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Figure S1. End-point optical density of cultures upon induction of different concentration of inducers. (0.00016 mM to 16 mM

arabinose for AraC-P,gap, 0.00001 mM to 1 mM IPTG for Lacl-Py,.yvs and Lacl-Py,., 0.000068 mM to 0.214 mM aTc for TetR-
Pi). Each value is the mean of biological duplicates, and error bars indicate + standard deviation.
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Figure S2. Replicon stability of the BBR1 and RSF1010 origin vector through three cell passages at 26 °C, 30 °C
and 37°C in C violaceum. Each set of three bars represent the first, second and third cell passage respectively.



Table S1. Broad host range plasmids used in this study.

Plasmid name Information Reference

pBBR1-kan-pBAD-RFP (pltl1-64) | Vector with BBR1 origin and kanamycin resistance | This work
gene

pBBR1-chlor-pBAD-RFP (pltl3-34) | Vector with BBR1 origin and chloramphenicol This work
resistance gene

pBBR1-tet-pBAD-RFP (plt13-23) Vector with BBR1 origin and tetracycline This work
resistance gene

pRSF1010-kan-pBAD-RFP (pltl3- | Vector with IncQ origin RSF1010 and kanamycin This work

48) resistance gene

pRSF1010-chlor-pBAD-RFP (pltl2- | Vector with IncQ origin RSF1010 and This work

48) chloramphenicol resistance gene

pSa-kan-pBAD-RFP (pltl4-60) Vector with IncW origin Sa and kanamycin This work
resistance gene

pRK2-kan-pBAD-RFP (pltl2-74) Vector with IncP origin RK2 and kanamycin This work
resistance gene

Table S2. Broad host range plasmids used for replicon stability study.

Plasmid name Information Reference

pBBR1-kan-pBAD-RFP (pltl1-64) Vector with BBR1 origin and kanamycin resistance | This work
gene

pRSF1010-kan-pBAD-RFP (pltl3- | Vector with IncQ origin RSF1010 and kanamycin This work

48) resistance gene

Table S3. BBR1 plasmids used in this study for inducible promoters.

Plasmid name Information Reference

pBBR1-kan-pBAD-RFP (pltl1-64) | Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance This work
gene and AraC-paraBAD inducible promoter

pBBR1-chlor-pTrc-RFP (pltl3-24) | Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance This work
gene and Lacl-pTrc inducible promoter

pBBR1-tet-placUV5-RFP (pltl3- Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance This work

32) gene and Lacl-pLacUV5 inducible promoter

pBBR1-kan-ptet-RFP (pltl3-36) Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance This work

gene and TetR-pTet inducible promoter




Table S4. BBR1 plasmids used for dCas studies.

Plasmid name

Information

Reference

pBBR1-kan-pBAD-dCas-J23119-

Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance

This work

random1gRNA (pltl5-67)

gene, AraC-paraBAD inducible promoter driving
expression of dCas, strong constitutive promoter
driving a non-targeting gRNA

pBBR1-kan-pBAD-dCas-J23119-
random2gRNA (pltl5-68)

Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance
gene, AraC-paraBAD inducible promoter driving
expression of dCas, strong constitutive promoter
driving a second non-targeting gRNA

This work

pBBR1-kan-pBAD-dCas-J23119-
PvioAgRNA (pltl5-62)

Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance
gene, AraC-paraBAD inducible promoter driving
expression of dCas and strong constitutive
promoter driving a vioA promoter targeting gRNA

This work

pBBR1-kan-pBAD-dCas-J23119-
vioBgRNA (plt16-20)

Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance
gene, AraC-paraBAD inducible promoter driving
expression of dCas and strong constitutive
promoter driving a 5 UTR of vioBtargeting gRNA

This work

pBBR1-kan-pBAD-dCas-J23119-
vioCgRNA (plt16-22)

Vector with BBR1 origin, kanamycin resistance
gene, AraC-paraBAD inducible promoter driving
expression of dCas and strong constitutive
promoter driving a 5 UTR of vioC'targeting gRNA

This work

Table S5. Broad host range origin sequences used in this study.

Parts name

Sequence

Source

BBR1 origin

ctaccggegeggeagegtgaccegtgteggeggetecaacggetegecategteccagaaaacacggeteateg
ggcatcggecaggegetgetgeccgegeegtteccattectecgttteggtcaaggetggeaggtetggttecatge
ccggaatgecgggetggetgggeggetectegeeggggecggteggtagttgetgetegeceggatacagggte
gggatgeggegecaggtegecatgecccaacagegattegtectggtegtegtgatcaaccaccacggeggeact
gaacaccgacaggcgcaactggtegeggggetggecccacgecacgeggtecattgaccacgtaggecgacac
ggtgecggggecgttgagettcacgacggagatceccagegeteggecaccaagtecttgactgegtattggaceg
tccgcaaagaacgtecgatgagettggaaagtgtettetggetgaccaccacggegttetggtggeccatetge
gccacgaggtgatgecagecageattgeegeegtgggtttectegecaataageccggeccacgectcatgegettt
gegtteegtttgeacccagtgacegggettgttettggettgaatgecgatttetetggactgegtggecatgett
atctccatgeggtagggtgecgeacggttgeggeaccatgegecaatcagetgeaactttteggeagegegaca
acaattatgcgttgecgtaaaagtggecagtcaattacagattttetttaacctacgcaatgagetattgeggggg
gtgcegecaatgagetgttgegtaceeeecttttttaagttgttgatttttaagtetttegeatttegeectatateta
gttetttggtgeccaaagaagggeaccectgeggggttecececcacgectteggegeggeteecectecggeaaaa
agtggccectecggggettgttgategactgegeggectteggecttgeccaaggtggegetgeccecttggaac
ccccgeactegecgeegtgaggeteggggggeaggegggegggettegecttegactgeecccactegecatagg
cttgggtegttccaggegegtcaaggecaagecgetgegeggtegetgegegagecttgaceegecttecacttg
gtgtccaaccggcaagegaagegegeaggecgecaggeecggaggettttececccagagaaaattaaaaaaatt
gatggggcaaggecgcaggeegegeagttggageeggtgggtatgtggtegaaggetgggtageeggtggg
caatccctgtggtcaagetegtgggeaggegeagectgtecatecagettgteccagecagggttgtecacgggeeg
agcgaagcgagecageeggtggeege

pBBR1MCS-
2 (Addgene
plasmid
#85168)!

