(from 1-1070 bp)

0J2076.2 cR (4419 bp)

EcoRI Sacl

GAATTCATAGGATAGATTCTGGAAACTTTACCGTCCGAGCTCCAGCCTGCGGTCCGGttgacggectagetcagtectaggtacagtgectagcTCGCTGGGACGCCCG
CTTAAGTATCCTATCTAAGACCTTTGAAATGGCAGGCTCGAGGTCGGACGCCAGGCCaactgecgatcgagtcaggatccatgtcacgatcgAGCGACCCTGCGGGC
Linker_14 Prefix P(BBa_J23100) Suffix

AGAGCCGAATCGCACTTATTTACAGTAGTTCAGCCTGCGGTCCGGccaTACATACTCTAAGATGTGTCTCGCTGGGACGCCCGGGGACTACACTTACGAAACTATTG
TCTCGGCTTAGCGTGAATAAATGTCATCAAGTCGGACGCCAGGCCggtATGTATGAGATTCTACACAGAGCGACCCTGCGGGCCCCTGATGTGAATGCTTTGATAAC
Linker_21 Prefix bs-4 Suffix Linker_1

ATTGCTCAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTCTCAAGCTAGACTCTAGTGGTTTCAGAGCTATGCTGGAAACAGCATAGCAAGTTgAAATAAGGCT
TAACGAGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCAGAGTTCGATCTGAGATCACCAAAETCTCGATACGACCTTTGTCGTATCGTTCAACTTTATTCCGA
Prefix Csy4 site { SsgRNA-1 ‘

Xhol
AGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAGGCAGTCGCTGGGACGCCCGCTCGAGCAATAAACAGTTGATAGGGCTTCTCC
TCAGGCAATAGTTGAACTTTTTCACCGTGGCTCAGCCACGCAAGTGACGGCATATCCGTCAGCGACCCTGCGGGCGAGCTCGTTATTTGTCAACTATCCCGAAGAGG
> sgRNA-1 Csy4 site Suffix Linker_o

Ncol

GTTACCATGGTTCAGCCAAAAAACTTAAGACCGCCGGTCTTGTCCACTACCTTGCAGTAATGCGGTGGACAGGATCGGCGGTTTTCTTTTCTCTTCTCAATTCTTCT
CAATGGTACCAAGTCGGTTTTTTGAATTCTGGCGGCCAGAACAGGTGATGGAACGTCATTACGCCACCTGTCCTAGCCGCCAAAAGAAAAGAGAAGAGTTAAGAAGA
ECK120029600 Terminator

GACCTGTAACGAATAATAGATAGTAAAGTAGTCTCCGATTGAGTTTTCTCTGCCGAGTCCCACCCAGTTCTGTGATTTCAGTAAGTTGGTAATTGATACACTGTTGC
CTGGACATTGCTTATTATCTATCATTTCATCAGAGGCTAACTCAAAAGAGACGGCTCAGGGTGGGTCAAGACACTAAAGTCATTCAACCATTAACTATGTGACAACG
Spacer 1

HindIII
GAGAACTGCTGCCTGGTAGTAGATAGGTTGTTATTGAGTAAGAAGGTAAAGTGAACGAAATCCCTGAAACTGAGACTGTAGAAAATAAGCTTCAGCCTGCGGTCCGG
CTCTTGACGACGGACCATCATCTATCCAACAATAACTCATTCTTCCATTTCACTTGCTTTAGGGACTTTGACTCTGACATCTTTTATTCGAAGTCGGACGCCAGGCC

Spacer 1 Prefix

TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTACTGTGCTAGCTCGCTGGGACGCCCGAGATAGCCGTTACACAGGTGACACTTATTTCAGCCTGCGGTCCGGecaCACTAGAGT
AACTGTCGATCGAGTCAGGATCCATGACACGATCGAGCGACCCTGCGGGCTCTATCGGCAATGTGTCCACTGTGAATAAAGTCGGACGCCAGGCCggtGTGATCTCA
P(BBa_J23102) Suffix Linker_24 Prefix . bs-1 $

