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SI Methods

To determine the ratio of Escherichia coli in the cI and Cro
states in a population, we titered the E. coli to yield at least
100 single colonies on lactose indicator plates, and also plated
at a 100-fold lower dilution, yielding at least 10,000 colonies.

Kotula et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1321321111

On the latter plates colonies could not be counted but it was
possible to recognize rare colonies of a distinct phenotype.
Thus, in Figs. 2-4 and Fig. S6, where it is stated that 100% or
0% of cells have a certain phenotype, the limit of detection is

about 1/10%.
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5  gttagcctcccgecceggtgatgactatcaactggeacgggaaccgttaaagetggaagecattetggegegegegegcaaagagggttacggacagaactacegeggetgggateaggaggagaagategectetategeegtacegetgegeagtgaacaacgggtyga

° t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t + 170
 ———————  —ye———m———————————————
°
5  ttggctgtctgaatctggtgtatatggcgagcgcaatgaccattgaacaggcageggaaaageatettceggegetacaacgggtagcaaaacagategaagaaggggttgaategcaggctattctggtggecggaaggegaageggcatgeatttacgttgacaccat
° 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 340
>
°
' cgttagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggcgatgegetgcgaatcgggageggegataccgtaaageacgaggaageggtcageccattegecgecaagetettecagcaatatcacgggtagecaacgctatgtectgatageggtecgecacacecagecggee
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 510
o [C—C——/—/—————— eenNesmwetsse
°
5  acagtcgatgaatccagaaaagcggccattttcecaccatgatatteggcaageaggeategecatgggteacgacgagatectegeegtogggeatgegegecttgagectggegaacagtteggetggegegageecctgatgetettegtecagateatectgatega
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 680
 ——————— memResmweeswe
°
5  caagaccggcttccatcegagtacgtgctcgctcgatgegatgtttegettggtggtcgaatgggeaggtagecggatcaagegtatgcagecgeegeattgeatcagecatgatggatactttctaggcaggagcaaggtgagatgacaggagatectgececggeact
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + t 850
 ——————— memResmweswe
°
5  tcgcccaatagcagccagteccttocogettcagtgacaacgtegagcacagetgcgcaaggaacgcecgtegtggecagecacgatagecgegetgectegtectgcagttcattcagggeaccggacaggteggtettgacaaaaagaaccgggegecectgcgetga
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1020
 ———————  meResmeeswe
°
5  cagccggaacacggcggcatcagagcagecgattgtetgttgtgeccagteatageegaatagectctecacccaageggecggagaacctgegtgcaatecatettgttcaatcatgcgaaacgatecteateetgtetettgatcagatcettgateecetgegecate
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1190
 ———————— memResmeeswe
agatccttggcggeaagaaagecatceagtttactttgcaggget teccaacettaccagagggegeeccagetggeaatteeggttogettgetgtecatagtggteagtgegtectgetgatgtgetcagtatcacegecagtggtatttatgtcaacacegecagag
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + t t t t t t t t t t t t t 1360
o T ehmenResewetsse < o
°
5  ataatttatcaccgcagatggttatctgtatgttttttatatgaatttattttttgcaggggggcattgtttggtaggtgagagatctgaattgctatgtttagtgagttgtatctatttatttttcaataaatacaattggttatgtgttttgggggcgategtgagge
° 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 1530
° o ]
°
5  aaagaaaacccggcgetgaggecgggttattcttgttototggtcaaattatatagttggaaaacaaggatgeatatatgaatgaacgatgcagaggeaatgecgatggcgatagtgggtatcatgtagecgettatgetggaaagaageaataacccgcagaaaaacaa
° 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 + 1700