IncQ origin
RSF1010

cgaacccctgecaataactgtecacgececccctgecaataactgtecacgaaccectgecaataactgtcacgecceca
aacctgcaaacccagcaggggegggggetggeggggtgttggaaaaatecatecatgattatctaagaataa
tccactaggegeggttatcagegeecttgtggggegetgetgeecttgeccaatatgeececggecagaggeegga

(Addgene
plasmid




tagctggtctattegetgegetaggetacacacegeeccacecgetgegeggeagggggaaaggegggecaaage
ccgctaaaccccacaccaaaccecgecagaaatacgetggagegettttageegetttageggecttteeeectac
ccgaagggtgggggegegtgtgeageececgeagggectgteteggtegateattcageeeggeteatecttetg
gegtggeggecagaccgaacaaggegeggtegtggtegegttcaaggtacgeatecattgeegecatgageega
tectecggecactegetgetgttecaccttggecaaaatcatggeececcaccageaccettgegecttgtttegttett
gegetettgetgetgtteecttgecegeacceegetgaattteggeattgattegegetegttgttettegagettgge
cagccgatecgeegecttgttgetececttaaccatettgacaccecattgttaatgtgetgtetegtaggetatea
tggaggcacagecggeggecaatcccgaccctactttgtaggggagggegeacttaceggtttetettcgagaaa
ctggectaacggecacccttecgggeggtgegetetecgagggecattgecatggagecgaaaagecaaaageaa
cagcgaggceageatggegatttatcaccttacggegaaaaccggeagecaggtegggeggecaateggecagg
gccaaggcecgactacatccagegegaaggeaagtatgecegegacatggatgaagtettgeacgeecgaatee
gggcacatgecggagttegtegageggeeegecgactactgggatgetgeegacctgtatgaacgegecaatg
ggcggcetgttcaaggaggtegaatttgecctgecggtegagetgacectecgaccagecagaaggegetggegte
cgagttcgeccageacctgaceggtgecgagegectgeegtatacgetggecatecatgeecggtggeggegaga
acccgcactgecacctgatgatcteccgageggatcaatgacggeategageggeeegeegetcagtggttcaa
gcggtacaacggcaagaccecggagaagggeggggeacagaagaccgaagegetcaageccaaggeatgg
cttgagcagacccgegaggeatgggecgaccatgecaaccgggeattagagegggetggecacgacgeeege
attgaccacagaacacttgaggcgcagggeatcgagegectgeeccggtgttcacctggggecgaacgtggtgg
agatggaaggcecggggceatcegeaccgaccgggeagacgtggeectgaacatecgacacegecaacgeeecag
atcatcgacttacaggaataccgggaggcaatagaccatgaacgcaatcgacagagtgaagaaatccagag
gcatcaacgagttageggagecagategaaccgetggeccagageatggegacactggecgacgaageeegg
caggtcatgagccagacccagecaggecagegaggegeaggeggeggagtggetgaaageccagegeecagac
aggggeggecatgggtggagetggecaaagagttgegggaggtagecgecgaggtgageagegeegegeag
agcgeccggagegegtegegggggtggeactggaagetatggetaaccgtgatgetggettecatgatgecta
cggtggtgcetgetgategeategttgetettgetegacctgacgecactgacaaccgaggacggetegatetgge
tgegettggtggeccgatgaagaacgacaggactttgecaggecataggecgacagetcaaggecatgggetg
tgagcgcttegatateggegtcagggacgecaccaccggecagatgatgaaccgggaatggtecageegeega
agtgctccagaacacgcecatggetcaageggatgaatgeccagggecaatgacgtgtatatcaggeeegeega
gcaggagceggcatggtcetggtgetggtggacgacctcagegagtttgacctggatgacatgaaagecgaggg
ccgggagectgecctggtagtggaaaccageccgaagaactatcaggeatgggtecaaggtggeecgacgeege
aggcggtgaacttcgggggeagattgeceggacgetggecagegagtacgacgeecgaceceggecagegeega
cagccgecactatggecgettggegggcettcaccaaccgecaaggacaageacaccaccegegeeggttatcag
ccgtgggtgetgetgegtgaateccaagggecaagacegecaccegetggeeceggegetggtgecageaggetggee
agcagatcgagcaggceccageggeageaggagaaggececgeaggetggecagectegaactgeececgagegg
cagcttageecgecaccggegeacggegetggacgagtacegecagegagatggeegggetggtecaagegetteg
gtgatgacctcagcaagtgegactttategecgegeagaagetggecageeggggecgeagtgecgaggaaa
tcggcaaggcecatggecgaggecageccagegetggecagagegeaageeecggecacgaageggattacateg
agcgcaccgtcagcaaggtcatgggtetgeccagegtecagettgegegggeecgagetggeacgggeacegge
accccgecagegaggeatggacaggggegggecagatttcageatgtagtgettgegttggtactecacgeetg
ttatactatgagtactcacgcacagaagggggttttatggaatacgaaaaaagegcettcagggteggtctace
tgatcaaaagtgacaagggctattggttgeccggtggetttggttatacgtcaaacaaggecgaggetggeeg
cttttcagtegetgatatggecagecttaaccttgacggetgeaccttgtecttgttececgegaagacaagecettte
ggccccggeaagtttecteggtgactgatatgaaagaccaaaaggacaagecagaccggegacctgetggecag
ccctgacgetgtacgecaagegegatatgecgagegeatgaaggecaaagggatgegtecagegecaagttetg
gctgaccgacgacgaatacgaggegetgegegagtgectggaagaactcagageggegecagggegggggta
gtgacccegecagegectaaccaccaactgectgcaaaggaggecaatcaatggetacccataagectatcaat
attctggaggcegttcgecagecagegeegecacecgetggactacgttttgeccaacatggtggecggtacggtegg
ggcegetggtgtegeceggtggtgecggtaaatecatgetggeectgecaactggecgeacagattgeaggeggg
ccggatetgetggaggtgggegaactgeccacecggeeeggtgatetacetgeecegecgaagaccegeccacege
cattcatcaccgectgeacgeecttggggegeacctcagegecgaggaacggeaagecegtggetgacggectge
tgatccageecgetgateggeagectgeccaacatcatggeeceggagtggttecgacggectcaagegegeegee
gagggcecgecgectgatggtgetggacacgetgegeecggttecacatcgaggaagaaaacgecageggeece
atggcccaggtecateggtegeatggaggecategeegeecgatacegggtgetetategtgttectgeaccatgee
agcaagggcegeggecatgatgggegeaggegaccageageaggecageeggggeageteggtactggtega
taacatccgetggeagtectacctgtecgageatgaccagegecgaggecgaggaatggggtgtggacgacga
ccagcegeeggttettegteegetteggtgtgagecaaggecaactatggegeacegttegetgateggtggttcag
geggeatgacggeggggtgctcaageecegeegtgetggagaggeagegecaagageaagggggtgeeeegtg
gtgaagcctaagaacaagcacagcectcagecacgteccggecacgacceggegeactgtetggeecceggeetgt
tcegtgeectcaageggggegagegeaagegeageaagetggacgtgacgtatgactacggegacggeaage

