TTATCAGACCCAATACTGTTGAACAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGGACACATCTTAGAGTATGTAGTTTCAGAGCTATGCTGGAAACAGCATAG
AATAGTCTGGGTTATGACAACTTGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCCTGTGTAGAATCTCATACATCAAAETCTCGATACGACCTTTGTCGTATC
Linker_17 Prefix Csy4 site SgRNA-4 $



pJ2077.2 (6061 bp) (from 1071-2247 bp)

BamHI
CAAGTTgAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAGGCAGTCGCTGGGACGCCCGGGATCCAAGAGATTT
GTTCAACTTTATTCCGATCAGGCAATAGTTGAACTTTTTCACCGTGGCTCAGCCACGCAAGTGACGGCATATCCGTCAGCGACCCTGCGGGCCCTAGGTTCTCTAAA
’ SgRNA-4 Csy4 site Suffix

SbfI KpnI
CTACACGATTGAGCACTGTCTCCTGCAGGCTCGGTACCAAATTCCAGAAAAGAGGCCTCCCGAAAGGGGGGCCTTTTTTCGTTTTGGTCCTAATAGATAAAGGATAG

GATGTGCTAACTCGTGACAGAGGACGTCCGAGCCATGGTTTAAGGTCTTTTCTCCGGAGGGCTTTCCCCCCGGAAAAAAGCAAAACCAGGATTATCTATTTCCTATC
Linker_10 L3S2P21 Terminator Spacer 2.5

GTCTGGTAGTGTTGTTCGTTCTCGCAGGTAAATCAATAATACTCAGCAGTTCCGTAGACTTTTCAGTGGGACAGGGTAGCGATAACAGATAGATTGTAATAAGACAC
CAGACCATCACAACAAGCAAGAGCGTCCATTTAGTTATTATGAGTCGTCAAGGCATCTGAAAAGTCACCCTGTCCCATCGCTATTGTCTATCTAACATTATTCTGTG
Spacer 2.5

Sall AatIl
AGTAGGTGCTCGTAGTTGCGTGAAGAGAACCGCTCAGGAAATCCAGTCAGAAGTATTGGTAATCGTTGAAAACTCAGTCGACGCACTTACTGAAGACGTCCTATTAC

TCATCCACGAGCATCAACGCACTTCTCTTGGCGAGTCCTTTAGGTCAGTCTTCATAACCATTAGCAACTTTTGAGTCAGCTGCGTGAATGACTTCTGCAGGATAATG
Spacer 2.5 Spa... 5

NotI

ACTCGTCGTTGGAAACTGAAGATGCGGCCGCggaaacacagAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTcgaccaaagg TAGCGAACGACGAGTCACT
TGAGCAGCAACCTTTGACTTCTACGCCGGCGcctttgtgtcTTTTTTCGGGCGTGGACTGTCACGCCCGAAAAAAAAAgCctggtttccATCGCTTGCTGCTCAGTGA
Linker_11 ECK120033737 Terminator Linker_8

KasI BbvCI AscIl

GTTGAGGATAAATACTTTCTCTACTAGGCGCCTGTTACACAGGTCCTCAGCGGCGCGCCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCgtacgggttttgetgeccgea
CAACTCCTATTTATGAAAGAGATGATCCGCGGACAATGTGTCCAGGAGTCGCCGCGCGGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGeatgeccaaaacgacgggegt
Linker_8 Spa...15

aacgggctgttetggtgttgetagtttgttatcagaatcgecagatceggettcaGClggtttgecggectgaaagegetatttetteccagaattgecatgatttttte
ttgcccgacaagaccacaacgatcaaacaatagtcttagegtctaggecgaagtCGGecaaacggecgactttecgegataaagaaggtcttaacggtactaaaaaag

cccacgggaggegtcactggeteecgtgttgteggeagetttgattegataageageategectgtttcaggetgtetatgtgtgactgttgagetgtaacaagttg
gggtgecctecgecagtgaccgagggcacaacagecgtcgaaactaagetattegtegtageggacaaagtccgacagatacacactgacaactcgacattgttcaac