agctccaagetcaacaaaactaagggeatagacaataactaccgatgteatatacccatactctetaatettggecagteggegegttetgettecgattagaaacgtcaaggeageaatcaggattgeaatcatggttectgeatatgatgacaatgtegececaagac
° + + + + + + + + + + + + + + + + + 1870
°
5  catctctatgagctgaaaaagaaacaccaggaatgtagtggcggaaaaggagatagcaaatgcttacgataacgtaaggaattattactatgtaaacaccaggcatgattcetgttecgcataattactectgataattaatecttaactttgeccacctgecttttaaaa
° t t t t t t t t t t t t t t t t t 2040
cattccagtatatcacttttcattcttgegtageaatatgecatctettcagetatcetcageattggtgaccttgttcagaggogotgagagatggectttttotgatagataatgttctgttaaaatatctecggecteatettttgecegeaggetaatgtetgaaaa
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 2210
ttgaggtgacgggttaaaaataatatecttggcaaccttttttatatcecttttaaattttggettaatgactatatccaatgagtcaaaaageteccettcaatatetgttgecectaagacctttaatatategecaaatacaggtagettggettetaccttcaceg
t t t t t t t t t t t t t t t t t 2380
5  ttgttcggccgatgaaatgcatatgcataacatcgtctttggtggttccccteatcagtggetetatetgaacgegetetecactgettaatgacattecttteccgattaaaaaatetgteagataggatgtggteggeccgaaaacagttctggeaaaaccaatggty
° 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 2550
tcgecttcaacaaacaaaaaagatgggaatcccaatgattcgtcatetgegaggetgttottaatatetteaactgaagetttagagegatttatettotgaaccagactettgteatttgttttggtaaagagaaaagtttttccategattttatgaatatacaaata
° + + + + + + + + + + + + + + + + + 2720
°
5  attggagccaacctgeaggtgatgattatcagecagcagagaattaaggaaaacagacaggtttattgagegettatettteectttatttttgetgeggtaagtegeataaaaaccattettcataatteaatecatttactatgttatgttetgaggggagtgaaaat
° t t t t t t t t t t t t t t t t + 2890
tcccctaattcgatgaagattettgetcaattgttateagetatgegecgaccagaacaccttgcegatcagecaaacgtetettoaggeocactgactagegataact ttecccacaacggaacaactcteattgeatgggatcattgggtactgtgggtttagtagtty
° + + + + + + + + + + + + + + + + + 3060
. <l LLTTTTT
°
5  taaaaacacctgaccgctatccctgatcagtttcttgaaggtaaactcatcacceccaagtctggetatgcagaaatcacetggetcaacagectgcteagggtcaacgagaattaacattecgtcaggaaagettggettggagectgttggtgeggteatggaattac
° + + + + + + + + + + + + + + + + + 3230
o I —
°
5  cttcaacctcaagccagaatgcagaatcactggottttttggttgtgcttacecatetetecgeatcacetttggtaaaggttctaagettaggtgagaacateoctgectgaacatgagaaaaaacagggtactcatactoacttcetaagtgacggctgeatactaace
° + + + + + + + + + + + + + + + + + 3400
°
e -
gcttcatacatctegtagatttototggegattgaagggctaaattcttcaacgetaactttgagaatttttgtaagcaatgcggegttataageatttaatgcattgatgecattaaataaageaccaacgectgactgecccateeccatettgtetgegacagatte
° + + + + + + + + + + + + + + + + + 3570
- ——————m— 0 —@ — —ey
°
. i)
5  ctgggataagccaagttcatttttctttttttcataaattgetttaaggcgacgtgegtectcaagetgetettgtgttaatggtttettttttgtgcteatacgttaaatetateaccgcaagggataaatatetaacacegtgegtgttgactattttacetetggeg
° t t t t t t t t t t t t t t t t + 3740
o T — < oR
°
5  gtgataatggttgcatgtactaaggaggttgtatggaacaacgcataaccctgaaagattatgeaatgegetttgggcaaaccaagacagetaaagatcteggegtatatcaaagegegatcaacaaggecatteatgcaggecgaaagatttttttaactataaacgct
° 3910
°
°
5  gatggaagcgtttatgcggaagaggtaaageccttcccgagtaacaaaaaaacaacagcataaataaccecgetcttacacattecagecctgaaaaagggcatcaaattaaaccacacctatggtgtatgeatttatttgeatacattcaatcaattgttatctaagga
° t t t t t t t t + t t t t t t + 4080
">
°
e wtliation site () ]
e wilization ste () ]
°
5  aatgaccatgattacggattcactggecgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggegttacccaacttaatcgeettgeageacatcecectttogecagetggegtaatagegaagaggecegeaccgategecctteccaacagttgegeagectgaaty
° 4250