#59772)2




ggatcgagttcageggeccggageegetgggegetgatgatetgegeatectgecaagggetggtggecatgge
tgggectaatggectagtgettggeccggaacccaagaccgaaggeggacggeageteecggetgttectggaa
cccaagtgggaggcecgtecaccgetgaatgecatgtggtcaaaggtagetategggegetggecaaaggaaate
ggggcagaggtecgatagtggtggggegetcaagecacatacaggactgeategagegectttggaaggtatee
atcatcgcccagaatggecgecaageggeaggggttteggetgetgteggagtacgecagegacgaggeggac
gggegectgtacgtggecctgaaccecttgategegecaggeegtecatgggtggeggecageatgtgegeatecag
catggacgaggtgcgggegetggacagegaaaccgeecgectgetgecaccageggetgtgtggetggatega
ccccggecaaaaccggecaaggcetteccatagatacettgtgeggetatgtetggeegtcagaggecagtggttega
ccatgcgcaagegecgecagegggtgegegaggegttgecggagetggtegegetgggetggacggtaaceg
agttcgeggegggeaagtacgacatcacceggeccaaggeggeaggetga

IncP origin
RK2

agcgggecgggagggttcgagaagggggggeacceccctteggegtgegeggteacgegeacagggegeag
ccctggttaaaaacaaggtttataaatattggtttaaaagcaggttaaaagacaggttageggtggecgaaa
aacgggcggaaacccttgcaaatgetggattttetgectgtggacageeectcaaatgtcaataggtgegecece
tcatctgtcageactetgeeectcaagtgtcaaggategegececteatetgtcagtagtegegeeectcaagtgt
caataccgcagggcacttatccccaggettgtecacatecatetgtgggaaactegegtaaaatcaggegtttte
gecgatttgegaggetggecagetecacgtegecggecgaaategagectgeecctecatetgtcaacgeegege
cgggtgagtcggeccctcaagtgtcaacgteegeeectecatetgtcagtgagggecaagtttteccgegaggtate
cacaacgccggeggecgeggtgtetegeacacggettegacggegtttetggegegtttgecagggecatagacg
geecgecageccageggegagggeaaccageecggtgagegteggaaagggtegacggatettttecgetgeat
aaccctgettecggggtecattatagegattttttcggtatatecatectttttcgecacgatatacaggattttgeca
aagggttcgtgtagactttecttggtgtateccaacggegtecagecgggecaggataggtgaagtaggeccaccee
gcgagegggtgttecttettecactgteecttattegecacctggeggtgetcaacgggaatectgetetgegagget
ggecggetaccgecggegtaacagatgagggeaageggatggetgatgaaaccaagecaaccaggaaggg
cagcccacctatcaaggtgtactgecttccagacgaacgaagagegattgaggaaaaggeggeggeggeeg
gcatgagcectgtaggectacctgetggeegteggecagggetacaaaatcacgggegtegtggactatgagea
cgteecgegagetggeccgeatecaatggegacctgggeegectgggeggectgetgaaactetggetcacegacg
acccgegeacggegeggtteggtgatgecacgatectegeectgetggegaagatecgaagagaageaggacg
agcttggcaaggtcatgatgggegtggtecgeccgagggeagagecatgacttttttagecgetaaaacggee
ggggggtgcgegtgattgecaageacgtecccatgegetecatcaagaagagegacttegeggagetggtatt
cgtgcagggcaagattcggaataccaagtacgagaaggacggecagacggtctacgggaccgacttcattge
cgataaggtggattatctggacaccaaggcaccaggegggtcaaatcaggaataagggeacattgeeecegge
gtgagtcggggceaateeccgcaaggagggtgaatgaateggacgtttgaccggaaggeatacaggeaagaac
tgatcgacgeggggttttecegecgaggatgecgaaaccategecaageecgeacegteatgegtgegeeeegega
aaccttccagtccgteggetegatggtecagecaagetacggecaagatecgagegegacagegtgeaactgget
cceeetgeeetgeecgegecateggecgeegtggagegttegegtegtetcgaacaggaggeggeaggtttgge
gaagtcgatgaccatcgacacgecgaggaactatgacgaccaagaagegaaaaaccgecggegaggaccetg
gcaaaacaggtcagcgaggecaageaggecgegttgetgaaacacacgaageageagatcaaggaaatge
agctttecttgttcgatattgegeegtggeecggacacgatgegagegatgecaaacgacacggecegetetgee
ctgttcaccacgegcaacaagaaaateecegegegaggegetgecaaaacaaggteattttccacgtcaacaag
gacgtgaagatcacctacaccggegtegagetgegggecgacgatgacgaactggtgtggecageaggtgttg
gagtacgcgaagcgcaccectatecggegagecgatcaccttcacgttectacgagetttgecaggacctgggetg
gtcgatcaatggecggtattacacgaaggecgaggaatgectgtegegectacaggegacggegatgggette
acgtccgaccgegttgggeacctggaateggtgtegetgetgeacegetteecgegtectggacegtggecaagaa
aacgtccegttgecaggtectgatecgacgaggaaategtegtgetgtttgetggegaccactacacgaaattea
tatgggagaagtaccgcaagcetgtegecgacggeccgacggatgttegactatttcagetegeacegggagee
gtacccgctcaagetggaaacctteegectecatgtgeggateggattecaceegegtgaagaagtggegegag
caggtcggegaagectgegaagagttgegaggeageggectggtggaacacgectgggtecaatgatgacetg
gtgcattgcaaacgctag

