Supplementary Fig. 1. A multiple sequence alignment of the tox genes plus 100 bp upstream and downstream of the
gene from C. ulcerans 102, C. diphtheriae NCTC 13129 and the tree strains belonging to the novel species using
CLUSTAL O (1.2.4). The promotor region, start codon and the two base-pair (GG) insertion in strains W25 and KL1196
are highlighted in yellow.

C.ulcerans_0102 tgtaaccaatctatcaaaaaatgttattgatt-ccgggccaccctataattaggataget 59
C.diphtheriae_NCTC13129 tgtaaccaatctatcaaaaaagggcattgatttcagagcacccttataattaggatagcet 60
C.ulcerans_KL1196 tgtaaccaatctatcaaaaaatgttattgatttcggaccacccctctaattaggatagat 60
C.ulcerans_W25 tgtaaccaatctatcaaaaaatgttattgatttcggaccacccctctaattaggatagat 60
C.ulcerans_P0100/5 tgtaaccaatctatcaaaaaatgttattgatttcggaccacccctataattaggataggt 60
3k ok ok ok sk ok sk skook ok skoskok sk skok ok kkok ko 3k kokkkkkk ko ok * kk ok skokckokokkskokokkskk  k
-10 promotor region +1 translation start
C.ulcerans_0102 ttacctaattattttatgagtcctggtaaggggatgecgttgtgaacagaaaactgtttgce 119
C.diphtheriae_NCTC13129 ttacctaattattttatgagtcctggtaaggggatacgttgtgagcagaaaactgtttgce 120
C.ulcerans_KL1196 ttatctaattattttatgagtcctggtaaggggatacgttgtgaacagaaaactgtttgce 120
C.ulcerans_W25 ttatctaattattttatgagtcctggtaaggggatacgttgtgaacagaaaactgtttgce 120
C.ulcerans_P0100/5 ttatctaattattttatgagtcctggtaaggggatacgttgtgaacagaaaactgtttgce 120
skookok 3k okook ok ok ok ok ok ok ok sk ok sk skook kok sk kosk skok kok sk ksk kskckk kokokokokokskk skok okosk ok ok sk sk sk kk sk ki k k
2 bp insertion
C.ulcerans_0102 gtcaatcttgataggggcgctactgggg--ataggggccccaccttcageccatgecaggc 177
C.diphtheriae_NCTC13129 gtcaatcttaataggggecgctactgggg--ataggggccccaccttcagecccatgeagge 178
C.ulcerans_KL1196 gtcaatcttaataggggcgctgetggggggatagggaccccactttcagetcatgecaage 180
C.ulcerans_W25 gtcaatcttaataggggcgctgetggggggatagggaccccactttcagectcatgecaage 180
C.ulcerans_P0100/5 gtcaatcttaataggggcgctgetgggg--atagggaccccactttcagectcatgcaage 178
skkokskokskkskk  skokskkskkokskokskk kokkkk skkokskoksk  skkokskoksk  skkokskoksk  skkokkkk  kk
C.ulcerans_0102 gctgatgatgttgttgattcttctaaatcttttgtgatggaaaacttttcttcgtatcac 237
C.diphtheriae_NCTC13129 gctgatgatgttgttgattcttctaaatcttttgtgatggaaaacttttcttcgtaccac 238
C.ulcerans_KL1196 gctgatgatgttgttgattcttctaaatcttttgtgatggaaaacttttcttcgtaccac 240
C.ulcerans_W25 gctgatgatgttgttgattcttctaaatcttttgtgatggaaaacttttcttcgtaccac 240
C.ulcerans_P0100/5 gctgatgatgttgttgattcttctaaatcttttgtgatggaaaacttttcttcgtaccac 238
3k 3k ok 3k sk sk sk sk 3k ok 3k sk 3k sk sk 3k sk 3k sk sk ok sk 3k ok 3k sk sk sk sk sk ok sk sk sk ok sk kosk kok skok sk ko kok kokkkk kokkk kkok
C.ulcerans_0102 gggactaagcctgggtatgtagattccattcaaaaaggtatacaaaagccaaaatctggt 297
C.diphtheriae_NCTC13129 gggactaaacctggttatgtagattccattcaaaaaggtatacaaaagccaaaatctggt 298
C.ulcerans_KL1196 gggactaaacctgggtatgtagattccattcaaaaaggtatacaaaagccaaaatctggt 300
C.ulcerans_W25 gggactaaacctgggtatgtagattccattcaaaaaggtatacaaaagccaaaatctggt 300
C.ulcerans_P0100/5 gggactaaacctgggtatgtagattccattcaaaaaggtatacaaaagccaaaatctggt 298
