(from 1-1177 bp)

pJ2040 (7459 bp)

ACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAGAAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGTAA
TGAAAAGTATGAGGGCGGTAAGTCTCTTCTTTGGTTAACAGGTATAACGTAGTCTGTAACGGCAGTGACGCAGAAAATGACCGAGAAGAGCGATTGGTTTGGCCATT

CCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAATCACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTG
GGGGCGAATAATTTTCGTAAGACATTGTTTCGCCCTGGTTTCGGTACTGTTTTTGCGCATTGTTTTCACAGATATTAGTGCCGTCTTTTCAGGTGTAACTAATAAAC

EcoRI

CACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGGtTCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCGAATTCA
GTGCCGCAGTGTGAAACGATACGGTATCGTAAAAATAGGTATTCTAATCGCCaAGGATGGACTGCGAAAAATAGCGTTGAGAGATGACAAAGAGGTATGGCTTAAGT
P(BAD) promoter

Sacl

TAGGATAGATTCTGGAAACTTTACCGTCCGAGCTCCAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGGACACATCTTAGAGTATGTAGTTTCAGAGCTATGCTG
ATCCTATCTAAGACCTTTGAAATGGCAGGCTCGAGGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCCTGTGTAGAATCTCATACATCAAAETCTCGATACGAC
Linker_14 Prefix Csy4 site f SgRNA-4 4

Xhol

GAAACAGCATAGCAAGTTgAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAGGCAGTCGCTGGGACGCCCGCTC
CTTTGTCGTATCGTTCAACTTTATTCCGATCAGGCAATAGTTGAACTTTTTCACCGTGGCTCAGCCACGCAAGTGACGGCATATCCGTCAGCGACCCTGCGGGCGAG
> SgRNA-4 Csy4 site Suffix

GAGCAATAAACAGTTGATAGGGCTTCTCCGTTACAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGT
CTCGTTATTTGTCAACTATCCCGAAGAGGCAATGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTATACCA
Linker_o Prefix Csy4 site \ RBS >

TTCGGTTATCAAACCAGAGATGAAAATGCGTTACTATATGGATGGTTCAGTAAATGGTCACGAATTTACTATTGAGGGCGAGGGTACGGGACGCCCATACGAGGGGC
AAGCCAATAGTTTGGTCTCTACTTTTACGCAATGATATACCTACCAAGTCATTTACCAGTGCTTAAATGATAACTCCCGCTCCCATGCCCTGCGGGTATGCTCCCCG
mK02

ACCAGGAAATGACTTTACGCGTCACAATGGCTGAAGGCGGGCCTATGCCGTTTGCGTTCGATCTTGTTAGTCATGTCTTTTGTTACGGTCACCGTGTATTTACTAAA
TGGTCCTTTACTGAAATGCGCAGTGTTACCGACTTCCGCCCGGATACGGCAAACGCAAGCTAGAACAATCAGTACAGAAAACAATGCCAGTGGCACATAAATGATTT
mK02

TACCCCGAGGAAATTCCAGACTATTTCAAACAAGCCTTCCCGGAAGGTTTGTCTTGGGAGCGCAGTTTAGAGTTTGAAGACGGTGGCTCGGCCAGCGTGTCAGCTCA
ATGGGGCTCCTTTAAGGTCTGATAAAGTTTGTTCGGAAGGGCCTTCCAAACAGAACCCTCGCGTCAAATCTCAAACTTCTGCCACCGAGCCGGTCGCACAGTCGAGT
mK02

TATTAGTCTTCGCGGCAATACATTTTATCACAAGTCAAAGTTCACCGGCGTGAACTTCCCCGCAGACGGCCCAATCATGCAGAATCAAAGTGTTGATTGGGAACCGT
ATAATCAGAAGCGCCGTTATGTAAAATAGTGTTCAGTTTCAAGTGGCCGCACTTGAAGGGGCGTCTGCCGGGTTAGTACGTCTTAGTTTCACAACTAACCCTTGGCA
mK02