pCMrfp
(Addgene
plasmid
#59773)2

IncW origin
Sa

tttatctataccgctacagggtatttaattectatttaatetgegetagaatgaggeatgtttaaccgaatetga
cgtttteccctgecaaatgecaaaatactatgectateteegggtttegegtgacggecaagaccecggaaaaccaa
aaatacggtttgctcgaatacgegaacgecaaaggettecgegecgetacagatcgaggaagaaattgecage
agagcaaaggactggcgcaagegecaagetecggageaatcatcgaaaaggecgagegtggegacgtgetact
gacgccggagattacgegeattgecggtteegeectegeegecttggaaattectcaaageggegagegagege
ggcctaategtecatgtgaccaaacagaagatcatcatggacggeagectacaaagegacatcatggeaace
gtgettggettggetgecacagategageggeatttcattcaggeacgtaccaccgaggegetacaagtegecag
agagcgcggcecaagacgetecgggegacccaagggeageaaategagegecttgaagetggacagecgtattg
atgaagtacaggcatacgtgaaccttggettgecgcaaagtegegeageecgagttgttaggegtecageectea

pN565
(Addgene
plasmid
#49990)3




caccttgegectgttcatcaaacgecggaacatcaaacccacaaacactagaccaaccatcaccatgeegggg
agggaacaacatgcctaagaacaacaaagcecccecggecategtatcaacgagatcatcaagacgagecteg
cgctcgaaatggaggatgeccgegaagetggettagteggetacatggeeegttgeecttgtgecaagegaccat
gecccacaccgaccccaagaccagetactttgagegeaccaatggeategteaccttgtegatcatgggeaage
cgagcatcggectgeectacggttetatgecgegeaccettgettgettggatatgeacecgaggeegtgegaacg
aaagaccccgtgttgaaccttggecggtegecaateggaatttctacaaaggetecggaatgeacaccgatggee
gttacacggccacccttecgecaatcaggegeaacgectgttttcateccatgatttegettgeecggegageaaggea
atgacttcggcattgagaacgtcgtcattgeccaagegegcettttetattctggaateccaageggecagaagat
cgggcegcetatgggatagceaccctecaccctcacaggegatttettcgaggaagtcaceegetcaceggttectate
cgaatcgactacctgecatgecttgeggeagtetecgettgegatggacatttacacgtggetgacctategegtg
tteetgttgegggecaagggecgececttegtgecaaateecettgggtegeectgecaagegeaatteggeteatect
atggcagccgegeacgcaactegeccgaactggacgataaggeeccgagagegggeagagegggeageacte
gccagcttcaaatacaacttcaaaaagegectacgegaagtgttgattgtetateccegaggecaagegactgea
tcgaagatgacggcegaatgectgegecatcaaatecacacgectgeatgtecacecegegeaceeggeaagggege
tcgeateggecccectecgacttgaccaggecaacgetacgettggettggtecaagectteccateccaacageee
geegtegagegggcttttttatcececcggaagectgtggatagagggtagttateccacgtgaaaccegetaatgee
ccgcaaagcecttgattcacggggettteceggeececgeteccaaaaactateccacgtgaaategetaatcagggtac
gtgaaatcgctaatcggagtacgtgaaatcgetaataaggtcacgtgaaatecgetaatcaaaaaggeacgtg
agaacgctaatagccctttcagatcaacagettgecaaacaccectegetececggecaagtagttacagecaagtag
tatgttcaattagcttttcaattatgaatatatatatcaattattggtegeecttggettgtggacaatgegetac
gegeacceggetecgeeecgtggacaaccgeaageggttgeccaccgtegagegecagegectttgeeccacaacee
ggcggecgecaacagategttttataaatttttttttttgaaaaagaaaaageccgaaaggeggeaaccteteg
ggcttectggatttececgatcaacgecaggagtegttecggaaagtagetgtteccagaattataggegecagagacac
cagattccaagatggctctgttaaattgttgtagtatgtagtatcatacaacatactacagtacagaggeccge
aagaatggcaatcactaaacaagacatttggcgagcagecgacgaactggacgecgaaggceateeggeeca
ctttggcecgecgtgegecaagaaactecggaageggtagettcacaaccatttecgatgecaatggetgaatggaa
aaaccgcaagaccgccaccctgecctcatcagacccattgecggttgecagtcaacgageatettgecgagettg
gcaatgcgctatgggetategeectggegeacgecaacgeeceggtttgacgaagatecggaaacagategagg
ccgacaaagceggcecatcagecageagettgecgaageaategaactagecgacaccttcaccecgegaaaacg
accagctccgecgaacgagtgaatcagetecgaacctatggaacgegagegegacaagetggecgaccagettg
ccgaagtgaaacgecgcageggegaagaactaaaccgetgecatggaaaagetecacccaacgegataacgag
gctatcgaggeccgecaaacaggecaaggaggecategagegegeegecagtetgecaaggtecaggtggaage
cctcaaagagcaggtcgecaatctcacagecgtecttgaaaacaggaggecaaacaatgaaaagegececttgee
geecttegegeggtegeggeegetgtegtectaategtecagtgtgeecegettgggecgactteecggggtgaagte
gtccgaatecttgacggtgacactategacgttttggtgaacegtcagaccatecgegtgagattggeegatat
tgacgcaccggaaagceggecaagectteggetecegtgetegecaacggetegeecgacttgaccetttegecaag
aggttcaagtgaccgaaaaagaggttgatcggtatggecgeactettggggtegtttacgegeegttgeaata
cceeggeggecaaacacaactcaccaacatcaatgegatcatggttcaagaaggeatggectgggettacegt
tattacggcaaaccaaccgacgecgcagatgtacgagtatgaaaaagaggeccgecgecaacggeteggectt
tggtcagacccgaatgetcaggagecttggaaatggegtegegectecgaaaaatgecacgaactgacacegg
gcacgccccttgttecgacgegeecgeaggeacgtegaatttacegecgggacgeceectegtececgacactteccaga
tcgecatagegecacagegectecgageggtggtaacggegeagtggeggttttcatggettgttatgactgttttt
ttggggtacagtctatgectegggeateccaageageaagegegttacgeegtgggtegatgtttgatgttatgg
agcagcaacgatgtta