skokokoskskokokk skokskokok  3kok ok Sk ok sk 3k sk ok sk 3k sk sk 3k 3k sk sk 3k sk sk sk 3k sk sk 3k sk sk >k 3k 3k sk 3k 3k 3k >k 3k sk ok >k sk sk ok sk kok
C.ulcerans_0102 gcacaaggaaattatgacgatgattggaaaggattttatagtaccgacaataaatacgac 357
C.diphtheriae_NCTC13129 acacaaggaaattatgacgatgattggaaagggttttatagtaccgacaataaatacgac 358
C.ulcerans_KL1196 acgcaaggaaattatgacgatgattggaaagggttttatagtaccgacaataaatacgac 360
C.ulcerans_W25 acgcaaggaaattatgacgatgattggaaagggttttatagtaccgacaataaatacgac 360
C.ulcerans_P0100/5 acgcaaggaaattatgacgatgattggaaagggttttatagtaccgacaataaatacgac 358
3k ok koK ok ok ok ok sk ok ok 3k ok 3k ok ok ok ok sk ok sk kodk kok sk ko sk skok 3k 3k ok 3k ok 3k 3k ok 3k ok 3k >k 3k >k ok 3k >k 3k >k 3k >k ok %k k k k ok
C.ulcerans_0102 gctgecgggatactctgtagataatgaaaacccgectgtctggaaaggctggaggegtggtc 417
C.diphtheriae_NCTC13129 gctgegggatactctgtagataatgaaaacccgctctctggaaaagetggaggegtggtc 418
C.ulcerans_KL1196 gctgecgggatactctgtagataatgaaaacccgctctctggaaaagetggaggegtggtc 420
C.ulcerans_W25 gctgegggatactctgtagataatgaaaacccgectctctggaaaagetggaggegtggtc 420
C.ulcerans_P0100/5 gctgegggatactctgtagataatgaaaacccgctctctggaaaagetggaggegtggtc 418
3k 3k 3k 3k sk sk sk sk sk ok sk sk sk ok sk skosk skosk skosk sk kosk ks skosk skokosk skskskk skoskokokoskokskk skosk skosk sk sk sk kosk kosk sk ok sk k
C.ulcerans_0102 aaagtgacgtatccaggactgacaaagattctcgccctaaaggtggataatgccgaaact 477
C.diphtheriae_NCTC13129 aaagtgacgtatccaggactgacgaaggttctcgcactaaaagtggataatgccgaaact 478
C.ulcerans_KL1196 aaagtgacgtatccaggactgacgaagattctcgcgctaaaagtggataatgccgaaact 480
C.ulcerans_W25 aaagtgacgtatccaggactgacgaagattctcgcgctaaaagtggataatgeccgaaact 480
C.ulcerans_P0100/5 aaagtgacgtatccaggactgacgaagattctcgcgctaaaagtggataatgeccgaaact 478
skokokokokoskokosk kok kok koksk kok kokskoksk sk koksk skokokokokskok  skokokoksk  skokosk kok kook sk ok sk kok kok sk ok sk k
C.ulcerans_0102 attaagaaagagttaggtctaagtctcactgaaccgctgatggagcaagtcggaacggaa 537
C.diphtheriae_NCTC13129 attaagaaagagttaggtttaagtctcactgaaccgttgatggagcaagtcggaacggaa 538
C.ulcerans_KL1196 attaagaaagagttaggtctaagtctcactgaaccactgatggagcaagtcggatcggaa 540
C.ulcerans_W25 attaagaaagagttaggtctaagtctcactgaaccactgatggagcaagtcggatcggaa 540
C.ulcerans_P0100/5 attaagaaagagttaggtctaagtctcactgaaccactgatggagcaagtcggatcggaa 538
3k ok 3k ok sk ok ok sk sk ok sk skok sk ko skok sk 3k sk sk sk sk sk 3k sk ok sk sk sk sk ok kok 3k ok ok ok sk ok ok skok ok skoskok ko kok ok skok ok kok
C.ulcerans_0102 gagtttatcaaaaggttcggtgatggtgcttcgegtgtagtgectcagecttccctteget 597
C.diphtheriae_NCTC13129 gagtttatcaaaaggttcggtgatggtgcttcgegtgtagtgctcagecttcecctteget 598
C.ulcerans_KL1196 gagtttatcaaaaggtttggtgatggtgcttcacgtgtagtactcageccttcecctttget 600
C.ulcerans_W25 gagtttatcaaaaggtttggtgatggtgcttcacgtgtagtactcagccttccctttget 600
C.ulcerans_P0100/5 gagtttatcaaaaggtttggtgatggtgcttcacgtgtagtactcagecttccctttget 598
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.ulcerans_0102
.diphtheriae_NCTC13129
.ulcerans_KL1196