CTAGCTTGAGATCGCTGGGACGCCCGTGAACAGTTGCTCTGATTGAAACCACGATTCAGCCTGCGGTCCGGTGTAAGAGAAATCCACGAAGGAAAAGGTGAAAGCAG
GATCGAACTCTAGCGACCCTGCGGGCACTTGTCAACGAGACTAACTTTGGTGCTAAGTCGGACGCCAGGCCACATTCTCTTTAGGTGCTTCCTTTTCCACTTTCGTC
bs-1 | Suffix Linker_19 Prefix Spacer 2.2

AACAGATAATCAGTAATAGTAGCAACTCAACCACAGGACACTTCCCTCACTCCGAACGAATCACAATACGCTCCAATCTTCAACTACACGATAAAACTGGTAATCCC
TTGTCTATTAGTCATTATCATCGTTGAGTTGGTGTCCTGTGAAGGGAGTGAGGCTTGCTTAGTGTTATGCGAGGTTAGAAGTTGATGTGCTATTTTGACCATTAGGG
Spacer 2.2



pJ2076.2_cR (4419 bp) (from 1071-2247 bp)

BamHI
AACAACCTGACTCACACTCTACTTTCTCAACGAGGAACTTCTTATTCTGATACAATCTCGCTGGGACGCCCGGGATCCAAGAGATTTCTACACGATTGAGCACTGTC
TTGTTGGACTGAGTGTGAGATGAAAGAGTTGCTCCTTGAAGAATAAGACTATGTTAGAGCGACCCTGCGGGCCCTAGGTTCTCTAAAGATGTGCTAACTCGTGACAG

Spacer 2.2 Suffix Linker_10

TCAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCGTAAAGGCGAAGAACTGTTTACCGGTGTGGTTC
AGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTATACGCATTTCCGCTTCTTGACAAATGGCCACACCAAG
Prefix Csy4 site { RBS ol sfGFP

CGATTCTGGTGGAACTGGACGGCGATGTTAATGGTCATAAATTCAGTGTTCGCGGCGAAGGTGAAGGCGATGCGACGAACGGCAAACTGACCCTGAAATTTATCTGC
GCTAAGACCACCTTGACCTGCCGCTACAATTACCAGTATTTAAGTCACAAGCGCCGCTTCCACTTCCGCTACGCTGCTTGCCGTTTGACTGGGACTTTAAATAGACG
sfGFP

ACCACGGGTAAACTGCCGGTCCCGTGGCCGACGCTGGTGACCACGCTGACCTATGGCGTTCAATGTTTTGCGCGTTACCCGGATCACATGAAACAGCACGACTTTTT
TGGTGCCCATTTGACGGCCAGGGCACCGGCTGCGACCACTGGTGCGACTGGATACCGCAAGTTACAAAACGCGCAATGGGCCTAGTGTACTTTGTCGTGCTGAAAAA
sfGFP

CAAATCGGCCATGCCGGAAGGCTATGTGCAGGAACGTACGATTAGCTTTAAAGACGATGGTACGTATAAAACCCGCGCGGAAGTGAAATTCGAAGGCGATACCCTGG
GTTTAGCCGGTACGGCCTTCCGATACACGTCCTTGCATGCTAATCGAAATTTCTGCTACCATGCATATTTTGGGCGCGCCTTCACTTTAAGCTTCCGCTATGGGACC
sfGFP

TTAACCGTATCGAACTGAAAGGTATCGATTTCAAAGAAGACGGCAATATTCTGGGTCATAAACTGGAATATAACTTCAATTCCCACAACGTGTACATCACCGCGGAT
AATTGGCATAGCTTGACTTTCCATAGCTAAAGTTTCTTCTGCCGTTATAAGACCCAGTATTTGACCTTATATTGAAGTTAAGGGTGTTGCACATGTAGTGGCGCCTA
sfGFP

AAACAGAAAAACGGCATTAAAGCCAATTTCAAAATCCGCCATAATGTGGAAGATGGTAGCGTTCAGCTGGCCGACCACTATCAGCAAAACACGCCGATTGGTGATGG
TTTGTCTTTTTGCCGTAATTTCGGTTAAAGTTTTAGGCGGTATTACACCTTCTACCATCGCAAGTCGACCGGCTGGTGATAGTCGTTTTGTGCGGCTAACCACTACC
sfGFP