Table S6. Antibiotic resistance sequences used in this study.

Part name Sequence Source

Kanamycin | tcagaagaactcgtcaagaaggegatagaaggegatgegetgegaategggageggegatacegtaaage | pBbESk-RFP

resistance acgaggaagcggtcagceccattegecgecaagetettcagcaatatcacgggtagecaacgetatgtectgat (Addgene
ageggtecgecacacecageeggecacagtegatgaatecagaaaageggecattttecaccatgatattegg | plasmid
caagcaggcatcgecatgggtcacgacgagatectegeegtegggeatgegegecttgageetggegaacagt | #35270) 1

tcggetggegegageccctgatgetettegteccagatecatectgategacaagaceggettecatecgagtacgt
gctegetegatgegatgtttegettggtggtegaatgggecaggtageecggatcaagegtatgeageegeegeat
tgcatcagccatgatggatactttctecggecaggagecaaggtgagatgacaggagatectgececggeactteg
cccaatagcagccagtceectteecegettcagtgacaacgtecgageacagetgegecaaggaacgeeegtegtgg




ccagccacgatagecgegetgectegtectgeagttcattcagggeaccggacaggteggtettgacaaaaag
aaccgggcegececctgegetgacagecggaacacggeggeatcagageageegattgtetgttgtgeccagtea
tagccgaatagcecteteccacccaageggecggagaacctgegtgeaatecatettgttcaatcatgegaaacg
atcctcatectgtetettgatcagatecatgateeceetgegecatcagatecttggeggecaagaaagecatecagt
ttactttgcagggcettcccaaccttaccagagggegecccagetggeaattee

Chloramphe
nicol
resistance

ttacgccccgecectgecactecategecagtactgttgtaattcattaageattetgecgacatggaagecatcaca

aacggcatgatgaacctgaatcgccageggeatcageaccttgtegecttgegtataatatttgeccatggtga
aaacgggggcgaagaagttgtecatattggecacgtttaaatcaaaactggtgaaactcacccagggattgg
ctgagacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggecaggttttcaccgtaacacgecacate
ttgcgaatatatgtgtagaaactgecggaaatcgtegtggtattecactccagagegatgaaaacgtttecagttt
gctcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactateccatatcaccagetcacegtetttcattgecatacga
aattccggatgagcattcatcaggegggcaagaatgtgaataaaggecggataaaacttgtgettatttttett
tacggtctttaaaaaggcecgtaatatccagetgaacggtetggttataggtacattgagecaactgactgaaat

gcctcaaaatgttetttacgatgecattgggatatatcaacggtggtatateccagtgatttttttctecattttag

cttecttagetectgaaaatcetecgataactcaaaaaatacgeccggtagtgatettatttcattatggtgaaagt
tggaacctcttacgtgccgatca

