(from 1-642 bp) 3/7/2025 10:38:28 AM

PAL-B10 (3041 bp)

Acul

ttgagatcctttttttctgegegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttgtttgecggatcaagagetaccaactetttttecga
aactctaggaaaaaaagacgcgcattagacgacgaacgtttgtttttttggtggegatggtegecaccaaacaaacggectagttctegatggttgagaaaaagget

‘ ori >

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

aggtaactggcttcagcagagegcagataccaaatactgtccttetagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactctgtagecaccgectacataccteget
tccattgaccgaagtcgtctegegtctatggtttatgacaggaagatcacatcggeatcaateccggtggtgaagttcttgagacategtggeggatgtatggagega

3» ori »

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

A1wNI

ctgctaatcctgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegecageggtegggetgaac
gacgattaggacaatggtcaccgacgacggtcaccgctattcagcacagaatggeccaacctgagttctgetatcaatggectattecgegtegecageecgacttg

3» ori »

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320

BsiHKAI
ApalLl BseYI

ggggggttegtgecacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgageattgagaaagegecacgetteccgaagggagaaagg
ccccccaagcacgtgtgtegggtegaacctegettgetggatgtggettgactctatggatgtegeactegtaactetttegeggtgegaagggettecctetttec

S» ori >
330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
BssSal
BciVI BssSI

cggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegecacgagggagettccagggggaaacgectggtatetttatagtectgtegggtttegecacctce
gcetgtccataggecattegeecgteccagecttgtectetegegtgeteectegaaggtecccctttgeggaccatagaaatatcaggacageccaaageggtggag

| pBR3220ri-F
» ori »

430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530

DrdI

tgacttgagcgtcgatttttgtgatgetegtcaggggggcggagectatggaaaaacgecagcaacgeggectttttacggttectggecttttgetggeettttge
actgaactcgcagctaaaaacactacgagcagtccccccgecteggatacctttttgeggtegttgegecggaaaaatgecaaggaccggaaaacgaccggaaaacyg

S» ori

540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640
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PAL-B10 (3041 bp) (from 643-1177 bp) 3/7/2025 10:38:28 AM

NspI
Pcil

tcacatgttctttcectgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetegecgecagecgaacgaccgagegeagegagt
agtgtacaagaaaggacgcaataggggactaagacacctattggcataatggeggaaactcactcgactatggegageggegteggettgetggetegegtegetea

650 660 670 680 690 700 710 720 730 740

BspQI
Sapl BsaXI PvuIl

cagtgagcgaggaagecggaagagegeccaatacgcaaaccgecteteccegegegttggecgattcattaatgecagetggeacgacaggtttcccgactggaaageg
gtcactcgecteccttegecttctegegggttatgegtttggeggagaggggcgegcaaccggctaagtaattacgtegaccgtgetgtccaaagggetgacctttege
L4440

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850

BmtI
Mlul NheI

ggcagtgagcgcaacgcaattaatacgegtaccgectagecaggaagagtttgtagaaacgcaaaaaggecatccgtcaggatggecttetgettagtttgatgeetg
ccgtcactcgegttgegttaattatgegeatggegateggtecttctcaaacatetttgegtttttecggtaggeagtcctaccggaagacgaatcaaactacggac

rrnB T2 terminator

860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

AclI

gcagtttatggegggegtectgeccgecacectecgggecgttgettcacaacgttcaaatecgeteccggeggatttgtectactcaggagagegttcaccgacaa

cgtcaaataccgcccgeaggacgggeggtgggaggeccggcaacgaagtgttgcaagtttaggegagggecgectaaacaggatgagtectetegecaagtggetgtt
168 166 164 162

@ P SR ¢ @K

1045-1551
lacZ-alpha «$
[ rrnB T1 terminator ».
970 980 990 1,000 1,010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,060 1,070
NheI
HincII
BbsI Hpal BmtI

acaacagataaaacgaaaggcccagtcttccgactgagectttegttttatttgatgectggecagttecectactetegegttaacgetageatggatgtttteccag

tgttgtctattttgetttccgggtcagaaggetgactcggaaagcaaaataaactacggaccgtcaagggatgagagegcaattgegategtacctacaaaagggtce
160 158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126

G s@X CEENY X s GEX TEIN sEYQ C N G EEIVY VEXK s EXTHEX N @WK

1045-1551
3K lacZ-alpha «$
3» rrnB T1 terminator

1,080 1,090 1,100 1,110 1,120 1,130 1,140 1,150 1,160 1,170

https://benchling.com/asfarlathif/f/lib_90r4g0ow-pfus-b/seq_uvuvFIFt-pal-b10/edit

2/6



PAL-B10 (3041 bp) (from 1178-1498 bp) 3/7/2025 10:38:28 AM

PluTI
BsmFI
Stol
Af1II Esp3I Bsal NarI
AhdI BsmBI Pf1MI KasI

tcacgacgttgtaaaacgacggccagtcttaagegtetcatggectgaccecggaccaagtggtggGGTAcgagaccggegecgetacagggegegteccattegee

agtgctgcaacattttgetgecggtcagaattegecagagtaccggactggggectggttcaccaccCCATgetctggecgeggegatgteccgegeagggtaagegg
124 122 120 118 116 114 112 110 108 106 104 102 100 98 96 94 92 90