5 gcgaatggcgctttgectggtttecggeaccagaageggtgceggaaagetggetggagtgegatettectgaggecgatactgtegtegtecccteaaactggeagatgcacggttacgatgegeccatctacaccaacgtgacctateccattacggteaatecgecy

Fig. S1. Memory element in PAS129.
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5 gttagceteecgecceggtgatgactatcaactggcacgggaacegt taaagetggaagecat tetggegegegegegcaaagagggt tacggacagaactacegeggetgggatcaggaggagaagategectetategeegtacegetgegeagtgaacaacgggtga
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 170
 —————— —— o o—o—o—m m O O O O oo
°
5§  ttggctgtctgaatctggtgtatatggegagegeaatgaccattgaacaggcageggaaaageatcttecggegetacaacgggtageaaaacagategaagaaggggttgaategeaggetattetggtggecggaaggegaageggeatgeatttacgttgacaccat
° 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 + 340
T e e e e e e e e >
°
5 cgttagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggcgatgegetgegaatcgggageggegatacegtaaagcacgaggaageggteageecattegecgecaagetettecagecaatatcacgggtagecaacgetatgtectgatageggtecgecacacccageecggee
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 510
o —— emenRessereecmsse
°
5  acagtcgatgaatccagaaaagcggccattttccaccatgatatteggeaagcaggeategecatgggteacgacgagatectegecgtegggeatgegegecttgagectggegaacagtteggetggegegageecctgatgetetteogtecagateatectgatega
4 + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 680
o ——————  emonRessmeGassewe
°
§  caagaccggcttccatcegagtacgtgetegetegatgegatgtttegettggtggtegaatgggeaggtageeggateaagegtatgeageegecgeattgeateagecatgatggatactttetoggeaggageaaggtgagatgacaggagatectgeeccggeact
° 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 + 850
o ——————  ewmonResseGassewe
°
5  tcgcccaatagcagccagtccctteccgetteagtgacaacgtegageacagetgegeaaggaacgecegtegtggecagecacgatagecgegetgectegtectygeagtteatteagggeacecggacaggteggtettgacaaaaagaaccgggegeccetgegetga
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1020
o — o  ewwenRessewecssse
°
5  cagccggaacacggcggcatcagagcageegattgtetgttgtgeecagteatagecgaatageetetecacccaageggecggagaacctgegtgeaateeatettgttcaateatgegaaacgatecteatectgtetettgatcagatettgateccetgegecate
4 + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 1190
o ——————— emonRessmeCessewe
°
5 agatccttggcggcaagaaagccatecagtttactttgecagggetteccaaccttaccagagggegecccagetggeaatteeggttegettgetgtecatagtggtecagtgegtectgetgatgtgetecagtatcacegecagtggtatttatgtecaacacegecagag
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1360
s I e oL
N
°
5  ataatttatcaccgcagatggttatctgtatgttttttatatgaatttattttttgcaggggggcattgtttggtaggtgagagatctgaattgetatgtttagtgagttgtatetatttatttttcaataaatacaattggttatgtgttttgggggegategtgagge
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 1530
° oL ]
°
5 aaagaaaacccggcgctgaggecgggttattettgttetetggtcaaattatatagttggaaaacaaggatgcatatatgaatgaacgatgcagaggcaatgecgatggegatagtgggtatcatgtagecgettatgetggaaagaagcaataacccgcagaaaaacaa
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + t + 1700
°
5  agctccaagctcaacaaaactaagggcatagacaataactaccgatgtcatatacccatactctctaatcttggecagtcggegegttetgettecgattagaaacgtcaaggcagcaatcaggattgcaatcatggttectgeatatgatgacaatgtegecceaagac
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 1870
°
5 catctctatgagetgaaaaagaaacaccaggaatgtagtggcggaaaaggagatagcaaatgettacgataacgtaaggaattattactatgtaaacaccaggeatgattetgttecgeataattactectgataattaatecttaactttgeccacetgecttttaaaa
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 2040
°
5  cattccagtatatcacttttcattcttgcgtagcaatatgecatctcttcagetatetcageattggtgaccttgttcagaggegetgagagatggectttttctgatagataatgttctgttaaaatatcteeggecteatettttgeccgeaggetaatygtetgaaaa
4 + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 2210
°
5  ttgaggtgacgggttaaaaataatatccttggcaaccttttttatatcccttttaaattttggcttaatgactatatccaatgagtcaaaaagetccocttcaatatctgttgeccctaagacctttaatatatcgecaaatacaggtagettggettetacetteacey
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + 2380
°
5 ttgttcggecgatgaaatgeatatgeataacategtetttggtggttecccteatcagtggetetatetgaacgegetetecactgettaatgacattectttecegattaaaaaatctgtcagataggatgtggteggecegaaaacagttetggcaaaaccaatggty
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 2550
°
5  tcgccttcaacaaacaaaaaagatgggaatcccaatgattcgtcatctgegaggetgttcttaatatettcaactgaagetttagagegatttatettctgaaccagactettgteatttgttttggtaaagagaaaagtitttecategattttatgaatatacaaata
4 + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 2720
°
5  attggagccaacctgcaggtgatgattatcagccagcagagaattaaggaaaacagacaggtttattgagegettatctttecctttatttttgetgeggtaagtegcataaaaaccattcttcataattcaatecatttactatgttatgttctgaggggagtgaaaat
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 2890
°
5 tccectaattegatgaagattettgetcaattgttatcagetatgegeegaccagaacaccttgecgatcagecaaacgtetettcaggecactgactagegataactttecccacaacggaacaactcetcattgcatgggateattgggtactgtgggtttagtggtty
° 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 + 3060
° < —F"—F]¥Z/]?]ww
°
5  taaaaacacctgaccgctatccctgatcagtttcttgaaggtaaactcatcacccccaagtctggetatgcagaaatcacctggetcaacagectgcteagggtcaacgagaattaacattecgtcaggaaagettggettggagectgttggtycggteatggaattac
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 3230
o ——————— — O O O O O O O O O OO O O—O——.
°
5  cttcaacctcaagccagaatgcagaatcactggettttttggttgtgettacceatetoteegeateacetttggtaaaggttetaagettaggtgagaacatcectgcctgaacatgagaaaaaacagggtacteatacteacttctaagtgacggetgeatactaace
4 + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 3400
s ———— O O O OoOoOoOoOoOoOoOoOo—m—mm .. O OO
°
5 gcttcatacatctegtagatttetetggegattgaagggetaaattcttcaacgetaactttgagaatttttgcaageaatgeggegttataageatttaatgeattgatgecattaaataaageaccaacgectgactgecccatecccatettgtetgegacagatte
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 3570
o
°
5  ctgggataagccaagttcatttttctttttttcataaattgetttaaggcgacgtgegtectcaagetgetettgtgttaatggtttettttttgtgcteatacgttaaatctatcaccgcaagggataaatatctaacaccgtgegtgttgactattttacetetggeg
° + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + t + + 3740
o ] < o=
N
°
5  gtgataatggttgcatgtactaaggaggttgtatggaacaacgcataaccctgaaagattatgcaatgegetttgggeaaaccaagacagetaaagateteggegtatatcaaagegegatcaacaaggecattcatgcaggecgaaagatttttttaactataaacget
4 + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 3910