pKTrfp
(Addgene
plasmid
#59772)2

Tetracycline
resistance

tcagcgatceggetegttgeectgegeegetecaaageeccgegacgeagegecggeaggeagageaagtagag
ggcagcgcectgecaatccatgeccacceegtteccacgttgttatagaagecgecatagategecgtgaagaggagg
ggtcegacgategaggtcaggetggtgagegeecgecagtgagecttgeagetgecectgacgttectecatecac
ctgectggacaacattgettgecagegecggeattecgatgecaccecgaagecaagecaggaccatgategggaac
gccatccateccegtgtegegaaggcaageaggatgtagectgtgecgteggeaateatteccgageatgagtg
ccegectttegecgagecgggeggetacagggeeggtgateattgectgggegagtgaatgecagaatgecaaa
tgcggecaagegaaatgecgategtggtegegteccagtgaaagegatectegecgaaaatgacccaaagege
ggecggeacctgtecgacaagttgecatgatgaagaagaccgecatcagggeggegacgacggteatgeeeeg
ggcccaccggaacgaagegagegggttgagagecteeceggegtaacggeeggegttegeetttgtgegactee
ggcaaaaggaaacagcccgtcaggaaattgaggecgttcaaggetgecgeggegaagaacggagegtggg
gggagaaaccgcccatcageccaccgageacaggtceccgegaccateecgaaccecgaaacaggegetcatga
agccgaagtgecgegegegetcategecatcagtgatatecggecaatataagegeeggetacegecccagtegee
ccggtgatgecggecacgatecgeccgatatagagaacccaaaggaaaggegetgtegecatgatggegtag
tcgacagtggegeeggecagegagacgageaagattggeegeegecegaaacgateecgacagegegeecage
acaggtgcegcaggcaaattgcaccaacgecatacagegecageagaatgecatagtgggeggtgacgtegtte
gagtgaaccagatcgegecaggaggeccggeageaccggeataatcaggeegatgeecgacagegtegagege
gacagtgctcagaattacgatcaggggtatgttgggtttcacgtetggectecggaccagectecgetggteeg
attgaacgcgceggattctttatcactgataagttggtggacatattatgtttatcagtgataaagtgtcaatcat
gacaaagttgcagccgaatacagtgatcegtgecgecctggacctgttgaacgaggteggegtagacggtetg
acgacacgcaaactggeggaacggttgggggttcagecagecggegetttactggeacttcaggaacaagegg
gegetgetegacgeactggecgaagecatgetggeggagaatcatacgeatteggtgecgagageegacgac
gactggcgctcatttectgatcgggaatgecegeagettcaggecaggegetgetegectacecgegatggegegeg
catccatgcecggecacgegaccgggegeaccgeagatggaaacggecgacgegeagettegettectetgegag
gegggttttteggecggggacgeecgtcaatgegetgatgacaateagetacttecactgttggggecgtgettga
ggagcaggecggegacagegatgeecggegagegeggeggeaccegttgaacaggeteegetetegeegetgttg
cgggecgegatagacgecttecgacgaageecggtecggacgeagegttcgagecagggactegeggtgattgteg
atggattggcgaaaaggaggcetegttgtcaggaacgttgaaggaccgagaaagggtgectaagaaaccatta
ttatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacga

pCMrfp
(Addgene
plasmid
#59773)2

Table S7. Inducible promoter sequences used in this study.

Part name

Sequence

Source




AraC-
paraBAD

Ttatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcacaaccggecacggaactegetegggetggeceeggt
gcattttttaaatacccgecgagaaatagagttgategtcaaaaccaacattgegaccgacggtggegatagge
atccgggtggtgctcaaaageagettegectggetgatacgttggtectegegecagettaagacgetaatecect
aactgctggeggaaaagatgtgacagacgegacggegacaagecaaacatgetgtgegacgetggegatate
aaaattgctgtctgecaggtgategetgatgtactgacaagectegegtaccegattatecateggtggatgga
gcgactegttaategettecatgegecgecagtaacaattgetcaageagatttatecgecageagetecgaatag
cgcccttececttgeccggegttaatgatttgeccaaacaggtegetgaaatgeggetggtgegettecateeggg
cgaaagaaccccgtattggcaaatattgacggecagttaagecattcatgecagtaggegegeggacgaaag
taaacccactggtgataccattcgecgagectecggatgacgaccgtagtgatgaatcetetectggegggaaca
gcaaaatatcacccggteggcaaacaaattctegteectgatttttcaccaceecectgacecgegaatggtgaga
ttgagaatataacctttcattcccageggtecggtecgataaaaaaategagataacegttggectcaateggegt
taaacccgccaccagatgggecattaaacgagtatcececggecageaggggatecattttgegettcagecatacttt
tcatactcecgecattcagagaagaaaccaattgtecatattgecatcagacattgecgteactgegtettttact
ggctettetegetaaccaaaccggtaacceecgettattaaaageattectgtaacaaagegggaccaaagecat
gacaaaaacgcgtaacaaaagtgtctataatcacggcagaaaagtccacattgattatttgecacggegtcac
actttgctatgccatagceatttttatccataagattageggattctacctgacgetttttatcgecaactetetactg
tttctecat

pBbESk-RFP
(Addgene
plasmid
#35270)*

Lacl-pTrc

gacaccatcgaatggtgcaaaacctttcgeggtatggecatgatagegeccggaagagagtcaattcagggtg

gtgaatgtgaaaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgecggtgtetettatcagacegtttecegegt

ggtgaaccaggccagcecacgtttectgegaaaacgegggaaaaagtggaageggegatggeggagetgaatt
acattcccaaccgegtggeacaacaactggegggecaaacagtegttgetgattggegttgecacctecagtetg
geectgeacgegeecgtegecaaattgtegeggegattaaatetegegecgatcaactgggtgecagegtggtggt
gtcgatggtagaacgaageggegtecgaagectgtaaageggeggtgeacaatettetegegecaacgegtecag

tgggctgatcattaactatccgetggatgaccaggatgecattgetgtggaagetgectgeactaatgtteegg

cgttatttcttgatgtctetgaccagacacccatcaacagtattatttteteccatgaagacggtacgegactgg

gegtggageatcetggtegeattgggtcaccagecaaategegetgttagegggeccattaagttetgteteggeg

cgtetgegtetggetggetggeataaatatetcactegecaatcaaattcagecgatageggaacgggaaggeg
actggagtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgetgaatgagggeategtteccactgegatgetg
gttgccaacgatcagatggegetgggegeaatgegegecattaccgagtecgggetgegegttggtgeggata