tctcaggtgttcaatttcatgttctagttgetttgttttactggtttcacctgttctattaggtgttacatgetgttcatetgttacattgtegatetgttcatggt
agagtccacaagttaaagtacaagatcaacgaaacaaaatgaccaaagtggacaagataatccacaatgtacgacaagtagacaatgtaacagctagacaagtacca

gaacagctttGaatgcaccaaaaactcgtaaaagctctgatgtatctatcttttttacaccgttttcatectgtgecatatggacagttttcectttgatatGtaacgg
cttgtcgaaaCttacgtggtttttgagcattttcgagactacatagatagaaaaaatgtggcaaaagtagacacgtatacctgtcaaaagggaaactataCattgece

tgaacagttgttctacttttgtttgttagtcttgatgcttcactgatagatacaagagccataagaacctcagatcctteccgtatttagecagtatgttctctagtg
acttgtcaacaagatgaaaacaaacaatcagaactacgaagtgactatctatgttctcggtattcttggagtctaggaaggcataaatcggtcatacaagagatcac
pSC101 ori



pJ2077.2 (6061 bp) (from 2248-3531 bp)

tggttcgttgtttttgegtgagecatgagaacgaaccattgagatcatActtactttgecatgtcactcaaaaattttgectcaaaactggtgagetgaatttttgea
accaagcaacaaaaacgcactcggtactcttgettggtaactctagtalgaatgaaacgtacagtgagtttttaaaacggagttttgaccactcgacttaaaaacgt
pSC101 ori

gttaaagcatcgtgtagtgtttttcttagtccgttaTgtaggtaggaatctgatgtaatggttgttggtattttgtcaccattcatttttatctggttgttctcaag
caatttcgtagcacatcacaaaaagaatcaggcaatAcatccatccttagactacattaccaacaaccataaaacagtggtaagtaaaaatagaccaacaagagttc
pSC101 ori

ttcggttacgagatccatttgtctatctagttcaacttggaaaatcaacgtatcagtcgggeggectcgettatcaaccaccaatttcatattgetgtaagtgttta
aagccaatgctctaggtaaacagatagatcaagttgaaccttttagttgecatagtcageccgecggagegaatagttggtggttaaagtataacgacattcacaaat
pSC101 ori

aatctttacttattggtttcaaaacccattggttaagecttttaaactcatggtagttattttcaagcattaacatgaacttaaattcatcaaggctaatctctata
ttagaaatgaataaccaaagttttgggtaaccaattcggaaaatttgagtaccatcaataaaagttcgtaattgtacttgaatttaagtagttccgattagagatat
pSC101 ori

tttgecttgtgagttttettttgtgttagttcttttaataaccactcataaatcctcatagagtatttgttttcaaaagacttaacatgttccagattatattttat
aaacggaacactcaaaagaaaacacaatcaagaaaattattggtgagtatttaggagtatctcataaacaaaagttttctgaattgtacaaggtctaatataaaata
pSC101 ori

gaatttttttaactggaaaagataaggcaatatctcttcactaaaaactaattctaatttttcgettgagaacttggeatagtttgtccactggaaaatctcaaage
cttaaaaaaattgaccttttctattccgttatagagaagtgatttttgattaagattaaaaagecgaactcttgaaccgtatcaaacaggtgaccttttagagtttcg
pSC101 ori

ctttaaccaaaggattcctgatttccacagttctcgtcatcagetctetggttgetttagetaatacaccataagecattttecctactgatgttcatcatctgageg
gaaattggtttcctaaggactaaaggtgtcaagagcagtagtcgagagaccaacgaaatcgattatgtggtattcgtaaaagggatgactacaagtagtagactcge
pSC101 ori

tattggttataagtgaacgataccgtccgttctttecttgtagggttttcaatcgtggggttgagtagtgeccacacageataaaattagettggtttcatgetecegt
ataaccaatattcacttgctatggcaggcaagaaaggaacatcccaaaagttagcaccccaactcatcacggtgtgtcgtattttaatcgaaccaaagtacgaggcea
pSC101 ori

taagtcatagcgactaatcgctagttcatttgctttgaaaacaactaattcagacatacatctcaattggtctaggtgattttaatcactataccaattgagatggg
attcagtatcgctgattagcgatcaagtaaacgaaacttttgttgattaagtctgtatgtagagttaaccagatccactaaaattagtgatatggttaactctaccc
pSC101 ori