5 gatggaagcgtttatgcggaagaggtaaagecctteecgagtaacaaaaaaacaacagcataaataaccecgetettacacattecageectga: gggcatcaaattaaaccacacctatggtgtatgeatttatttgcatacattcaatcaattgttatctaagga
N N ; N N N N N N N N N N N N N N

° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 4080

——— N |

°
e wiiization sie () ]
[ uiization sie (ut) ]

°

5  aatgaccatgattacggattcactggccgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccetggegttacecaacttaategeettgeageacateccectttegecagetggegtaatagegaagaggecegeaccgategecctteccaacagttgegeagectgaaty

° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + t + + 4250
o I ——

°

5 gcgaatggegetttgectggttteeggcaccagaageggtyceggaaagetggetggagtgegatettectgaggecgatactgtegtegteceeteaaactggeagatgcacggttacgatgegeccatetacaccaacgtgacctateccattacggtcaatecgeey
J " " " " " " N " " n n " " N " +

+ + + + + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Fig. S2. Memory element in PAS130.
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5 gttagcetececgecceggtgatgactatcaactggcacgggaacegt taaagetggaagecat tetggegegegegegcaaagagggt tacggacagaactacegeggetgggatcaggaggagaagategectetategeegtacegetgegeagtgaacaacgggtyga
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 170
L T ——
°
5§  ttggctgtctgaatctggtgtatatggegagegeaatgaccattgaacaggcageggaaaageatcttecggegetacaacgggtageaaaacagategaagaaggggttgaategeaggetattetggtggecggaaggegaageggeatgeatttacgttgacaccat
° 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 + 340
s INnr >
°
5 cgttagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggegatgegetgegaategggageggegatacegtaaagecacgaggaageggteageccattegecgecaagetettecageaatatcacgggtagecaacgetatgtectgatageggtecgecacacccagecggee
° + + + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + t + t + + + + 510
o —  menRessereecasse
°
5  acagtcgatgaatccagaaaagcggccattttccaccatgatatteggcaagcaggcategecatgggteacgacgagatectegecgtegggeatgegegect tgagectggegaacagtteggetggegegageecctgatgetettegtecagatcatectgatega
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t+ 680
o ———————  emonRessmeCassewe
°
§  caagaccggcttccatcegagtacgtgetegetegatgegatgtttegettggtggtegaatgggeaggtageeggateaagegtatgcageegecgeattgeateagecatgatggatactttetoggeaggageaaggtgagatgacaggagatectgeeccggeact
° 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 + 850
o —————— ewmonResseGassewe
°
5  tcgcccaatagcagccagtccctteccgetteagtgacaacgtegageacagetgegeaaggaacgeccgtegtggecagecacgatagecgegetgectegtectygcagtteatteagggeacecggacaggteggtettgacaaaaagaaccgggegeccetgegetga
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1020
o —— ———— — ewwenRessawecssee
°
5  cagccggaacacggcggcatcagagcageegattgtetgttgtgeecagteatagecgaatageetetecacccaageggecggagaacctgegtgeaateeatettgttcaateatgegaaacgatecteatectgtetettgatcagatettgateccetgegecate
° + + + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 1190
o _——————— ewmonRessmeCassewe
°
5 agatccttggeggcaagaaagecatecagtttactttgeagggetteccaacettaccagagggegecccagetggcaattecggttegettgetgtecatagtggteagtgegtectgetgatgtgeteagtatcacegecagtggtatttatgtcaacaccgecagag
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1360
I Ry or
R N
5  ataatttatcaccgcagatggttatctgtatgttttttatatgaatttattttttgcaggggggcattgtttggtaggtgagagatctgaattgetatgtttagtgagttgtatetatttatttttcaataaatacaattggttatgtgttttgggggegategtgagge
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 1530
° oL ]
°
5  aaagaaaacccggcgctgaggccgggttattettgttetetggtcaaattatatagttggaaaacaaggatgeatatatgaatgaacgatgcagaggcaatgecgatggegatagtgggtateatgtageegettatgetggaaagaagcaataaccegcagaaaaacaa
° + + + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 1700
°
5  agctccaagctcaacaaaactaagggcatagacaataactaccgatgtcatatacccatactctctaatcttggecagtcggegegttetgettecgattagaaacgtcaaggcagcaatcaggattgcaatcatggttectgcatatgatgacaatgtegecceaagac
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 1870
°
5 catctctatgagetgaaaaagaaacaccaggaatgtagtggcggaaaaggagatagcaaatgettacgataacgtaaggaattattactatgtaaacaccaggeatgattetgttecgeataattactectgataattaatecttaactttgeccacetgecttttaaaa
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 2040
°
5  cattccagtatatcacttttcattcttgcgtagcaatatgecatctcttcagetatetcageattggtgaccttgttcagaggegetgagagatggectttttctgatagataatgttetgttaaaatatcteoggecteatettttgeecgeaggetaatgtetgaaaa
° + + + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 2210
°
5  ttgaggtgacgggttaaaaataatatccttggcaaccttttttatatcccttttaaattttggcttaatgactatatccaatgagtcaaaaagctccecttcaatatctgttgeccctaagacctttaatatatcgecaaatacaggtagettggettctacetteacey
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 2380
°
5 ttgttcggecgatgaaatgeatatgeataacategtetttggtggttecccteatcagtggetetatetgaacgegetetecactgettaatgacattectttecegattaaaaaatetgtcagataggatgtggteggecegaaaacagttetggcaaaaccaatggty
° 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 + 2550
°
5  tcgccttcaacaaacaaaaaagatgggaatcccaatgattcgtcatctgegaggetgttcttaatatcttcaactgaagetttagagegatttatettetgaaccagactettgteatttgttttggtaaagagaaaagtttttecategattttatgaatatacaaata
° + + + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 2720
°
5  attggagccaacctgcaggtgatgattatcagccagcagagaattaaggaaaacagacaggtttattgagegettatcttteectttatttttgetgeggtaagtegcataaaaaccattcttcataattcaatecatttactatgttatgttetgaggggagtgaaaat
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 2890
°
5 tccectaattegatgaagattettgetcaattgttatcagetatgegeegaccagaacaccttgecgatcagecaaacgtetettcaggecactgactagegataactttecccacaacggaacaacteteattgcatgggateattgggtactgtgggtttagtggtty
° 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 + 3060
o <[ —f/—/—ew———————————————
°
5  taaaaacacctgaccgctatccctgatcagtttcttgaaggtaaactcatcacccccaagtctggetatgcagaaatcacctggetcaacagectgcteagggtcaacgagaattaacattecgtcaggaaagettggettggagectgttggtycggteatggaattac
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 3230
o I ——
°
5  cttcaacctcaagccagaatgcagaatcactggettttttggttgtgettacceatetcteegeateacetttggtaaaggttetaagettaggtgagaacatcectgectgaacatgagaaaaaacagggtactecatacteacttctaagtgacggetgeatactaace
° + + + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 3400
o I —
°
5 gctteatacatctegtagatttetetggegattgaagggetaaattettcaacgetaactttgagaatttttgtaagecaatgeggegttataageatttaatgeattgatgecattaaataaageaccaacgectgactgeeccatecccatettgtetgegacagatte
° 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 + 3570