gaggggagttctagtgttgaatatattaataactgggaacaggcgaaagagttaagegta
gaggggagttctagcgttgaatatattaataactgggaacaggcgaaagecgttaagegta
gaggggagttctagcgttgaatatattaataactgggaacaggcgaaagecgttaagegta
gaggggagttctagcgttgaatatattaataactgggaacaggcgaaagcgttaagegta

gaggggagttctagcgttgaatatattaataactgggaacaggcgaaagecgttaagegta
sk sk ok sk ok ok ok sk ok sk sksk sk sk sk ok sk sk ok sk sk sk ok sk sk sk ok sk sk ok ok sk ok sk sk ok ok sk ok sk sk kok sk 3k ok sk 3k ok ok sk sk ok ok

gaacttgagattaattttgaaacccgtggaaaacgtggccaagatgcgatgtatgagtat
gaacttgagattaattttgaaacccgtggaaaacgtggccaagatgcgatgtatgagtat
gaacttgagattaattttgaaacccgtggaaaacgtggccaagatgcgatgtatgagtat
gaacttgagattaattttgaaacccgtggaaaacgtggccaagatgcgatgtatgagtat

gaacttgagattaattttgaaacccgtggaaaacgtggccaagatgcgatgtatgagtat
3k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk kok

atggctcaatcgtgtgcgggaaatcgtgtcaggcgatcagtgggtagctcattgtcatgc
atggctcaagcctgtgcaggaaatcgtgtcaggcgatcagtaggtagctcattgtcatgc
atggctcaatcgtgtgecgggaaatcgtgtcaggecgatcagtaggtaattcatcgtcatge
atggctcaatcgtgtgcgggaaatcgtgtcaggcgatcagtaggtaattcatcgtcatgc
atggctcaatcgtgtgcgggaaatcgtgtcaggcgatcagtaggtaattcatcgtcatge

skokokockokokkokok ko okokockokok  skokokockokok kockokokokokok kockokok kkok kckk kokok ok kokokk ok ok ookokok ok k

ataaatcttgattgggatgccataagggataaaactaagacaaagatagagtctttgaaa
ataaatcttgattgggatgtcataagggataaaactaagacaaagatagagtctttgaaa
ataaatcttgattgggatgctataagggataaaactaagacaaagatagagtctttaaaa
ataaatcttgattgggatgctataagggataaaactaagacaaagatagagtctttaaaa

ataaatcttgattgggatgctataagggataaaactaagacaaagatagagtctttaaaa
3k >k 5k >k 5k 3k 3k 5k >k sk >k ok sk 5k sk kok sk k 3k >k 3k sk ok sk ok sk ok ok sk ok sk ok sk skosk skosk skock skokosk ksk kok kokk kkkk o kkok