CCACAGAGAAGATTACAGCTTCCGATGGAGTCTTAAAGGGCGATGTAACCATGTACTTAAAATTAGAAGGGGGAGGGAACCATAAATGTCAGATGAAGACTACCTAT
GGTGTCTCTTCTAATGTCGAAGGCTACCTCAGAATTTCCCGCTACATTGGTACATGAATTTTAATCTTCCCCCTCCCTTGGTATTTACAGTCTACTTCTGATGGATA
mK02



pJ2040 (7459 bp) (from 1178-2354 bp)

AAGGCCGCAAAAGAGATTCTTGAAATGCCCGGAGACCACTACATTGGGCATCGTTTGGTCCGTAAGACAGAAGGAAATATTACTGAACAGGTCGAAGACGCTGTGGC
TTCCGGCGTTTTCTCTAAGAACTTTACGGGCCTCTGGTGATGTAACCCGTAGCAAACCAGGCATTCTGTCTTCCTTTATAATGACTTGTCCAGCTTCTGCGACACCG
mK02

ACACAGCATGTCCCGCCGTAATACTGACGCCATCACAATCCACAGCATCCTGGATTGGATTGAAGACAACTTGGAGTCGCCGTTGAGTTTAGAAAAAGTTAGTGAAC
TGTGTCGTACAGGGCGGCATTATGACTGCGGTAGTGTTAGGTGTCGTAGGACCTAACCTAACTTCTGTTGAACCTCAGCGGCAACTCAAATCTTTTTCAATCACTTG
MarA 4

GTAGTGGTTACTCAAAGTGGCACCTTCAGCGCATGTTTAAGAAGGAAACGGGTCATTCATTGGGTCAATATATTCGTTCTCGCAAGATGACTGAAATTGCCCAGAAA
CATCACCAATGAGTTTCACCGTGGAAGTCGCGTACAAATTCTTCCTTTGCCCAGTAAGTAACCCAGTTATATAAGCAAGAGCGTTCTACTGACTTTAACGGGTCTTT
> MarA 4

TTGAAAGAGTCTAATGAACCTATTTTGTACCTGGCGGAGCGTTACGGCTTTGAAAGTCAGCAAACCCTTACACGTACCTTCAAGAATTACTTTGACGTTCCACCACA
AACTTTCTCAGATTACTTGGATAAAACATGGACCGCCTCGCAATGCCGAAACTTTCAGTCGTTTGGGAATGTGCATGGAAGTTCTTAATGAAACTGCAAGGTGGTGT
> MarA 4

Ncol
CAAATATCGTATGACCAACATGCAGGGTGAGTCACGTTTTTTGCATCCGTTGAATCATTACAATTCCTAATAATCGCTGGGACGCCCGCCATGGTTCAGCCAAAAAA
GTTTATAGCATACTGGTTGTACGTCCCACTCAGTGCAAAAAACGTAGGCAACTTAGTAATGTTAAGGATTATTAGCGACCCTGCGGGCGGTACCAAGTCGGTTTTTT
> MarA Suffix ECK...or $

CTTAAGACCGCCGGTCTTGTCCACTACCTTGCAGTAATGCGGTGGACAGGATCGGCGGTTTTCTTTTCTCTTCTCAATTCTTCTGACCTGTAACGAATAATAGATAG
GAATTCTGGCGGCCAGAACAGGTGATGGAACGTCATTACGCCACCTGTCCTAGCCGCCAAAAGAAAAGAGAAGAGTTAAGAAGACTGGACATTGCTTATTATCTATC
’ ECK120029600 Terminator Spacer 1

TAAAGTAGTCTCCGATTGAGTTTTCTCTGCCGAGTCCCACCCAGTTCTGTGATTTCAGTAAGTTGGTAATTGATACACTGTTGCGAGAACTGCTGCCTGGTAGTAGA
ATTTCATCAGAGGCTAACTCAAAAGAGACGGCTCAGGGTGGGTCAAGACACTAAAGTCATTCAACCATTAACTATGTGACAACGCTCTTGACGACGGACCATCATCT
Spacer 1