Spel

ctagtcaatgataattactagtccttttecctttgagttgtgggtatctgtaaattectgetagacctttgetggaaaacttgtaaattetgetagaccctetgtaaat
gatcagttactattaatgatcaggaaaaggaaactcaacacccatagacatttaagacgatctggaaacgaccttttgaacatttaagacgatctgggagacattta
pSC101 ori

tccgctagacctttgtgtgttttttttgtttatattcaagtggttataatttatagaataaagaaagaataaaaaaagataaaaagaatagatcccagecctgtgta
aggcgatctggaaacacacaaaaaaaacaaatataagttcaccaatattaaatatcttatttctttcttatttttttctatttttcttatctagggtcgggacacat
pSC101 ori

taactcactactttagtcagttccgcagtattacaaaaggatgtcgcaaacgetgtttgetectctacaaaacagaccttaaaaccctaaaggettaagtageaccce
attgagtgatgaaatcagtcaaggcgtcataatgttttcctacagegtttgecgacaaacgaggagatgttttgtctggaattttgggatttccgaattcategtggg
pSC101 ori



pJ2077.2 (6061 bp) (from 3532-4815 bp)

tcgcaagctcgggcaaatcgetgaatattecttttgtctecgaccatcaggecacctgagtegetgtetttttegtgacattcagttegetgegetecacggetetgge
agcgttcgageccgtttagecgacttataaggaaaacagaggetggtagtccgtggactcagegacagaaaaagecactgtaagtcaagegacgegagtgecgagaccg
pSC101 ori

agtgaatgggggtaaatggcactacaggeTecttttatggattcatgcaaggaaactacccataatacaagaaaageccgtcacgggettctcagggegttttatgg
tcacttacccccatttaccgtgatgtccgAggaaaatacctaagtacgttcctttgatgggtattatgttcttttcgggecagtgecccgaagagtcccgecaaaatacc
pSC101 ori

cgggtctgectatgtggtgectatctgactttttgetgttcagecagttectgecctectgattttccagtectgaccacttecggattatecccgtgacaggtcattcagact
gcccagacgatacaccacgatagactgaaaaacgacaagtcgtcaaggacgggagactaaaaggtcagactggtgaagectaatagggecactgtccagtaagtctga
pSC101 ori

ggctaatgcacccagtaaggecageggtatcatcaacaggettacccgtcttactgtecctagtgettggattctcaccaataaaaaacgeccggeggcaaccgageg
ccgattacgtgggtcattccgtcgeccatagtagttgtccgaatgggcagaatgacagggatcacgaacctaagagtggttattttttgegggeecgeegttggetege
pSC101 ori

ttctgaacaaatccagatggagttctgaggtcattactggatctatcaacaggagtccaagegegtaaacttggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggca
aagacttgtttaggtctacctcaagactccagtaatgacctagatagttgtcctcaggttcgegecatttgaaccagactgtcaatggttacgaattagtcactcecgt
AmpR

cctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactccccgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecccagtgetgeaat
ggatagagtcgctagacagataaagcaagtaggtatcaacggactgaggggcagcacatctattgatgetatgeccteccgaatggtagaccggggtcacgacgtta
AmpR

gataccgcgagacccacgctcaccggetccagatttatcagcaataaaccageccagecggaagggecgagegcagaagtggtectgecaactttatecgectecatec
ctatggcgctctgggtgegagtggecgaggtctaaatagtegttatttggteggteggectteccggetegegtecttcaccaggacgttgaaataggeggaggtagg
AmpR

agtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegcaacgttgttgecattgetacaggeategtggtgtcacgetegtegttt
tcagataattaacaacggcccttcgatctcattcatcaageggtcaattatcaaacgegttgcaacaacggtaacgatgteccgtagecaccacagtgegagecageaaa
AmpR

ggtatggcttcattcagectccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectecgategttgtcag
ccataccgaagtaagtcgaggccaagggttgectagttccgetcaatgtactagggggtacaacacgttttttcgecaatcgaggaageccaggaggetagecaacagtc
AmpR

aagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagecactgecataattctcttactgtcatgecatecgtaagatgettttctgtgactggtgagtactcaa
ttcattcaaccggcgtcacaatagtgagtaccaataccgtcgtgacgtattaagagaatgacagtacggtaggcattctacgaaaagacactgaccactcatgagtt
AmpR

ccaagtcattctgagaatagtgtatgeggecgaccgagttgetcttgeccggegtcaatacgggataataccgegecacatagecagaactttaaaagtgetcatcatt
ggttcagtaagactcttatcacatacgceccgectggctcaacgagaacgggecgecagttatgeecctattatggegeggtgtategtecttgaaattttcacgagtagtaa
AmpR

ggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgecacccaactgatcttcagecatcttttacttt
ccttttgcaagaagccccgettttgagagttcctagaatggegacaactctaggtcaagetacattgggtgagecacgtgggttgactagaagtcgtagaaaatgaaa
AmpR



pJ2077.2 (6061 bp) (from 4816-6061 bp)

caccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatactcatactettectttttcaatatt
gtggtcgcaaagacccactegtttttgtecttecgttttacggegtttttteccttattcccgetgtgectttacaacttatgagtatgagaaggaaaaagttataa
> AmpR

attgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegecacatttcceccgaaaagtgeca
taacttcgtaaatagtcccaataacagagtactcgectatgtataaacttacataaatctttttatttgtttatccccaaggegegtgtaaaggggettttcacggt

ccttcactctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagecccatacgatataagttgtaattctcatgttagtcatgeccecgegeccac
ggaagtgagatctaaagtcacgttaaatagagaagtttacatcgtggacttcagtcggggtatgectatattcaacattaagagtacaatcagtacggggegegggtyg

cggaaggagctgactgggttgCTCCTAgGGTCTGATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTC
gcettectecgactgacccaacGAGGATCCCAGACTAAGCAATGGTTAATACTGTTGAACTGCCGATGTAGTAAGTGAAAAAGAAGTGTTGGCCGTGCCTTGAGCGAG

araC <3

GGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCAAAAG
CCCGACCGGGGCCACGTAAAAAATTTATGGGCGCTCTTTATCTCAACTAGCAGTTTTGGTTGTAACGCTGGCTGCCACCGCTATCCGTAGGCCCACCACGAGTTTTC

S araC <2

CAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCT
GTCGAAGCGGACCGACTATGCAACCAGGAGCGCGGTCGAATTCTGCGATTAGGGATTGACGACCGCCTTTTCTACACTGTCTGCGCTGCCGCTGTTCGTTTGTACGA

SK araC <2

GTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTAATC
CACGCTGCGACCGCTATAGTTTTAACGACAGACGGTCCACTAGCGACTACATGACTGTTCGGAGCGCATGGGCTAATAGGTAGCCACCTACCTCGCTGAGCAATTAG

3K araC «$

GCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAACAGGTCGCT
CGAAGGTACGCGGCGTCATTGTTAACGAGTTCGTCTAAATAGCGGTCGTCGAGGCTTATCGCGGGAAGGGGAACGGGCCGCAATTACTAAACGGGTTTGTCCAGCGA

S araC <2

GAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCC
CTTTACGCCGACCACGCGAAGTAGGCCCGCTTTCTTGGGGCATAACCGTTTATAACTGCCGGTCAATTCGGTAAGTACGGTCATCCGCGCGCCTGCTTTCATTTGGG

3K araC «$

ACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAAATTCTCGTCCCTGA
TGACCACTATGGTAAGCGCTCGGAGGCCTACTGCTGGCATCACTACTTAGAGAGGACCGCCCTTGTCGTTTTATAGTGGGCCAGCCGTTTGTTTAAGAGCAGGGACT

S araC <2

TTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGT
AAAAAGTGGTGGGGGACTGGCGCTTACCACTCTAACTCTTATATTGGAAAGTAAGGGTCGCCAGCCAGCTATTTTTTTAGCTCTATTGGCAACCGGAGTTAGCCGCA

3K araC «

TAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCAT
ATTTGGGCGGTGGTCTACCCGTAATTTGCTCATAGGGCCGTCGTCCCCTAGTAAAACGCGAAGTCGGTA

3< araC |