tcteggtagtgggatacgacgataccgaagacagcetcatgttatateccgecgttaaccaccatcaaacagga
ttttcgectgetggggecaaaccagegtggacegettgetgecaactetetcagggecaggeggtgaagggeaate
agctgttgeccgtetecactggtgaaaagaaaaaccaccectggegeccaatacgecaaaccgecteteceegegeg
ttggecgattcattaatgecagetggecacgacaggttteccgactggaaagegggeagtgagegeaacgeaatt
aatgtaagttagcgcgaattgatctggtttgacagettatcategactgecacggtgeaccaatgettetggegte
aggcagccatcggaagcetgtggtatggetgtgcaggtegtaaatcactgecataattegtgtegetcaaggege

actcccgttctggataatgttttttgegecgacatcataacggttctggecaaatattectgaaatgagetgttgac

aattaatcatccggctcgtataatgtgtggaattgtgageggataacaa

pBbE1k-RFP
(Addgene
Plasmid
#35333)*

Lacl-
pLacUV5

tcactgcecegettteccagtegggaaacctgtegtgecagetgecattaatgaateggecaacgegeggggagag
geggtttgegtattgggegecagggtggtttticttttcaccagtgagacgggecaacagetgattgeccttecace
gectggeectgagagagttgecagecaageggtecacgetggtttgecccagecaggegaaaatectgtttgatggt
ggttaacggcegggatataacatgagetgtetteggtategtegtateccactaccgagatgtecgeaccaacge
gcagceecggactecggtaatggegegeattgegeccagegecatetgategttggecaaccageategeagtggg
aacgatgccctcattcageatttgecatggtttgttgaaaaccggacatggeactecagtegecttecegttecget
atcggctgaatttgattgecgagtgagatatttatgecagecagecagacgecagacgegecgagacagaactta
atgggcccgetaacagegegatttgetggtgacccaatgegaccagatgetecacgeccagtegegtacegtet
tcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgecggaacattagtg
caggcagcttccacagcaatggeatcctggtcateccageggatagttaatgatcageccactgacgegttgege
gagaagattgtgcaccgeegetttacaggettegacgeegettegttetaccategacaccaccacgetggeace
cagttgatcggegegagatttaatecgecgegacaatttgegacggegegtgecagggecagactggaggtgge
aacgccaatcagcaacgactgtttgeccgecagttgttgtgecacgeggttgggaatgtaattcagetecgeca
tegeegettecactttttecegegttttegecagaaacgtggetggectggttcaccacgegggaaacggtetgat
aagagacaccggcatactctgecgacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactetett
ccgggegetatcatgecataccgegaaaggttttgegecattegatggtgtecgggatetegacgeteteectta
tgegactectgecattaggaageageccagtagtaggttgaggeegttgageacegeegecgecaaggaatggt
gcatgcaaggagatggegeccaacagtceeeeggecacggggectgecaccatacccacgecgaaacaageg
ctcatgagccecgaagtggegageccgatettecccateggtgatgteggegatataggegecageaacegeac
ctgtggegeecggtgatgecggecacgatgegtecggegtagaggategagategtttaggeaccccaggettta

pBbES5a-RFP
(Addgene
plasmid
#35277)*




cactttatgcttcecggetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaa

TetR-pTet

Ttaagacccactttcacatttaagttgtttttctaatecegeatatgatcaattcaaggecgaataagaaggetg | pBbE2k-RFP
getetgeaccttggtgatcaaataattegatagettgtegtaataatggeggeatactatcagtagtaggtgttt | (Addgene
ccetttettetttagegacttgatgetettgatettecaatacgeaacctaaagtaaaatgecccacagegetgag | plasmid
tgcatataatgeattetetagtgaaaaaccttgttggeataaaaaggetaattgattttegagagttteatact | #35324)*

gtttttctgtaggecgtgtacctaaatgtacttttgetecatcgegatgacttagtaaageacatctaaaactttt
agcgttattacgtaaaaaatcttgeccagetttececttctaaagggcaaaagtgagtatggtgectatetaaca
tctcaatggcetaaggegtecgagecaaageccgettattttttacatgecaatacaatgtaggetgetetacaccta
gettetgggegagtttacgggttgttaaaccttegattecgacctcattaageagetectaatgegetgttaateac
tttacttttatctaatctagacatcattaattcctaatttttgttgacactctategttgatagagttattttaccac
tccctatcagtgatagagaa

Table S8. dCas and sgRNA sequences.