CR R L VVCA LR L RREKAGIMEER V L X c@X ¢'s c PG G

3« lacZ-alpha <3
| M13 fwd > >

I I I I I I I I I I I
1,180 1,190 1,200 1,210 1,220 1,230 1,240 1,250 1,260 1,270 1,280

BglI FspI Pvul PvuIl

attcaggctgecgcaactgttgggaagggcgateggtgegggectettegetattacgecagetggegaaagggggatgtgetgcaaggegattaagttgggtaacge

taagtccgacgegttgacaaccctteccgetagecacgeecggagaagegataatgeggtegacegetttececctacacgacgttecgetaattcaacccattgeg
88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54

L R L R D RCA E E R A F A AL R L X G
3« lacZ-alpha <3
I I I I I I I I I I I
1,290 1,300 1,310 1,320 1,330 1,340 1,350 1,360 1,370 1,380 1,390
PaeR71
PspXI
BanII
Eco01091I Eco01091I
PspOMI ~ Xhol
Kpnl Apal PpuMI

Acc65I|| BpmI TIliI

cagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagegegegtaatacgactcactatagggegaattgggtaccgggececcectegaggtectecag

gtcccaaaagggtcagtgetgeaacattttgetgecggtcactegegegeattatgetgagtgatatcecgettaacccatggeecgggggggagetccaggaggte
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

E D R R L V VCA L RCA Y Y E Y v ¢ GEX s TEIW
I 7 >
3« lacZ-alpha <3
[ M13 fwd > \ T7 promoter
| | | | | | | | | |
1,400 1,410 1,420 1,430 1,440 1,450 1,460 1,470 1,480 1,490
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PAL-B10 (3041 bp) (from 1499-2140 bp) 3/7/2025 10:38:28 AM

cttttgttccctttagtgagggttaattgegegettggegtaatcatggtcatagetgtttectgtgtgaaattgttatecgetcacaattccacacaacatacgag

gaaaacaagggaaatcactcccaattaacgecgecgaaccgcattagtaccagtatcgacaaaggacacactttaacaataggegagtgttaaggtgtgttgtatgetce
16 14 12

18 10 8 6 4 2
IV cEX TEX TEXOWY S P OTEX MOT M

1045-1551
T3 | M13 rev
lacZ-alpha M13/pUC Reverse
T3 promoter M13 Reverse lac operator la...r
1,500 1,510 1,520 1,530 1,540 1,550 1,560 1,570 1,580 1,590 1,600
SgrAl
Agel Bsal

ccggaagcataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaactcacattaattgegttgegetcactgeccgetttecaccggtggtctctCGTAgcaage
ggecttegtatttcacatttecggaccccacggattactcactcgattgagtgtaattaacgcaacgegagtgacgggegaaaggtggecaccagagaGCATegtteg

lac promoter CAP binding site
1,610 1,620 1,630 1,640 1,650 1,660 1,670 1,680 1,690 1,700 1,710
Esp3I Aatll
BstXI BsmBI Xbal
Afel AIwWNI Bsgl N¢oI Pf1MI Zral Bcgl

aagcgctcgaaacggtgeageggetgttgeeggtgetgtgecaggaccatggectgaccccggaccaagtggtggetategagacgtctagaccagecaggacagaa
ttcgegagetttgecacgtegecgacaacggecacgacacggtectggtaccggactggggectggttcaccaccgatagetetgeagatetggteggtectgtett

1,720 1,730 1,740 1,750 1,760 1,770 1,780 1,790 1,800 1,810

atgcctcgacttcgetgetacccaaggttgecgggtgacgecacaccgtggaaacggatgaaggecacgaacccagtggacataagectgtteggttegtaagetgtaa
tacggagctgaagcgacgatgggttccaacggeccactgegtgtggeacctttgectacttecgtgettgggtcacctgtatteggacaagecaageattegacatt

1,820 1,830 1,840 1,850 1,860 1,870 1,880 1,890 1,900 1,910 1,920

tgcaagtagcgtatgegetcacgcaactggtccagaaccttgaccgaacgeageggtggtaacggegeagtggeggttttcatggettgttatgactgtttttttgg
acgttcatcgcatacgecgagtgegttgaccaggtcttggaactggettgegtegecaccattgecgegtcaccgecaaaagtaccgaacaatactgacaaaaaaacc

1,930 1,940 1,950 1,960 1,970 1,980 1,990 2,000 2,010 2,020 2,030
ggtacagtctatgectegggeatccaagecagcaagegegttacgecgtgggtegatgtttgatgttatggagecagcaacgatgttacgecageagggeagtegececta

ccatgtcagatacggagcccgtaggttegtegttegegeaatgeggeacccagetacaaactacaatacctegtegttgetacaatgegtegteecgtcagegggat

2,040 2,050 2,060 2,070 2,080 2,090 2,100 2,110 2,120 2,130 2,140
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PAL-B10 (3041 bp) (from 2141-2568 bp) 3/7/2025 10:38:28 AM