- .. R —)
°

E3
°
5 ctgggataagccaagtteatttttetttttttcataaattgetttaaggegacgtgegtectcaagetgetettgtgttaatggtttettttttgtgeteatacgttaaatctatcacegcaagggataaatatetaacacegtgegtgttgactattttacctetggeg
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 3740
LB B
R ~
5  gtgataatggttgcatgtactaaggaggttgtatggaacaacgcataaccctgaaagattatgcaatgegetttgggcaaaccaagacagctaaagatcteggegtatatcaaagegegatcaacaaggecattcatgcaggecgaaagatttttttaactataaacget
° + + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 3910
D e Y ]
°
5 gatggaagcgtttatgcggaagaggtaaageecttceecgagtaacaaaaaaacaacagcataaatgaccatgattacggattcactggecgtegttttacaacgtegtgactgggaaaaccetggegttacccaacttaategecttgeageacateccectttegecag
° t + + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 4080
sy
°
§  ctggcgtaatagcgaagaggccegcaccgategecctteccaacagttgegeagectgaatggegaatggegetttgectggtttecggeaccagaageggtgecggaaagetggetggagtgcgatettectgaggecgatactgtegtegteccetcaaactggeaga
" " " " " " " " " I " " " I " " + 4250

tgcacggttacgatgcgceccatetacaccaacgtgacctatcccattacggteaatcegeeg

\

Fig. $3. Memory element in PAS131.
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gttagcetcecgecceggtgatgactatcaactggeacgggaacegttaaagetggaagecat tetggegegegegegeaaagagggt tacggacagaactacegeggetgggatcaggaggagaagatcgectctatcgecgtacegetgegeagtgaacaacgggtga

T T + T + T + T + T + T + T + T + T + T + T + T + t + t + t + t + + 170

@

ttggctgtctgaatctggtgtatatggegagegeaatgaccattgaacaggcageggaaaageatettecggegetacaacgggtagcaaaacagatcgaagaaggggttgaategeaggetattetggtggecggaaggegaageggeatygcatttacgttgacaceat
" " " " ; " + " + " + " " " " + + + 340

