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Zral
Aatll

ttcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcecttagacgtcaggtggecacttttcggggaaatgtgecgeggaaccectatttgtttattttte

aagaacttctgctttcccggagcactatgecggataaaaatatccaattacagtactattattaccaaagaatctgcagtccaccgtgaaaageccectttacacgecgecttggggataaacaaataaaaag

taaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcettcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcecgtgtegeecttatteccttttttgeggeatttt
1 1 1 1 1 1

atttatgtaagtttatacataggcgagtactctgttattgggactatttacgaagttattataactttttceccttctcatactcataagttgtaaaggcacagcgggaataagggaaaaaacgccgtaaaa

Ap

gccttectgtttttgetcacccagaaacgectggtgaaagtaaaagatgectgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagateccttgagagttttecgececega
L R o e L Ea e o o R L R e R aaas
cggaaggacaaaaacgagtgggtctttgcgaccactttcattttctacgacttctagtcaacccacgtgctcacccaatgtagettgacctagagttgtcgecattctaggaactctcaaaagecgggget

I ————— —
Ap

agaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggecgeggtattatccecgtgttgacgecgggcaagagcaactecggtecgecgecatacactattctcagaatgacttggttgagtactea

tcttgcaaaaggttactactcgtgaaaatttcaagacgatacaccgegeccataatagggcacaactgcggeccgttcectegttgageccageggegtatgtgataagagtettactgaaccaactcatgagt

- - - |
Ap

rvm

ccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgecggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccg

ggtcagtgtcttttcgtagaatgecctaccgtactgtcattctcttaatacgtcacgacggtattggtactcactattgtgacgececggttgaatgaagactgttgectagectectggettectegattgge
Ap

cttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgecctgcagcaatggcaacaacgttgegecaaact
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gaaaaaacgtgttgtaccccctagtacattgagcggaactagcaacccttggectcecgacttactteggtatggtttgetgetegecactgtggtgetacggacgtcecgttacegttgttgecaacgegtttga

Ap

attaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetecggecctteccggetggetggtttattgetgataaatctgga
: ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

t t t t t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t
taattgaccgcttgatgaatgagatcgaagggecegttgttaattatctgacctacctecgectatttecaacgtectggtgaagacgcgagecgggaaggecgaccgaccaaataacgactatttagacct

Ap
fhm

gccggtgagecgtgggtcectegeggtatcattgecagecactggggecagatggtaagecctececgtategtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgectgaga
1 1 1 1 1 1

cggccactcgcacccagagcgccatagtaacgtcecgtgacceccggtctaccattcgggagggcatagecatcaatagatgtgetgeecectecagtecegttgatacctacttgetttatectgtectagegactet

Ap

taggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgac

atccacggagtgactaattcgtaaccattgacagtctggttcaaatgagtatatatgaaatctaactaaattttgaagtaaaaattaaattttcctagatccacttctaggaaaaactattagagtactg

Ap

caaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttettgagatecetttttttectgegegtaatectgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgectacca

gttttagggaattgcactcaaaagcaaggtgactcgcagtctggggcatcttttctagtttecctagaagaactctaggaaaaaaagacgcgcattagacgacgaacgtttgtttttttggtggegatggt
[

Ori

gcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactecttttteccgaaggtaactggecttcagcagagecgcagataccaaatactgtecttectagtgtageecgtagttaggeccaccacttcaagaactectg

cgccaccaaacaaacggcctagttctcgatggttgagaaaaaggcttccattgaccgaagtecgtectegegtctatggtttatgacaggaagatcacatcggcatcaatccggtggtgaagttcttgagac

Ori

tagcaccgcctacatacctegctctgctaatecctgttaccagtggectgectgecagtggegataagtegtgtettacecgggttggactcaagacgatagttaccggataaggecgcageggtecgggetgaac

atcgtggcggatgtatggagecgagacgattaggacaatggtcaccgacgacggtcaccgetattcagecacagaatggeccaacctgagttetgetatcaatggectattecgegtegecagececgacttyg