Bcgl

aaacaaagttaaacattatgagggaagcggtgatcgecgaagtatcgactcaactatcagaggtagttggegtcategagegecatctegaaccgacgttgetggec
tttgtttcaatttgtaatactcccttcgecactageggettcatagetgagttgatagtctecatcaaccgeagtagetegeggtagagettggetgeaacgaccgg

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
M eV I E R L E L L JA
| SmR »%
I I I I I I I I I I
2,150 2,160 2,170 2,180 2,190 2,200 2,210 2,220 2,230 2,240
Acul BsStEII

gtacatttgtacggctccgeagtggatggeggectgaagecacacagtgatattgatttgetggttacggtgaccgtaaggettgatgaaacaacgeggegagettt
catgtaaacatgccgaggegtcacctaccgecggactteggtgtgtcactataactaaacgaccaatgecactggeattcecgaactactttgttgegecgetegaaa

32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66
G DAV D JON L K D I DL L V v V R L D E R R A L
3» SmR »%

I I I I I I I I I I I
2,250 2,260 2,270 2,280 2,290 2,300 2,310 2,320 2,330 2,340 2,350

Apall
Bcll BpmI Msll  BsiHKAI

gatcaacgaccttttggaaacttcggettcccctggagagagegagattetecgegetgtagaagtcaccattgttgtgecacgacgacatcattecgtggegttate

ctagttgctggaaaacctttgaagecgaaggggacctctetegetctaagaggegegacatcttcagtggtaacaacacgtgetgetgtagtaaggecaccgecaatag
68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 100

G 23 E I L R/A 'V E V I vV V D D I
3» SmR »%
T T T T T T T T T T T
2,360 2,370 2,380 2,390 2,400 2,410 2,420 2,430 2,440 2,450 2,460
BsrDI
BlpI BspMI
Ajul BfUAI Pvul

cagctaagcgcgaactgcaatttggagaatggcagegecaatgacattettgecaggtatettegagecagecacgatcgacattgatetggetatettgetgacaaaa

gtcgattcgegettgacgttaaacctettaccgtegegttactgtaagaacgtccatagaageteggteggtgetagetgtaactagaccgatagaacgactgtttt
102 104 106 108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136

G 23 R D I LA XTI F E A I DI D LA I

3» SmR »$

2,470 2,480 2,490 2,500 2,510 2,520 2,530 2,540 2,550 2,560
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PAL-B10 (3041 bp) (from 2569-3041 bp) 3/7/2025 10:38:28 AM

gcaagagaacatagcgttgecttggtaggtccageggeggaggaactctttgatecggttectgaacaggatctatttgaggegetaaatgaaaccttaacgetatg

cgttctcttgtatcgecaacggaaccatccaggtegecgectecttgagaaactaggeccaaggacttgtectagataaactecgegatttactttggaattgegatac
138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172

G A A E E L F D) V) = D L F E AL = L L

3» SmR »$
I I I I I I I I I I I
2,570 2,580 2,590 2,600 2,610 2,620 2,630 2,640 2,650 2,660 2,670
BtgZl
BsmFI

gaactcgecgeccgactgggetggegatgagegaaatgtagtgettacgttgteccgeatttggtacagegecagtaaccggecaaaatecgegecgaaggatgtegetg
cttgagcggegggetgaccegaccgetactegetttacatcacgaatgcaacagggegtaaaccatgtegegtcattggeegttttagegeggettectacagegac
174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208

D E R V V L L R I Y AV K I A} K D V JA

S» SmR »$
I I I I I I I I I I I
2,680 2,690 2,700 2,710 2,720 2,730 2,740 2,750 2,760 2,770 2,780
Nael
BglI BsrDI NgoMIV

ccgactgggcaatggagegectgeeggeccagtatcageccgtcatacttgaagetagacaggettatettggacaagaagaagatcgettggectegegegeagat

ggetgacccgttacctegeggacggecgggtcatagtegggeagtatgaacttegatetgtecgaatagaacctgttettcttctagegaaccggagegegegtceta
210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244

ERL‘A Y V I L E AR ADY L X¢ E E DR LA R A D

3» SmR »$
I I I I I I I I I I
2,790 2,800 2,810 2,820 2,830 2,840 2,850 2,860 2,870 2,880
PaeR71
PspXI
Xhol
Apol BsaAl T1iI MIul

cagttggaagaatttgtccactacgtgaaaggcgagatcaccaaggtagtcggcaaataaccctecgagecacccatgaccaaaateccttaacgtgagttacgegtce

gtcaaccttcttaaacaggtgatgecactttecgetctagtggttecatcagecgtttattgggageteggtgggtactggttttagggaattgecactcaatgegeag
246 248 250 252 254 256 258 260 262 264

¢ DT TSNS : IS -

3> SmR >

I I I I I I I I I I I
2,890 2,900 2,910 2,920 2,930 2,940 2,950 2,960 2,970 2,980 2,990

gttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttce
caaggtgactcgcagtctggggeatcttttctagtttcctagaag

I I I I I
3,000 3,010 3,020 3,030 3,040
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