5 cgttagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggegatgegetgegaategggageggegatacegtaaageacgaggaageggteageccattegecgecaagetetteageaatatcacgggtagecaacgetatgtectgatageggtecgeeacaccecagecggee

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 510

acagtcgatgaatccagaaaageggecattttccaccatgatatteggeaageaggcategecatgggteacgacgagatectegecgtegggeatgegegect tgagectggegaacagt teggetggegegagecectgatgetettegtecagateatectgatega

M T + T + T + T + T + T + T + T + T + T + T + T + t + t + t + + + + 680

5 caagaccggcttccateegagtacgtgctegetegatgegatgtttegettggtggtegaatgggecaggtageeggatcaagegtatgeageegecgeattgcateagecatgatggatactttetaggcaggageaaggtgagatgacaggagatectgeceeggeact

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 + 850

°
5 tcgceccaatagecagecagteecttecegettecagtgacaacgtegagecacagetgegecaaggaacgecegtegtggecagecacgatageecgegetgectegtectgeagtteattcagggcaceggacaggteggtettgacaaaaagaaccgggegecectgegetga
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1020
o —— o  ewwenRessawecssee
°
5  cagccggaacacggcggcatcagagcageegattgtotgttgtgcecagteatagecgaatageetetecacccaageggecggagaacctgegtgeaateeatettgttcaateatgegaaacgatecteatectgtetettgatcagatettgateccetgegecate
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + 1190
o _———————  emonRessmeGassewe
°
5 agatccttggcggcaagaaagccatecagtttactttgecagggetteccaaccttaccagagggegecccagetggeaatteeggttegettgetgtecatagtggtecagtgegtectgetgatgtgetecagtatcacegecagtggtatttatgtecaacacegecagag
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1360
o T enmonRessweCasate ]
N
°
5 ataatttatcaccgcagatggttatctgtatgttttttatatgaatttattttttgecaggggggcattgtttggtaggtgagagatctgaattgetatgtttagtgagttgtatctatttatttttcaataaatacaattggttatgtgttttgggggegategtgagge
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + t + t + t + t + t + + 1530
° oL ]
°
5  aaagaaaacccggcgctgaggecgggttattettgttctotggtcaaattatatagttggaaaacaaggatgeatatatgaatgaacgatgeagaggcaatgecgatggegatagtgggtatcatgtageegettatgctggaaagaageaataaccegeagaaaaacaa
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + t + 1700
°
5 agctccaagctcaacaaaactaagggcatagacaataactaccgatgtcatatacccatactetetaatettggecagteggegegttetgettecgattagaaacgtcaaggcagcaatcaggattgcaatcatggttectgecatatgatgacaatgtegeecccaagac
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + t + 1870
°
5 catctctatgagetgaaaaagaaacaccaggaatgtagtggcggaaaaggagatagcaaatgettacgataacgtaaggaattattactatgtaaacaccaggeatgattetgttecgeataattactectgataattaatecttaactttgeccacetgecttttaaaa
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 2040
°
5  cattccagtatatcacttttcattcttgcgtagcaatatgecatctcttcagetatetcageattggtgaccttgttcagaggegetgagagatggectttttctgatagataatgttctgttaaaatatcteoggecteatettttgeccgeaggetaatgtetgaaaa
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + t + 2210
°
5  ttgaggtgacgggttaaaaataatatccttggcaaccttttttatatcccttttaaattttggcttaatgactatatccaatgagtcaaaaagctccocttcaatatctgttgeccctaagacctttaatatatcgecaaatacaggtagettggettctacetteacey
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 2380
°
5 ttgtteggecgatgaaatgeatatgeataacategtetttggtggttecccteatcagtggetetatetgaacgegetetecactgettaatgacattectttecegattaaaaaatetgtcagataggatgtggteggeccgaaaacagttetggcaaaaccaatggty
° 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 + 2550
°
5  tcgccttcaacaaacaaaaaagatgggaatcccaatgattcgtcatctgegaggetgttcttaatatcttcaactgaagetttagagegatttatettetgaaccagactettgteatttgttttggtaaagagaaaagtttttecategattttatgaatatacaaata
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + t + 2720
°
5 attggagccaacctgcaggtgatgattatcagecageagagaattaaggaaaacagacaggtttattgagegettatettteectttatttttgetgeggtaagtegeataaaaaccattcttcataattcaatccatttactatgttatgttctgaggggagtgaaaat
° + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + 2890
°
5 tccectaattegatgaagattettgetcaattgttatcagetatgegeegaccagaacaccttgecgatcagecaaacgtetettcaggecactgactagegataactttecccacaacggaacaactceteattgecatgggatcattgggtactgtgggtttagtggtty
° 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 + 3060
. D . 1
°
5 taaaaacacctgaccgctatcecctgatcagtttcttgaaggtaaactcatcacceccaagtetggetatgeagaaatcacetggetcaacagectgeteagggtcaacgagaattaacattcegtcaggaaagettggettggagectgttggtgeggteatggaattac
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 3230
L 1 . —)
°
5 cttcaacctcaagccagaatgcagaatcactggettttttggttgtgettacccatetetecgeateacctttggtaaaggttctaagettaggtgagaacatecctgectgaacatgagaaaaaacagggtactcatacteacttctaagtgacggetgeatactaace
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + 3400
==y
°
5 gcttcatacatctegtagatttetetggegattgaagggetaaattettcaacgetaactttgagaatttttgcaageaatgeggegttataageatttaatgeattgatgecattaaataaageaccaacgectgactgeeccatececatettgtetgegacagatte
° 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 + 3570
P
°
5  ctgggataagccaagttcatttttctttttttcataaattgetttaaggcgacgtgegtcctcaagetgetettgtgttaatggtttettttttgtgcteatacgttaaatctatcaccgcaagggataaatatctaacaccgtgegtgttgactattttacetetggeg
° + t + t + t + t t t t t t t t + t t t t t + 3740
° OR
°
5  gtgataatggttgcatgtactaaggaggttgtatggaacaacgcataaccctgaaagattatgcaatgegetttgggeaaaccaagacagetaaagatcteggegtatatcaaagegegatcaacaaggecattcatgcaggecgaaagatttttttaactataaacget
° + t + t + t + t + t + t + t + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 3910
- T U
°
§  gatggaagcgtttatgcggaagaggtaaageccttcccgagtaacaaaaaaacaacagcataaatgaccatgattacggattcactggeegtegttttacaacgtegtgactgggaaaaccetggegttacceaacttaategecttgeageacateccectttegecag
° + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4080
D s -
°
5  ctggcgtaatagcgaagaggcccgcaccgatcgeocttceccaacagttgegeagectgaatggegaatggegetttgectggtttecggeaccagaageggtgccggaaagetggetggagtgegatettectgaggecgatactgtegtegtecectcaaactggcaga
° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 4250
o I ——
°
5  tgcacggttacgatgcgcccatctacaccaacgtgacctateccattacggtecaatcegeeyg
° + + + + " "