Ori

ggggggttcgtgcacacagcecccagcttggagecgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagectatgagaaagegecacgettececcgaagggagaaaggcggacaggtatcecggtaagegge

ccccccaagcacgtgtgtcgggtecgaacctecgettgectggatgtggettgactectatggatgtecgecactecgatactetttecgeggtgecgaagggettecctettteegectgteccataggecattegecg

Ori

agggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgectggtatetttatagtectgtegggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetegtcaggggggeggagee
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

T T T T T T T T T T : T T T T T T T T T T T T T T T
tcccagecttgtectcectegegtgetecctecgaaggteccectttgeggaccatagaaatatcaggacageccaaagecggtggagactgaactecgecagectaaaaacactacgagcagtcececcecgectegg

Ori
rcﬂ

tatggaaaaacgccagcaacgcggcecctttttacggttectggecttttgetggecttttgectcacatgttetttectgegttatecectgattectgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetga

atacctttttgcggtcgttgecgeccggaaaaatgccaaggaccggaaaacgaccggaaaacgagtgtacaagaaaggacgcaataggggactaagacacctattggcataatggecggaaactcactcgact

Ori

130

260

390

520

1040

1170

1300

1430

1560

1690

1820

1950



Friday, June 10, 2011 4:42 PM
PET16-DEST

Page 2 of 5

o

o

© @ o O

Sapl
taccgctcgeecgecageccgaacgaccgagegcagcgagtcagtgagecgaggaagecggaagagegectgatgeggtattttetecttacgecatetgtgeggtatttcacaccgecatatatggtgecactcectea
B i o B B NN 2 B L e e LA B e
atggcgagcggcgtceggcttgectggectegegtegetcagtcactegetecttegecttectegeggactacgeccataaaagaggaatgecgtagacacgeccataaagtgtggegtatataccacgtgagagt

BsaAl Tth111l

gtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactcececgectatcecgetacgtgactgggtcatggectgegeccecgacaccecgecaacaccecgectgacgegecctgacgggettgtetgeteceg

catgttagacgagactacggcgtatcaattcggtcatatgtgaggcgatagcgatgcactgacccagtaccgacgecggggctgtgggeggttgtgggegactgegecgggactgecccgaacagacgaggge

gcatccgcttacagacaagectgtgaccgtctecgggagetgeatgtgtcagaggttttcaccgtecatcaccgaaacgecgegaggcagetgeggtaaagetecatcagegtggtegtgaagegattcacaga
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cgtaggcgaatgtctgttcgacactggcagaggeccctecgacgtacacagtctccaaaagtggcagtagtggectttgegegetecgtecgacgecatttegagtagtecgecaccagecacttecgectaagtgtet

tgtctgcctgttcatcecgegtccagetecgttgagtttecteccagaagegttaatgtectggettectgataaagecgggeccatgttaagggeggttttttectgtttggtcactgatgecteecgtgtaaggggg
: ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t T t T t
acagacggacaagtaggcgcaggtcgagcaactcaaagaggtcttcgcaattacagaccgaagactatttcgeccggtacaattecccgeccaaaaaaggacaaaccagtgactacggaggcacattccececee

atttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaacatgccecggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggatgeggegg
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

taaagacaagtacccccattactatggctactttgctctctectacgagtgctatgeccaatgactactacttgtacgggeccaatgaccttgcaacacteccatttgttgaccgecatacctacgeegece

gaccagagaaaaatcactcagggtcaatgccagcgcttegttaatacagatgtaggtgttccacagggtagccagcagcatecctgegatgcagatccggaacataatggtgcagggegetgactteecgeg

ctggtctctttttagtgagtcccagttacggtcgecgaagcaattatgtctacatccacaaggtgtecccateggtegtecgtaggacgetacgtectaggecttgtattaccacgteccegegactgaaggege

tttccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcagcagtecgettcacgttcgetegegtatecggtgattcattectgectaaccagtaaggea

aaaggtctgaaatgctttgtgecctttggcttctggtaagtacaacaacgagtccagegtctgcaaaacgtecgtegtcagecgaagtgcaagecgagegecatageccactaagtaagacgattggtcatteegt