HindIII
TAGGTTGTTATTGAGTAAGAAGGTAAAGTGAACGAAATCCCTGAAACTGAGACTGTAGAAAATAAGCTTCAGCCTGCGGTCCGGTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGG
ATCCAACAATAACTCATTCTTCCATTTCACTTGCTTTAGGGACTTTGACTCTGACATCTTTTATTCGAAGTCGGACGCCAGGCCAACTGTCGATCGAGTCAGGATCC

Spacer 1 Prefix P(BBa_J23102)

TACTGTGCTAGCTCGCTGGGACGCCCGGGGACTACACTTACGAAACTATTGATTGCTCAGCCTGCGGTCCGGccaTACATACTCTAAGATGTGTCTCGCTGGGACGC
ATGACACGATCGAGCGACCCTGCGGGCCCCTGATGTGAATGCTTTGATAACTAACGAGTCGGACGCCAGGCCggtATGTATGAGATTCTACACAGAGCGACCCTGCG
P(B...2) Suffix Linker_1 Prefix bs-4 Suffix

BamHI

CCGGGATCCAAGAGATTTCTACACGATTGAGCACTGTCTCAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA
GGCCCTAGGTTCTCTAAAGATGTGCTAACTCGTGACAGAGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGT
Linker_10 Prefix Csy4 site | RBS »3

TATGCGTAAAGGCGAAGAACTGTTTACCGGTGTGGTTCCGATTCTGGTGGAACTGGACGGCGATGTTAATGGTCATAAATTCAGTGTTCGCGGCGAAGGTGAAGGCG
ATACGCATTTCCGCTTCTTGACAAATGGCCACACCAAGGCTAAGACCACCTTGACCTGCCGCTACAATTACCAGTATTTAAGTCACAAGCGCCGCTTCCACTTCCGC
3 sfGFP

7



pJ2040 (7459 bp) (from 2355-3531 bp)

ATGCGACGAACGGCAAACTGACCCTGAAATTTATCTGCACCACGGGTAAACTGCCGGTCCCGTGGCCGACGCTGGTGACCACGCTGACCTATGGCGTTCAATGTTTT
TACGCTGCTTGCCGTTTGACTGGGACTTTAAATAGACGTGGTGCCCATTTGACGGCCAGGGCACCGGCTGCGACCACTGGTGCGACTGGATACCGCAAGTTACAAAA
sfGFP

GCGCGTTACCCGGATCACATGAAACAGCACGACTTTTTCAAATCGGCCATGCCGGAAGGCTATGTGCAGGAACGTACGATTAGCTTTAAAGACGATGGTACGTATAA
CGCGCAATGGGCCTAGTGTACTTTGTCGTGCTGAAAAAGTTTAGCCGGTACGGCCTTCCGATACACGTCCTTGCATGCTAATCGAAATTTCTGCTACCATGCATATT
sfGFP

AACCCGCGCGGAAGTGAAATTCGAAGGCGATACCCTGGTTAACCGTATCGAACTGAAAGGTATCGATTTCAAAGAAGACGGCAATATTCTGGGTCATAAACTGGAAT
TTGGGCGCGCCTTCACTTTAAGCTTCCGCTATGGGACCAATTGGCATAGCTTGACTTTCCATAGCTAAAGTTTCTTCTGCCGTTATAAGACCCAGTATTTGACCTTA
sfGFP

ATAACTTCAATTCCCACAACGTGTACATCACCGCGGATAAACAGAAAAACGGCATTAAAGCCAATTTCAAAATCCGCCATAATGTGGAAGATGGTAGCGTTCAGCTG
TATTGAAGTTAAGGGTGTTGCACATGTAGTGGCGCCTATTTGTCTTTTTGCCGTAATTTCGGTTAAAGTTTTAGGCGGTATTACACCTTCTACCATCGCAAGTCGAC
sfGFP