+ t + t + t + t + t + t

e A ——

Fig. S4. Memory element in PAS132.
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5 accactctacgctggtggcgatctcttcaccggtagecgcagtccaccgeccaaagectcgecacagaatcactgeccaaaatcgaggccaattgcaatcgecatcegtttcactceccatccaaaaaaacgggtatggagaaacagt
L A, s s A A S B e S e e S L]
o < ] <€

o

5 agagagttgcgataaaaagcgtcaggtaggatccgctaatcttatggataaaaatgctatggcatagcaaagtgtgaaccagcaatagacataagcggcectatttaacgaccctgecctgaaccgacgaccgggtegaatt

° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 280
o T rma ] P —— T Y —

°

5 tgctttcgaatttctgccattcatccgecttattatcacttattcaggecgtagcaccaggecgtttaagggcaccaataactgecttaaaaaaattacgceccecgeectgeccactcatecgecagtactgttgtaattcattaag

° t t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t t t + + 420
o ————— chioramphenicolresistancecassete

o

B cattctgccgacatggaagccatcacagacggcatgatgaacctgaatcgeccageggecatcagecaccttgtegecttgegtataatatttgeccatggtgaaaacgggggcgaagaagttgtecatattggecacgttta

° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t t + 560
o ————  chioramphenicolresistancecassete

o

5 aatcaaaactggtgaaactcacccagggattggctgagacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggccaggttttcaccgtaacacgeccacatcttgegaatatatgtgtagaaactgeccggaaatcg

° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 700
o ——— chioramphenicolresistancecassette

o

5 tcgtggtattcactccagagcgatgaaaacgtttcagtttgectcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccagectcaccgtctttcattgecatacggaatteccggatgagecattcatcaggeg

° t t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t t t + + 840
o _————— chloramphenicolresistancecassette

o

5 ggcaagaatgtgaataaaggccggataaaacttgtgettatttttctttacggtctttaaaaaggeegtaatatccagetgaacggtetggttataggtacattgagcaactgactgaaatgectecaaaatgttetttac

° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t t + 980
o ——— chioramphenicolresistancecassete

o

5 gatgccattgggatatatcaacggtggtatatccagtgatttttttcteccattttagettecttagectectgaaaatctcgataactcaaaaaatacgeccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacct

o + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1120
o ———  chioramphenicolresistancecassete

o

5 cttacgtgccgatcaacgtctcattttcgeccaaaagttggecccagggecttecececggtatcaacagggacaccaggatttatttattctgegaagtgatcttecegtcacattaagacccactttcacatttaagttgttttt

o + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1260
I e e

o

5 ctaatccgcatatgatcaattcaaggccgaataagaaggctggctetgcaccttggtgatcaaataattcgatagettgtegtaataatggecggcatactatcagtagtaggtgtttcectttcttetttagegacttga

° t t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t t t + + 1400
o I —

o

5 tgctcttgatcttccaatacgcaacctaaagtaaaatgccccacagegectgagtgcatataatgecattctctagtgaaaaaccttgttggcataaaaaggctaattgattttcgagagtttcatactgtttttcectgtagg