FspAl

accccgceccagcectageecgggtectcaacgacaggagcacgatcatgecgcaccegtggeccaggacccaacgetgeccgagatgegeegegtgeggetgetggagatggeggacgegatggatatgttcectge
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

tggggcggtcggatcggecccaggagttgetgtectegtgetagtacgegtgggcaccggtectgggttgegacgggectctacgeggegecacgecgacgacctectacegectgegetacctatacaagacg

caagggttggtttgcgcattcacagttctccgcaagaattgattggctccaattcttggagtggtgaatcecgttagegaggtgecgecggetteccattcaggtecgaggtggeeccggetecatgecacecgeg

gttcccaaccaaacgcgtaagtgtcaagaggcgttcttaactaaccgaggttaagaacctcaccacttaggcaatcgectceccacggecggeccgaaggtaagtccageteccaccgggecgaggtacgtggege

acgcaacgcggggaggcagacaaggtatagggcggcgectacaatccatgecaaccegttceccatgtgetecgecgaggeggecataaatcgeecgtgacgatcageggtceccagtgatecgaagttaggetggta
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

tgcgttgcgeccecteegtcectgttcececatatecececgecgeggatgttaggtacggttgggcaaggtacacgageggetecgeegtatttageggcactgetagtecgecaggtcactagettcaateccgaccat

agagccgcgagcgatccttgaagctgtcectgatggtegtcatctacctgectggacagcatggectgcaacgecgggcatceccgatgeccgecggaagecgagaagaatcataatggggaaggecatccage
: ) L ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t T t T t
tctcggecgcectecgectaggaacttcgacagggactaccagcagtagatggacggacctgtegtaccggacgttgegececgtagggectacggeggecttegetettettagtattaccecttecggtaggteg

Nrul

ctcgcgtcgecgaacgccagcaagacgtageccagegegtecggeegecatgecggecgataatggectgettetecgecgaaacgtttggtggecgggaccagtgacgaaggcttgagecgagggecgtgcaagat
: ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

t } t } t } t t t t t t t t t t t 1 t 1 t T t T t
gagcgcagegettgeggtegttetgeategggtegegeagecggeggtacggecgetattaccggacgaagageggetttgcaaaccaccgecctggtcactgettecgaactegetecegecacgtteta

tccgaataccgcaagcgacaggecgatcatcgtegegetccagecgaaageggtectecgecgaaaatgacccagagegetgeecggecacctgtectacgagttgecatgataaagaagacagtcataagtgeg
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

aggcttatggcecgttcgectgtcecggectagtagcagegecgaggtegetttegecaggageggettttactgggtetegegacggecgtggacaggatgetcaacgtactatttettetgtcagtattcacge

PshAl

gcgacgatagtcatgccccgegeccaccggaaggagectgactgggttgaaggetectcaagggcatcggtcgagatececcggtgectaatgagtgagectaacttacattaattgegttgegetcactgeceg

cgctgctatcagtacggggcgcgggtggecttecctecgactgacccaactteccgagagttecececgtagecagetctagggeccacggattactcactecgattgaatgtaattaacgcaacgecgagtgacggge
Lacl

BsaXI' ‘BsaXI

ctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagectgcattaatgaatcggeccaacgecgecggggagaggeggtttgegtattgggegecagggtggtttttettttcaccagtgagacgggcaacagetgattge
: ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t T t T t
gaaaggtcagccctttggacagcacggtcgacgtaattacttageccggttgegegeccectecteccgeccaaacgecataaccecgeggteccaccaaaaagaaaagtggtcactectgececgttgtegactaacg

Lacl
I ——

Hpal

ccttcaccgecctggccctgagagagttgcagcaagecggtccacgectggtttgecccagcaggecgaaaatecctgtttgatggtggttaacggegggatataacatgagetgtectteggtategtegtatee

ggaagtggcggaccgggactcetctcaacgtegttegecaggtgegaccaaacggggtegtecgettttaggacaaactaccaccaattgeecgeectatattgtactecgacagaagecatagecagecatagg