CCCGGTCCTGCTGCCGGACAATCACTACCTGAGTACCCAGTCCGTGCTGTCAAAAGATCCGAACGAAAAACGTGACCACATGGTCCTGCTGGAATTTGTGACGGCTG
GGGCCAGGACGACGGCCTGTTAGTGATGGACTCATGGGTCAGGCACGACAGTTTTCTAGGCTTGCTTTTTGCACTGGTGTACCAGGACGACCTTAAACACTGCCGAC
sfGFP

CGGGTATCACCCACGGCATGGACGAACTGTATAAAATGTCCCGCCGTAATACTGACGCCATCACAATCCACAGCATCCTGGATTGGATTGAAGACTAATAATCGCTG
GCCCATAGTGGGTGCCGTACCTGCTTGACATATTTTACAGGGCGGCATTATGACTGCGGTAGTGTTAGGTGTCGTAGGACCTAACCTAACTTCTGATTATTAGCGAC
sfGFP MarAn20

SbfI KpnI
GGACGCCCGCCTGCAGGCTCGGTACCAAATTCCAGAAAAGAGGCCTCCCGAAAGGGGGGCCTTTTTTCGTTTTGGTCCTAATAGATAAAGGATAGGTCTGGTAGTGT
CCTGCGGGCGGACGTCCGAGCCATGGTTTAAGGTCTTTTCTCCGGAGGGCTTTCCCCCCGGAAAAAAGCAAAACCAGGATTATCTATTTCCTATCCAGACCATCACA

L3S2P21 Terminator Spacer 2.5

TGTTCGTTCTCGCAGGTAAATCAATAATACTCAGCAGTTCCGTAGACTTTTCAGTGGGACAGGGTAGCGATAACAGATAGATTGTAATAAGACACAGTAGGTGCTCG
ACAAGCAAGAGCGTCCATTTAGTTATTATGAGTCGTCAAGGCATCTGAAAAGTCACCCTGTCCCATCGCTATTGTCTATCTAACATTATTCTGTGTCATCCACGAGC
Spacer 2.5



pJ2076.2_cR (4419 bp) (from 2248-3531 bp)

Sall AatIl

TAGTTGCGTGAAGAGAACCGCTCAGGAAATCCAGTCAGAAGTATTGGTAATCGTTGAAAACTCAGTCGACGCACTTACTGAAGACGTCCTATTACACTCGTCGTTGG
ATCAACGCACTTCTCTTGGCGAGTCCTTTAGGTCAGTCTTCATAACCATTAGCAACTTTTGAGTCAGCTGCGTGAATGACTTCTGCAGGATAATGTGAGCAGCAACC
Spacer 2.5 Spa... 5 Linker_11

NotI

AAACTGAAGATGCGGCCGCggaaacacagAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTcgaccaaagg TAGCGAACGACGAGTCACTGTTGAGGATAAA
TTTGACTTCTACGCCGGCGcctttgtgtcTTTTTTCGGGCGTGGACTGTCACGCCCGAAAAAAAAAgctggtttccATCGCTTGCTGCTCAGTGACAACTCCTATTT
Li...1 ECK120033737 Terminator Linker_8

KasI BbvCI AscIl

TACTTTCTCTACTAGGCGCCTGTTACACAGGTCCTCAGCGGCGCGCCTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGT
ATGAAAGAGATGATCCGCGGACAATGTGTCCAGGAGTCGCCGCGCGGAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGCCCTCGCCTAAACTTGCAACA
Linker_8 Spa...15

GAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCAGATCT
CTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGTCTAGA

ACCGGTaaaccagcaatagacataagecggctatttaacgaccctgecctgaaccgacgacaagetgacgaccgggtctecgecaagtggecactttteggggaaatgty
TGGCCAtttggtcgttatctgtattcgeccgataaattgetgggacgggacttggetgetgttcgactgetggeccagaggegttcaccgtgaaaageccectttacac

cgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetcatgaattaattcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgecaatttat
gcgecttggggataaacaaataaaaagatttatgtaagtttatacataggegagtacttaattaagaatctttttgagtagetecgtagtttactttgacgttaaata
KanR

tcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatcctggtateggtcet
agtatagtcctaatagttatggtataaaaactttttcggcaaagacattacttcctecttttgagtggctccgtcaaggtatecctaccgttctaggaccatagecaga
KanR

gcgattccgactcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaa
cgctaaggctgagcaggttgtagttatgttggataattaaaggggagcagtttttattccaatagttcactctttagtggtactcactgetgacttaggecactctt
KanR

tggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagecattacgetcgtcatcaaaatcactcgecatcaaccaaaccgttattcattegtgattgeg
accgttttcaaatacgtaaagaaaggtctgaacaagttgtccggtcggtaatgegagcagtagttttagtgagegtagttggtttggcaataagtaagecactaacge
KanR

cctgagcgagacgaaatacgecggtcgetgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggegecaggaacactgecagegecatcaacaatattttcacct
ggactcgctctgetttatgegeccagegacaattttectgttaatgtttgtecttagettacgttggecgegtecttgtgacggtecgegtagttgttataaaagtgga
KanR

gaatcaggatattcttctaatacctggaatgectgttttcccggggatcgecagtggtgagtaaccatgecatcatcaggagtacggataaaatgettgatggtcggaag
cttagtcctataagaagattatggaccttacgacaaaagggcccctagegtcaccactcattggtacgtagtagtectcatgectattttacgaactaccagecttce
KanR

aggcataaattccgtcagccagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgetacctttgecatgtttcagaaacaactctggegecategggettec
tccgtatttaaggcagtcggtcaaatcagactggtagagtagacattgtagtaaccgttgegatggaaacggtacaaagtetttgttgagaccgegtageccgaagg
KanR



pJ2076.2_cR (4419 bp) (from 3532-4419 bp)

catacaatcgatagattgtcgcacctgattgecccgacattatcgegageccatttatacccatataaatcagecatccatgttggaatttaatcgeggectagageaa
gtatgttagctatctaacagcgtggactaacgggctgtaatagegetcgggtaaatatgggtatatttagtecgtaggtacaaccttaaattagegecggatctegtt
KanR

gacgtttcccgttgaatatggetcatactcttectttttcaatattattgaagecatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaa
ctgcaaagggcaacttataccgagtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtactcgectatgtataaacttacataaatctt
KanR

aaataaacaaataggcatgctagcegcagaaacgtcctagaagatgecaggaggatacttagecagagagacaataaggecggagegaageegtttttecataggetece
tttatttgtttatccgtacgatcgegtetttgecaggatecttcetacggtectectatgaategtetetetgttattecggectegetteggecaaaaaggtatecgagg
ColA ori 4

gcecccctgacgaacatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegttteccectgatggetecctettgege
cggggggactgettgtagtgetttagactgegagtttagtcaccaccgetttgggetgtectgatatttetatggtecgcaaagggggactaccgagggagaacgeg
’ ColA ori 4

tctectgtteccgtectgeggegtecgtgttgtggtggaggctttacccaaatcaccacgteccgttecgtgtagacagttegetccaagetgggetgtgtgcaaga
agaggacaagggcaggacgecgeaggeacaacaccacctccgaaatgggtttagtggtgcagggcaaggcacatetgtcaagegaggttcgacccgacacacgttet
> ColA ori ¢

accccccgttcageccgactgetgegecttatecggtaactatcatettgagtccaacccggaaagacacgacaaaacgecactggeageagecattggtaactgag
tggggggcaagtcgggctgacgacgeggaataggecattgatagtagaactcaggttgggectttetgtgetgttttgeggtgaccgtegteggtaaccattgacte
> ColA ori $

aattagtggatttagatatcgagagtcttgaagtggtggcctaacagaggctacactgaaaggacagtatttggtatetgegetecactaaagecagttaccaggtt
ttaatcacctaaatctatagctctcagaacttcaccaccggattgtctecgatgtgactttectgtcataaaccatagacgegaggtgattteggtcaatggtecaa
’ ColA ori 4

aagcagttccccaactgacttaaccttcgatcaaaccgectecccaggeggttttttegtttacagagecaggagattacgacgatcgtaaaaggatctcaagaagat
ttcgtcaaggggttgactgaattggaagetagtttggeggaggggtccgeccaaaaaagcaaatgtctegtectetaatgetgetageattttectagagttcttcta
> ColA ori ¢

cctttacggattcccgacaccatcactctaga
ggaaatgcctaagggetgtggtagtgagatcet
’ ColA ori