GCCGACCACTATCAGCAAAACACGCCGATTGGTGATGGCCCGGTCCTGCTGCCGGACAATCACTACCTGAGTACCCAGTCCGTGCTGTCAAAAGATCCGAACGAAAA
CGGCTGGTGATAGTCGTTTTGTGCGGCTAACCACTACCGGGCCAGGACGACGGCCTGTTAGTGATGGACTCATGGGTCAGGCACGACAGTTTTCTAGGCTTGCTTTT
sfGFP

ACGTGACCACATGGTCCTGCTGGAATTTGTGACGGCTGCGGGTATCACCCACGGCATGGACGAACTGTATAAAATGTCCCGCCGTAATACTGACGCCATCACAATCC
TGCACTGGTGTACCAGGACGACCTTAAACACTGCCGACGCCCATAGTGGGTGCCGTACCTGCTTGACATATTTTACAGGGCGGCATTATGACTGCGGTAGTGTTAGG
sfGFP ‘ MarAn20 '

SbfI KpnI

ACAGCATCCTGGATTGGATTGAAGACTAATAATCGCTGGGACGCCCGCCTGCAGGCTCGGTACCAAATTCCAGAAAAGAGGCCTCCCGAAAGGGGGGCCTTTTTTCG
TGTCGTAGGACCTAACCTAACTTCTGATTATTAGCGACCCTGCGGGCGGACGTCCGAGCCATGGTTTAAGGTCTTTTCTCCGGAGGGCTTTCCCCCCGGAAAAAAGC
> MarAn20 Suffix L3S2P21 Terminator 4

TTTTGGTCCTAATAGATAAAGGATAGGTCTGGTAGTGTTGTTCGTTCTCGCAGGTAAATCAATAATACTCAGCAGTTCCGTAGACTTTTCAGTGGGACAGGGTAGCG
AAAACCAGGATTATCTATTTCCTATCCAGACCATCACAACAAGCAAGAGCGTCCATTTAGTTATTATGAGTCGTCAAGGCATCTGAAAAGTCACCCTGTCCCATCGC
3 Spacer 2.5

Sall

ATAACAGATAGATTGTAATAAGACACAGTAGGTGCTCGTAGTTGCGTGAAGAGAACCGCTCAGGAAATCCAGTCAGAAGTATTGGTAATCGTTGAAAACTCAGTCGA
TATTGTCTATCTAACATTATTCTGTGTCATCCACGAGCATCAACGCACTTCTCTTGGCGAGTCCTTTAGGTCAGTCTTCATAACCATTAGCAACTTTTGAGTCAGCT
Spacer 2.5

AatIl

CGCACTTACTGAAGACGTCCTATTACACTCGTCGTTGGAAACTGAAGATCAGCCTGCGGTCCGGGTTCACTGCCGTATAGGCAGTAATTTTGTTTAACTTTAAGAAG
GCGTGAATGACTTCTGCAGGATAATGTGAGCAGCAACCTTTGACTTCTAGTCGGACGCCAGGCCCAAGTGACGGCATATCCGTCATTAAAACAAATTGAAATTCTTC
Spa... 5 Linker_11 Prefix Csy4 site \ RBS »3

GAGATATACATATGAATCAGTCATTCATCTCGGACATCTTATATGCCGACATCGAATCGAAGGCTAAGGAACTTACAGTCAATTCCAACAATACTGTCCAGCCGGTC
CTCTATATGTATACTTAGTCAGTAAGTAGAGCCTGTAGAATATACGGCTGTAGCTTAGCTTCCGATTCCTTGAATGTCAGTTAAGGTTGTTATGACAGGTCGGCCAG
> RBS RepA70 '



pJ2040 (7459 bp) (from 3532-4815 bp)