Lac|
. _______________________________________________________________________________________________________________________________________________

cactaccgagatatccgcaccaacgcgcagcecccggactecggtaatggegegecattgegeccagegecatctgategttggcaaccagecatecgcagtgggaacgatgecctcattcagecatttgecatggtt

B i o B B NN 2 B L e e LA B e

gtgatggctctataggcgtggttgecgegtcecgggectgagecattaccgegegtaacgegggtecgeggtagactagecaaccgttggtegtagegtcaceccttgetacgggagtaagtcgtaaacgtaccaa

Lacl
I ——
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PspOMI
Apal

tgttgaaaaccggacatggcactccagtcgecttcecgtteccgetatecggetgaatttgattgecgagtgagatatttatgecagecageccagacgcagacgecgecgagacagaacttaatgggeeccgeta

acaacttttggcctgtaccgtgaggtcagcggaagggcaaggcgatageccgacttaaactaacgctcactctataaatacggtecggtecggtectgegtectgegeggetetgtettgaattacccgggegat

Lacl
I ——

‘BstEII

acagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgecccagtecgegtacecgtettcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgeccggaacatt
L e L as B o o o A R o e e Aaaa
tgtcgcgctaaacgaccactgggttacgectggtctacgaggtgecgggtcagegecatggcagaagtacecctettttattatgacaactacccacagaccagtctcectgtagttectttattgeggecttgtaa

Lac |
. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

‘Bcll ‘Mlul
agtgcaggcagcttccacagcaatggcatcctggtcatccageggatagttaatgatcageccactgacgegttgegegagaagattgtgecacegeegetttacaggettegacgecgettegttectace
B o S L e e B B B S ARRsRaRes
tcacgtccgtcgaaggtgtecgttaccgtaggaccagtaggtcgectatcaattactagtecgggtgactgegcaacgegetcecttectaacacgtggeggecgaaatgteccgaagectgeggecgaagcaagatgg

Lac|
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

atcgacaccaccacgctggcacccagttgatcggegecgagatttaatcgecgegacaatttgecgacggegegtgcagggeccagactggaggtggcaacgeccaatcagcaacgactgtttgececgecagtt
) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t T t T t T
tagctgtggtggtgcgaccgtgggtcaactageccgegetctaaattageggecgetgttaaacgectgececgegecacgteccggtectgaccteccaccgttgeggttagtegttgetgacaaacgggecggtcaa

Lacl
I ——

gttgtgccacgcggttgggaatgtaattcagctcegecategeegettecactttttecececgegttttegecagaaacgtggetggectggttcaccacgecgggaaacggtctgataagagacacecggcecata

L o B L e e M e B o A L aaaas

caacacggtgcgccaacccttacattaagtcgaggcggtagcggecgaaggtgaaaaagggcgcaaaagcegtctttgecaccgaccggaccaagtggtgegecctttgecagactattctectgtggecgtat
Lacl

ctctgcgacatcgtataacgttactggtttecacattcaccaccctgaattgactetettecgggegetatcatgecataccgegaaaggttttgegecattegatggtgtecgggatetegacgetetee
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

gagacgctgtagcatattgcaatgaccaaagtgtaagtggtgggacttaactgagagaaggcccgecgatagtacggtatggegetttccaaaacgecggtaagectaccacaggecctagagectgecgagagg

EcoNI Sphl

cttatgcgactcctgecattaggaagcageccagtagtaggttgaggeecgttgagecaccgeecgecgcaaggaatggtgecatgecaaggagatggegeccaacagteccececggecacggggectgecaccata
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gaatacgctgaggacgtaatccttcgtecgggtcatcatccaactcecggcaactecgtggeggeggegttecttaccacgtacgttectetaccgegggttgtcagggggecggtgecececggacggtggtat