Part name

Sequence

dCas

atggataagaaatactcaataggcttagccatcggcacaaatagegtecggatgggeggtgatcactgatgaatataaggtteegt
ctaaaaagttcaaggttctgggaaatacagaccgeccacagtatcaaaaaaaatcttataggggetettttatttgacagtggaga
gacagcggaagcgactcgtctcaaacggacagetecgtagaaggtatacacgtecggaagaategtatttgttatctacaggagatt
ttttcaaatgagatggcgaaagtagatgatagtttctttcatcgacttgaagagtcettttttggtggaagaagacaagaageatga
acgtcatcctatttttggaaatatagtagatgaagttgettatcatgagaaatatccaactatectatcatctgecgaaaaaaattggt
agattctactgataaagcggatttgegettaatetatttggecttagegecatatgattaagtttegtggteattttttgattgagggag
atttaaatcctgataatagtgatgtggacaaactatttatccagttggtacaaacctacaatcaattatttgaagaaaaccctatta
acgcaagtggagtagatgctaaagegattcetttectgecacgattgagtaaatcaagacgattagaaaatcetcattgetecageteece
ggtgagaagaaaaatggcttatttgggaatcetcattgetttgtecattgggtttgaccectaattttaaatcaaattttgatttggeag
aagatgctaaattacagctttcaaaagatacttacgatgatgatttagataatttattggegcaaattggagatcaatatgetgat
ttgtttttggcagectaagaatttatcagatgetattttactttcagatatecctaagagtaaatactgaaataactaaggeteccectate
agcttcaatgattaaacgctacgatgaacatcatcaagacttgactcttttaaaagcetttagttcgacaacaacttccagaaaagt
ataaagaaatcttttttgatcaatcaaaaaacggatatgcaggttatattgatgggggagetagecaagaagaattttataaattt
atcaaaccaattttagaaaaaatggatggtactgaggaattattggtgaaactaaatcgtgaagatttgetgegecaagecaacgg
acctttgacaacggctctattcecccatcaaattcacttgggtgagetgeatgetattttgagaagacaagaagacttttatecattttt
aaaagacaatcgtgagaagattgaaaaaatcttgacttttcgaattecttattatgttggtecattggegegtggecaatagtegtttt
gcatggatgactcggaagtctgaagaaacaattaccccatggaattttgaagaagttgtcgataaaggtgettcagetcaatecatt
tattgaacgcatgacaaactttgataaaaatcttccaaatgaaaaagtactaccaaaacatagtttgetttatgagtattttacggt
ttataacgaattgacaaaggtcaaatatgttactgaaggaatgcgaaaaccageatttctttcaggtgaacagaagaaagecatt
gttgatttactcttcaaaacaaatcgaaaagtaaccgttaagcaattaaaagaagattatttcaaaaaaatagaatgttttgata
gtgttgaaatttcaggagttgaagatagatttaatgettcattaggtacctaccatgatttgectaaaaattattaaagataaagatt
ttttggataatgaagaaaatgaagatatcttagaggatattgttttaacattgaccttatttgaagatagggagatgattgagga
aagacttaaaacatatgctcacctctttgatgataaggtgatgaaacagettaaacgtegecgttatactggttggggacgtttgte
tcgaaaattgattaatggtattagggataagcaatctggcaaaacaatattagattttttgaaatcagatggttttgeccaategea
attttatgcagctgatccatgatgatagtttgacatttaaagaagacattcaaaaagcacaagtgtctggacaaggegatagttta
catgaacatattgcaaatttagctggtagecctgetattaaaaaaggtattttacagactgtaaaagttgttgatgaattggtcaa
agtaatggggcggcataagccagaaaatategttattgaaatggecacgtgaaaatcagacaactcaaaagggecagaaaaatt
cgcgagagegtatgaaacgaatcgaagaaggtatcaaagaattaggaagtcagattecttaaagageatectgttgaaaatacte
aattgcaaaatgaaaagctctatctctattatctccaaaatggaagagacatgtatgtggaccaagaattagatattaategttta
agtgattatgatgtcgatgcecattgttccacaaagtttecttaaagacgattcaatagacaataaggtettaacgegttctgataaa
aatcgtggtaaatcggataacgttccaagtgaagaagtagtcaaaaagatgaaaaactattggagacaacttctaaacgecaag
ttaatcactcaacgtaagtttgataatttaacgaaagectgaacgtggaggtttgagtgaacttgataaagetggttttatcaaacg
ccaattggttgaaactcgccaaatcactaagcatgtggecacaaattttggatagtecgecatgaatactaaatacgatgaaaatgat
aaacttattcgagaggttaaagtgattaccttaaaatctaaattagtttctgacttccgaaaagatttccaattctataaagtacgt
gagattaacaattaccatcatgcccatgatgegtatctaaatgeegtegttggaactgetttgattaagaaatatccaaaacttgaa
tcggagtttgtctatggtgattataaagtttatgatgttcgtaaaatgattgectaagtctgagcaagaaataggcaaagecaaccge
aaaatatttcttttactctaatatcatgaacttcttcaaaacagaaattacacttgcaaatggagagattegcaaacgecectctaat
cgaaactaatggggaaactggagaaattgtctgggataaagggegagattttgecacagtgegecaaagtattgtecatgeeccaa
gtcaatattgtcaagaaaacagaagtacagacaggeggattctccaaggagtcaattttaccaaaaagaaattcggacaagett
attgctcgtaaaaaagactgggatccaaaaaaatatggtggttttgatagteccaacggtagettattcagtectagtggttgetaa




ggtggaaaaagggaaatcgaagaagttaaaatcegttaaagagttactagggatcacaattatggaaagaagttectttgaaa

aaaatccgattgactttttagaagctaaaggatataaggaagttaaaaaagacttaatcattaaactacctaaatatagtettttt
gagttagaaaacggtcgtaaacggatgetggetagtgecggagaattacaaaaaggaaatgagetggetetgecaagecaaatat
gtgaattttttatatttagctagtcattatgaaaagttgaagggtagtccagaagataacgaacaaaaacaattgtttgtggagea
gcataagcattatttagatgagattattgagcaaatcagtgaattttctaagegtgttattttagcagatgecaatttagataaagt
tcttagtgcatataacaaacatagagacaaaccaatacgtgaacaagcagaaaatattattcatttatttacgttgacgaatcttg
gagctccegetgettttaaatattttgatacaacaattgatecgtaaacgatatacgtctacaaaagaagttttagatgecactettat
ccatcaatccatcactggtctttatgaaacacgcattgatttgagtcagectaggaggtgactga

Non-targeting
sgRNA1

GATTCGTGCTTCGTTGAGAAgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtecgttatcaacttgaaa
aagtggcaccgagtcggtge

Non-targeting

GACATAAGCCCTACGCCCATgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggetagtecgttatcaacttgaaa

sgRNA2 aagtggcaccgagteggtge

PvioA sgRNA CGTCCGCCGTTGCCGCGCGGgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggetagteegttatcaacttgaa
aaagtggcaccgagtceggtge

vioB sgRNA CGTCGCCGCCCGGTTCCGGGgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggetagtecgttatcaacttgaa
aaagtggcaccgagteggtge

vioC sgRNA AGAGCAATCATAGTCGGAGGgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggetagtecgttatcaacttgaa
aaagtggcaccgagtcggtge
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