gagcatggccctatcaaaaataaaatgagcgaaagtcccaataaaacagtctctgaggaa
gagcatggccctatcaaaaataaaatgagcgaaagtcccaataaaacagtatctgaggaa
gagcatggtcctatcaaaaataaaatgagcgaaagtcccaataaagcggtatctgaggaa
gagcatggtcctatcaaaaataaaatgagcgaaagtcccaataaagcggtatctgaggaa

gagcatggtcctatcaaaaataaaatgagcgaaagtcccaataaagecggtatctgaggaa
skeoskoskok sk kokook 3k sk sk sk ok sk sk ok ok sk sk ok sk sk kK sk ook ok sk kok sk sk okok sk kokok sk kok ok sk skkkosk ok ok sk kok ok

aaggctaaacaatatctagaagaatttcatcaaacggcattagagcatcctgaattgtca
aaagctaaacaatacctagaagaatttcatcaaacggcattagagcatcctgaattgtca
aaagctaaacaatatctagaagaatttcatcaaacggcattagaacatcctgaattgtca
aaagctaaacaatatctagaagaatttcatcaaacggcattagaacatcctgaattgtca

aaagctaaacaatatctagaagaatttcatcaaacggcattagaacatcctgaattgtca
skok o ckokokokockokok koskok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok sk ok ok sk sk ok ok skok ok sk skook ki sk ok ok sk ok ok sk sk ok ok ok ok ok ok ckok

gaacttaaaaccgttactggggtcaattctgtatttgctggggctaactatgegtegtgg
gaacttaaaaccgttactgggaccaatcctgtattcgctggggctaactatgeggegtgg
gaacttaaaaccgttactgggaccaattctgtattcgectggggctaactatgeggegtgg
gaacttaaaaccgttactgggaccaattctgtattcgctggggctaactatgeggegtgg
gaacttaaaaccgttactgggaccaattctgtattcgctggggctaactatgeggegtgg

3k 3k 3k ok ok ok ok ok 5k ok ok %k ok sk ok %k ok ok kok ok skokokok  okokockokokkck  kockokokokockokokokokokokockokokkckok  kskokkk

gcggtaaacgttgcgcaagttgtcgatagtaaaacagctgataatttagaaaagacaact
gcagtaaacgttgcgcaagttatcgatagcgaaacagctgataatttggaaaagacaact
gcagtaaacgttgcgcaagttatcgatagcgaaacagctgataatttggaaaagacaact
gcagtaaacgttgcgcaagttatcgatagcgaaacagctgataatttggaaaagacaact

gcagtaaacgttgcgcaagttatcgatagcgaaacagctgataatttggaaaagacaact
skk o skokoskokoskokokokokskokskokokkokkk kokokokkokk kook ok kookoskook sk kok skosk skok sk ko sk ok skook sk sk k kosk kok sk

gctgetcetttecgatacttcctggtatcggtagegtaatgggtattgecagacggtgecegtt
gctgetctttecgatacttcctggtatcggtagegtaatgggecattgcagacggtgeegtt
gctgctctttcgatacttcctggtatcggtagecgtaatgggtattgecggacggtgecgtt
gctgctctttcgatacttcctggtatcggtagecgtaatgggtattgecggacggtgecgtt

gctgetctttecgatacttcctggtatcggtagegtaatgggtattgeggacggtgecegtt
sk sk 3 ok sk 3k 3k ok sk 3k ok sk sk sk ok sk 3k ok ok sk sk ok sk sk ok sk kook ok sk ok sk kokok sk kokok skokoksksk sk sk sk ok sk sk ok ok sk sk ok ok

caccacaatacggaagagatagtggcacaatcgatagctttatcgtctttaatggttgect
caccacaatacagaagagatagtggcacaatcaatagctttatcgtctttaatggttget
caccacaatactgaagagatagtggcacaatcaatagctttatcgtctttaatggttget
caccacaatactgaagagatagtggcacaatcaatagctttatcgtctttaatggttget