GCGCTTATGCGCTTAGGAGTTTTCGTTCCCAAACCTTCCAAGAGCAAAGGAGAAAGTAAGGAAATTGACGCCACCAAAGCCTTCTCTCAACTGGAGATTGCTAAAGC
CGCGAATACGCGAATCCTCAAAAGCAAGGGTTTGGAAGGTTCTCGTTTCCTCTTTCATTCCTTTAACTGCGGTGGTTTCGGAAGAGAGTTGACCTCTAACGATTTCG
> RepA70 s

AGAGGGCatggttagtaaaggagaagaaaataacatggcaCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTACATGGAGGGCACCGTGAACAACCACCACTTCAAGT
TCTCCCGtaccaatcatttcctcttcttttattgtaccgtGACTAATTCCTCTTGTACGTGTACTTCGACATGTACCTCCCGTGGCACTTGTTGGTGGTGAAGTTCA
’ mKate2 s

GCACATCCGAGGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGECccGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACATCCTGGCTACCAGC
CGTGTAGGCTCCCGCTTCCGTTCGGGATGCTCCCGTGGGTCTGGTACTCTTAGTTCcggCAGCTCCCGCCGGGAGAGGGGAAGCGGAAGCTGTAGGACCGATGGTCG
> mKate2 $

TTCATGTACGGCAGCAAAACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTCTTTAAGCAGTCCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGA
AAGTACATGCCGTCGTTTTGGAAGTAGTTGGTGTGGGTCCCGTAGGGGCTGAAGAAATTCGTCAGGAAGGGACTCCCGAAGTGTACCCTCTCTCAGTGGTGTATGCT
> mKate2 $

AGACGGGGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCCCATCCAACGGCCCTGTGA
TCTGCCCCCGCACGACTGGCGATGGGTCCTGTGGTCGGAGGTCCTGCCGACGGAGTAGATGTTGCAGTTCTAGTCTCCCCACTTGAAGGGTAGGTTGCCGGGACACT
> mKate2 $

TGCAGAAGAAAACACTCGGCTGGGAGGCCTCCACCGAGaccCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAgCcCGACATGGCCCTGAAGCTCGTGGGCGGGGGL
ACGTCTTCTTTTGTGAGCCGACCCTCCGGAGGTGGCTCtggGACATGGGGCGACTGCCGCCGGACCTTCCGTCTcgGCTGTACCGGGACTTCGAGCACCCGLLCCCCG
> mKate2 s

CACCTGATCTGCAACTTGAAGACCACATACAGATCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGATGCCCGGCGTCTACTATGTGGACAGAAGACTGGAAAGAATCAAGGA
GTGGACTAGACGTTGAACTTCTGGTGTATGTCTAGGTTCTTTGGGCGATTCTTGGAGTTCTACGGGCCGCAGATGATACACCTGTCTTCTGACCTTTCTTAGTTCCT
> mKate2 $

GGCCGACAAAGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAGGTGGCTGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAACTGGGGCACAgAgtctaATAATCGCTGGGACGCCCGG
CCGGCTGTTTCTCTGGATGCAGCTCGTCGTGCTCCACCGACACCGGTCTATGACGCTGGAGGGATCGTTTGACCCCGTGTcTcagatTATTAGCGACCCTGCGGGCC
> mKate2 Suffix

NotI

CGGCCGCggaaacacagAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTcgaccaaagg TAGCGAACGACGAGTCACTGTTGAGGATAAATACTTTCTCTAC
GCCGGCGcctttgtgtcTTTTTTCGGGCGTGGACTGTCACGCCCGAAAAAAAAAgCctggtttccATCGCTTGCTGCTCAGTGACAACTCCTATTTATGAAAGAGATG
ECK120033737 Terminator Linker_8

KasI BbvCI AscIl

TAGGCGCCTGTTACACAGGTCCTCAGCGGCGCGCCTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGTGAAGCAACGGCC
ATCCGCGGACAATGTGTCCAGGAGTCGCCGCGCGGAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCGGCCCTCGCCTAAACTTGCAACACTTCGTTGCCGG
Spa...15

CGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCAGATCTACCGGTaaacca
GCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCGGTATTTGACGGTCCGTAGTTTGATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGTCTAGATGGCCAtttggt

gcaatagacataagcggctatttaacgaccctgecctgaaccgacgacaagetgacgaccgggtcetecgeaagtggeactttteggggaaatgtgegeggaaccect
cgttatctgtattcgeccgataaattgetgggacgggacttggetgetgttegactgetggeccagaggegttcaccgtgaaaageccctttacacgegecttgggga



pJ2040 (7459 bp) (from 4816-6099 bp)

atttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgaattaattcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggat
taaacaaataaaaagatttatgtaagtttatacataggcgagtacttaattaagaatctttttgagtagectcgtagtttactttgacgttaaataagtatagtecta
KanR

tatcaataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggecagttccataggatggcaagatectggtateggtctgegattecgact
atagttatggtataaaaactttttcggcaaagacattacttcctcttttgagtggeteccgtcaaggtatecctaccgttctaggaccatageccagacgectaaggetga
KanR

cgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagttt
gcaggttgtagttatgttggataattaaaggggagcagtttttattccaatagttcactctttagtggtactcactgectgacttaggeccactcttaccgttttcaaa
KanR

atgcatttctttccagacttgttcaacaggccageccattacgectcgtcatcaaaatcactcgecatcaaccaaaccgttattcattegtgattgegectgagegagac
tacgtaaagaaaggtctgaacaagttgtccggtcggtaatgecgagcagtagttttagtgagegtagttggtttggcaataagtaagecactaacgeggactegetetg
KanR

gaaatacgcggtcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggegcaggaacactgecagegecatcaacaatattttcacctgaatcaggatat
ctttatgcgccagcecgacaattttcctgttaatgtttgtecttagettacgttggecgegtecttgtgacggtegegtagttgttataaaagtggacttagtectata
KanR

tcttctaatacctggaatgctgttttcccggggatcgecagtggtgagtaaccatgecatcatcaggagtacggataaaatgettgatggtcggaagaggcataaatte
agaagattatggaccttacgacaaaagggcccctagegtcaccactcattggtacgtagtagtcctcatgectattttacgaactaccagecttctecgtatttaag
KanR

cgtcagccagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgecatgtttcagaaacaactctggegeatcgggettcccatacaategat
gcagtcggtcaaatcagactggtagagtagacattgtagtaaccgttgecgatggaaacggtacaaagtctttgttgagaccgegtageccgaagggtatgttageta
KanR

agattgtcgcacctgattgeccgacattatcgegageccatttatacccatataaatcagecatccatgttggaatttaatcgeggectagagecaagacgtttceegt
tctaacagcgtggactaacgggctgtaatagegetcgggtaaatatgggtatatttagtecgtaggtacaaccttaaattagegecggatctegttctgcaaagggcea
KanR

tgaatatggctcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagecggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaat
acttataccgagtatgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtactcgectatgtataaacttacataaatctttttatttgttta
KanR

aggcatgctagegcagaaacgtcctagaagatgecaggaggatacttagcagagagacaataaggecggagegaageegtttttecataggetecgececectgacg
tccgtacgatcgegtetttgeaggatcttetacggtectectatgaategtctetetgttattecggectegetteggecaaaaaggtatecgaggeggggggactge
ColA ori ¢

aacatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegttteccectgatggeteectettgegetetectgttece
ttgtagtgctttagactgegagtttagtcaccaccgetttgggetgtectgatatttetatggteccgecaaagggggactaccgagggagaacgegagaggacaaggg
> ColA ori $

gtcctgeggegtecgtgttgtggtggaggctttacccaaatcaccacgteccgttecgtgtagacagttegetecaagetgggetgtgtgecaagaacccccegttea
caggacgccgcaggcacaacaccacctccgaaatgggtttagtggtgcagggcaaggcacatctgtcaagegaggttcgacccgacacacgttettggggggcaagt
’ ColA ori 4



pJ2040 (7459 bp) (from 6100-7383 bp)