° y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y + 1540
o I —

o

5 ccgtgtacctaaatgtacttttgectccatcgecgatgacttagtaaagcacatctaaaacttttagegttattacgtaaaaaatcttgeccagetttecececcttctaaagggcaaaagtgagtatggtgectatctaacatcet

° + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + + 1680
o R ——

°

5 caatggctaaggcgtcgagcaaagcccgecttattttttacatgeccaatacaatgtaggetgctectacacctagettctgggegagtttacgggttgttaaaccttecgattececgacctecattaagecagetectaatgegetg

° t t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t + t t t + + 1820
o I ———

o

5 ttaatcactttacttttatctaatctagacatcattaattcctaatttttgttgacactctatcattgatagagttattttaccactcectatcagtgatagagaaaagtgaaatgtactaaggaggttgtatggaacaa

° y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y + 1960
o  IIEE— oA prometer slment > ——

o

5 cgcataaccctgaaagattatgcaatgecgetttgggcaaaccaagacagctaaagaCctceggegtatatcaaagegecgatcaacaaggeccattcatgcaggeccgaaagatttttttaactataaacgectgatggaagegt

o + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 2100
o I —

o

5 ttatgcggaagaggtaaagcccttcccgagtaacaaaaaaacaacagcataacgccgtgcaaataatcaatgtggacttttctgecgtgattatagacacttttgttacgegtttttgtecatggetttggteceecgetttyg

° + t + t + t + t + t + t + t t t t t t t t t t t t t t + 2240
° — —

o

5 ttacagaatgcttttaataageggggttaccggttgggttagegagaagageccagtaaaagacgcagtgacggcaatgtctgatgcaatatggacaattggtttettctetgaatggtgggagtatgraaagtatggety

° y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y t y + 2380
° e —

o

5 aagcgcaaaatgatcccctgcectgecgggatactcegtttaacgeccatcectggtggegggtttaacgecgattgaggecaacggttatetegatt

° B B B

° —

o

Fig. S5. The tetP-cro trigger element used in this study.
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Fig. S6. Identification of a memory element with optimal switching properties. (A) Memory elements 11-14, which were integrated into strains PAS129-
PAS132, were evaluated for switching in response to anhydrotetracycline (ATC). (B) PAS129-PAS132 were evaluated for switching in response to an incubation
temperature of 42 °C, without ATC. For both panels, points represent the means + SD of three or more independent samples.
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Fig. S7. Growth curves of engineered strains in brain-heart infusion (BHI) media. (A) Growth of MG1655 and PAS132 in BHI media without ATC. (B) Growth of
MG1655 and PAS132 in BHI media with ATC. (C) Growth of NGF1 and PAS133 in BHI media without ATC. (D) Growth of NGF1 and PAS133 in BHI media with
ATC. (E) Growth of PAS132 and PAS133 in BHI media without ATC. (F) Growth of PAS132 and PAS133 in BHI media with ATC. (G) Growth of MG1655 and
PAS132 in M9 glucose + casamino acids media without ATC. (H) Growth of MG1655 and PAS132 in M9 glucose + casamino acids media with ATC. (/) Growth of
PAS132 and PAS133 in M9 glucose + casamino acids media without ATC. (J) Growth of PAS132 and PAS133 in M9 glucose + casamino acids media with ATC.
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Fig. S8. Sequence of the rpsL mutation. The rpsL gene of PAS132 and MG 1655 was amplified using 5'-CCA GCC AGA TGG CCT GG-3’ and 5-GAC GCG ACG ACG
TGG C-3’ primers, then sequenced. The sequences were compared using Lasergene software to identify the A430G mutation that resulted in a Lys42Arg
mutation.
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Fig. S9. Monitoring mouse weights. Mice were weighed on the indicated days to monitor their health. A drop in total body mass >20% would indicate that
there was a potential health concern. From day 1 to day 18 of all in vivo experiments, all of the mice showed a net gain in total body mass. This gain indicated
that administering two drugs, streptomycin and ATC, as well as our engineered bacteria, did not adversely affect mouse health. (A) In vivo experiment #1
corresponds to data presented in Fig. 3B. (B) In vivo experiment #2 corresponds to data presented in Fig. 3D. (C) In vivo experiment #3 corresponds to data
presented in Fig. 4. Points represent the mass of an individual mouse on the specified day.
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Fig. $10. Alignment of the 165 Sequence of PAS132 and PAS133 with MG1655. The gene encoding the 16S ribosomal subunits of PAS132 and PAS133 were
amplified by PCR, then sequenced (1). The sequences were aligned against the reference sequence of MG1655 using Lasergene software. A phylogenetic tree
was constructed comparing the reference sequences of the indicated bacteria using Lasergene software.

1. Weisburg WG, Barns SM, Pelletier DA, Lane DJ (1991) 16S ribosomal DNA amplification for phylogenetic study. J Bacteriol 173(2):697-703.
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