SgrAl

cccacgccgaaacaagcgctcatgagecccgaagtggecgagececgatettecccateggtgatgteggegatataggegecagecaaccgecacctgtggegecggtgatgecggecacgatgegtecggegt
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gggtgcggctttgttcgecgagtactecgggettcaccgectegggetagaaggggtagecactacagecgectatatceccgeggtegttggegtggacacecgeggecactacggecggtgetacgecaggecgea

Xbal Barl Barl'

agaggatcgagatctcgatccecgcgaaattaatacgactcactataggggaattgtgagecggataacaattcececctectagaaataattttgtttaactttaagaaggagatataccatgggecatcatca
1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
tctcctagectctagagctagggegetttaattatgectgagtgatatceccecttaacactecgectattgttaaggggagatetttattaaaacaaattgaaattcttectetatatggtacccggtagtagt

»——T7 Promoter——= HIs10-ta§

LacO

a4z
' [0}
wdT
sz
a4z

‘Ndel

tcatcatcatcatcatcatcacagcagcggccatatcgaaggtegtcatatgetcgaATCAACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACGAGAAACGTAAAATGATATAAATATCAATATATTAAATTAGATT
1 1

agtagtagtagtagtagtagtgtcgtcgeccggtatagecttccagcagtatacgagectTAGTTGTTCAAACATGTTTTTTCGACTTGCTCTTTGCATTTTACTATATTTATAGTTATATAATTTAATCTAA
His10-tag | AR

H H H H H H H S S G H | E G R H M L E S T S8 L Y K K A E R E T
T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Notl

TTGCATAAAAAACAGACTACATAATACTGTAAAACACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGATTTTGAGTTAGGA

AACGTATTTTTTGTCTGATGTATTATGACATTTTGTGTTGTATAGGTCAGTGATACCGCCGGCGTAATCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATATTACACACCTAAAACTCAATCCT
attR1

TCCGTCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACC
R L L B AR AaaRY
AGGCAGCTCTAAAAGTCCTCGATTCCTTCGATTTTACCTCTTTTTTTAGTGACCTATATGGTGGCAACTATATAGGGTTACCGTAGCATTTCTTGTAAAACTCCGTAAAGTCAGTCAACGAGTTACATGG

cm

M E K K | T G Y T T Vv D | S Q W H R K E H F E A F Q S V A Q C T
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
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TATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGG

ATATTGGTCTGGCAAGTCGACCTATAATGCCGGAAAAATTTCTGGCATTTCTTTTTATTCGTGTTCAAAATAGGCCGGAAATAAGTGTAAGAACGGGCGGACTACTTACGAGTAGGCCTTAAGGCATACC

c™M

Y N Q T V Q L D | T A F L K T V K K N K H K F Y P A F | H | L A R L M N A H P E F R M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

CAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACAT

GTTACTTTCTGCCACTCGACCACTATACCCTATCACAAGTGGGAACAATGTGGCAAAAGGTACTCGTTTGACTTTGCAAAAGTAGCGAGACCTCACTTATGGTGCTGCTAAAGGCCGTCAAAGATGTGTA

cMm

>

M K D G E L V | w D S VvV H P C Y T V F H E Q T E T F S S8 L W S E Y H D D F R Q F L H |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 77 78 79 80 81 8 83 84 8 86 8 8 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119

rad

ATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCAAT

TATAAGCGTTCTACACCGCACAATGCCACTTTTGGACCGGATAAAGGGATTTCCCAAATAACTCTTATACAAAAAGCAGAGTCGGTTAGGGACCCACTCAAAGTGGTCAAAACTAAATTTGCACCGGTTA

c™M

Yy S Q b vV A C Y G E N L A Y F P K G F | E N M F F Vv S A N P W Vv S8 F T S F D L N V A N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162

ATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTA

TACCTGTTGAAGAAGCGGGGGCAAAAGTGGTACCCGTTTATAATATGCGTTCCGCTGTTCCACGACTACGGCGACCGCTAAGTCCAAGTAGTACGGCARACACTACCGAAGGTACAGCCGTCTTACGAAT

cM

M D N F F A P V F T M G K Y Y T Q G D K V L M P L A | Q V H H A Vv C D G F H V G R M L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205

ATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAAAGATCTGGATCCGGCTTACTAAAAGCCAGATAACAGTATGCGTATTTGCGCGCTGATTTTTGCGGTATAAGAATATATACTGATAT

TACTTAATGTTGTCATGACGCTACTCACCGTCCCGCCCCGCATTTCTAGACCTAGGCCGAATGATTTTCGGTCTATTGTCATACGCATAAACGCGCGACTAAAAACGCCATATTCTTATATATGACTATA

cm

z

E L Q Q Yy C D E W Q G G A
T T T T T T T T T T T T T T T
206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220

GTATACCCGAAGTATGTCAAAAAGAGGTATGCTATGAAGCAGCGTATTACAGTGACAGTTGACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCAAGGCATATATGATGTCAATATCTCCGGTCTGGTAAGCACAACCAT

CATATGGGCTTCATACAGTTTTTCTCCATACGATACTTCGTCGCATAATGTCACTGTCAACTGTCGCTGTCGATAGTCAACGAGTTCCGTATATACTACAGTTATAGAGGCCAGACCATTCGTGTTGGTA

BbvCl

\
GCAGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCTGGAAAGCGGAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTATTGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGACGAGAACAGGGGCTGGTGAAATGCA

CGTCTTACTTCGGGCAGCAGACGCACGGCTTGCGACCTTTCGCCTTTTAGTCCTTCCCTACCGACTCCAGCGGGCCAAATAACTTTACTTGCCGAGAAAACGACTGCTCTTGTCCCCGACCACTTTACGT

ccdB

Xmal
Srfl
Smal BmgBI

GTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGACGGATGGTGATCCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAA

CAAATTCCAAATGTGGATATTTTCTCTCTCGGCAATAGCAGACAAACACCTACATGTCTCACTATAATAACTGTGCGGGCCCGCTGCCTACCACTAGGGGGACCGGTCACGTGCAGACGACAGTCTATTT

ccdB

GTCTCCCGTGAACTTTACCCGGTGGTGCATATCGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCGGGGAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAAAATG

CAGAGGGCACTTGAAATGGGCCACCACGTATAGCCCCTACTTTCGACCGCGTACTACTGGTGGCTATACCGGTCACACGGCCAGAGGCAATAGCCCCTTCTTCACCGACTAGAGTCGGTGGCGCTTTTAC

ccdB

fa"

ACATCAAAAACGCCATTAACCTGATGTTCTGGGGAATATAAATGTCAGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGACCATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTT

TGTAGTTTTTGCGGTAATTGGACTACAAGACCCCTTATATTTACAGTCCGAGGGAATATGTGTCGGTCAGACGTCCAGCTGGTATCACTGACCTATACAACACAAAATGTCATAATACATCAGACAAAAA

ccdB attR2

TATGCAAAATCTAATTTAATATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTTGATtcgaggatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagectgagttggetget

ATACGTTTTAGATTAAATTATATAACTATAAATATAGTAAAATGCAAAGAGCAAGTCGAAAGAACATGTTTCACCAACTAagctecctaggecgacgattgtttegggetttecttcgactcaaccgacga

attR2

‘Blpl

gccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggectctaaacgggtcttgaggggttttttgectgaaaggaggaactatatccggatatcccgcaagaggecccggcagtaccggecataaccaagece

cggtggcgactegttattgatcgtattggggaacccecggagatttgeccagaacteccccaaaaaacgactttectecttgatataggectatagggegttetecgggecgteatggeegtattggttegy

T7 Terminator-

rmdm ‘ma

tatgcctacagcatccagggtgacggtgccgaggatgacgatgagegeattgttagatttcatacacggtgectgactgegttagcaatttaactgtgataaactaccgcattaaagettatecgatgata

atacggatgtcgtaggtcccactgccacggectectactgectactcgegtaacaatctaaagtatgtgeccacggactgacgcaatcgttaaattgacactatttgatggegtaatttcgaatagetactat

5850
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6110
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6500
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