gcecgactgetgegecttatecggtaactatcatettgagtccaacccggaaagacacgacaaaacgecactggeageagecattggtaactgagaattagtggatt
cgggctgacgacgeggaataggecattgatagtagaactcaggttgggectttetgtgetgttttgeggtgaccgtegteggtaaccattgactcttaatcacctaa
> ColA ori 4

tagatatcgagagtcttgaagtggtggcctaacagaggctacactgaaaggacagtatttggtatcetgegetccactaaagecagttaccaggttaageagttecce
atctatagctctcagaacttcaccaccggattgtcteccgatgtgactttecctgtcataaaccatagacgegaggtgattteggtcaatggtccaattegtcaagggs
’ ColA ori 4

aactgacttaaccttcgatcaaaccgectccccaggeggttttttegtttacagagcaggagattacgacgatcgtaaaaggatctcaagaagatectttacggatt
ttgactgaattggaagctagtttggeggaggggtccgeccaaaaaageaaatgtetegtectctaatgetgetageattttectagagttcttctaggaaatgectaa
> ColA ori ¢

cccgacaccatcactctagatttcagtgecaatttatctcttcaaatgtagecacctgaagtcagecccatacgatataagttgtaattctcatgttagtcatgecccg
gggctgtggtagtgagatctaaagtcacgttaaatagagaagtttacatcgtggacttcagteggggtatgetatattcaacattaagagtacaatcagtacgggge

Co...1

cgcccaccggaaggagetgactgggttgCTCCTAgGGTCTGATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAA
gecgggtggecttectegactgacccaacGAGGATCCCAGACTAAGCAATGGTTAATACTGTTGAACTGCCGATGTAGTAAGTGAAAAAGAAGTGTTGGCCGTGCCTT

araC

CTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGC
GAGCGAGCCCGACCGGGGCCACGTAAAAAATTTATGGGCGCTCTTTATCTCAACTAGCAGTTTTGGTTGTAACGCTGGCTGCCACCGCTATCCGTAGGCCCACCACG

araC

TCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAA
AGTTTTCGTCGAAGCGGACCGACTATGCAACCAGGAGCGCGGTCGAATTCTGCGATTAGGGATTGACGACCGCCTTTTCTACACTGTCTGCGCTGCCGCTGTTCGTT

araC

ACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTC
TGTACGACACGCTGCGACCGCTATAGTTTTAACGACAGACGGTCCACTAGCGACTACATGACTGTTCGGAGCGCATGGGCTAATAGGTAGCCACCTACCTCGCTGAG

araC

GTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAACA
CAATTAGCGAAGGTACGCGGCGTCATTGTTAACGAGTTCGTCTAAATAGCGGTCGTCGAGGCTTATCGCGGGAAGGGGAACGGGCCGCAATTACTAAACGGGTTTGT

araC

GGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAG
CCAGCGACTTTACGCCGACCACGCGAAGTAGGCCCGCTTTCTTGGGGCATAACCGTTTATAACTGCCGGTCAATTCGGTAAGTACGGTCATCCGCGCGCCTGCTTTC

araC

TAAACCCACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAAATTCTCG
ATTTGGGTGACCACTATGGTAAGCGCTCGGAGGCCTACTGCTGGCATCACTACTTAGAGAGGACCGCCCTTGTCGTTTTATAGTGGGCCAGCCGTTTGTTTAAGAGC

araC

TCCCTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAA
AGGGACTAAAAAGTGGTGGGGGACTGGCGCTTACCACTCTAACTCTTATATTGGAAAGTAAGGGTCGCCAGCCAGCTATTTTTTTAGCTCTATTGGCAACCGGAGTT

araC



pJ2040 (7459 bp) (from 7384-7459 bp)

TCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCAT
AGCCGCAATTTGGGCGGTGGTCTACCCGTAATTTGCTCATAGGGCCGTCGTCCCCTAGTAAAACGCGAAGTCGGTA

S« araC |