caccacaatactgaagagatagtggcacaatcaatagctttatcgtctttaatggttgect
ok ok ckokook ok ckook ok sk ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok sk ok ke skoskook ko skook ok sk ok ok sk ok ok ok sk ok ok sk ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kok

caagctataccattggtaggagagctagttgatcttggttttgctgcatataattttgta
caagctattccattggtaggagagctagttgatattggtttcgctgcatataattttgta
caagctataccattggtaggagagctagttgatattggtttcgctgcatataattttgta
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caagctataccattggtaggagagctagttgatattggtttcgectgcatataattttgta

caagctataccattggtaggagagctagttgatattggtttcgctgcatataattttgta
skokokoskokoskoksk okoskookoskook sk kok skosk skosk sk kok skosk skok skokosk skok skokokoskokokk sk sk sk ok sk sk sk sk sk kosk kosk sk ok sk k

gagagtattatcaatttatttcaagtagttcataattcgtataatcgtcccgegtactct
gagagtattatcaatttatttcaagtagttcataattcgtataatcgtcccgegtattct
gagagtattatcaatttatttcaagtagttcataattcgtataatcgtcccgegtattct
gagagtattatcaatttatttcaagtagttcataattcgtataatcgtcccgecgtattct

gagagtattatcaatttatttcaagtagttcataattcgtataatcgtcccgegtattct
3k 3k ok 3k sk 3k sk sk 3k sk 3k sk 3k sk sk 3k sk 3k sk 3k sk sk 3k sk 3k sk sk sk sk sk ok 3k ok sk ok sk sk sk kok kok sk kosk kok kok sk kk kokkok kkok

ccggggcataaaacgcaaccatttgttcatggecggatatgectgeccagttggaacactgtt
ccggggcataaaacacaaccatttcttcatgacgggtatgectgtcagttggaacactgtt
ccggggcataaaacgcaaccatttcttcatgacgggtatgectgtcagttggaacactgtt
ccggggcataaaacgcaaccatttcttcatgacgggtatgectgtcagttggaacactgtt

ccggggcataaaacgcaaccatttcttcatgacgggtatgectgtcagttggaacactgtt
skokokockokok kockok ok kokokk skokokckokokkokok  ckokokkskok  ckokok skokokokskokok skok ok okook ok ok ok ok ok sk k ok k kook

gaagattcgataatcaaaactggttttcaaggcgagagcgggcacgacataaaaattact
gaagattcgataatccgaactggttttcaaggggagagtgggcacgacataaaaattact
gaagattcgataatccaaactggttttcaaggggagagtgggcacgacataaaaattact
gaagattcgataatccaaactggttttcaaggggagagtgggcacgacataaaaattact

gaagattcgataatccaaactggttttcaaggggagagtgggcacgacataaaaattact
3k >k 3k >k 3k 3k 5k 3k >k 5k %k 3k %k k k kokooskokosk skoskosk kskoskskskoksk skokokckok skok ok sk ok sk sk >k 3k >k 3k ok ok k ok %k k sk sk ok k

gctgaaaataccccgcttccaatcgegggtgtcctactaccgactattcctggaaagetg
gctgaaaataccccgcttccaatcgegggtgtcctactaccgactattcctggaaagetg
gctgaaaataccccgcttccaatcgegggtgtcctactaccgactattcctggaaagetg
gctgaaaataccccgecttccaatcgegggtgtcctactaccgactattcctggaaagetg

gctgaaaataccccgcttccaatcgegggtgtcctactaccgactattcctggaaagetg
3k >k 3k 3k sk 3k 5k sk sk ok 3k sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk ok sk sk sk sk sk kosk kok sk kok k

gacgttaataagtccaagactcatatttccgtaaatggtcgaaaaataaggatgcgatgc
gacgttaataagtccaagactcatatttccgtaaatggtcggaaaataaggatgecgttgc
gacgttaataagtccaagactcatatttccgtaaatggtcggaaaataaggatgcgatgc
gacgttaataagtccaagactcatatttccgtaaatggtcggaaaataaggatgcgatgc

gacgttaataagtccaagactcatatttccgtaaatggtcggaaaataaggatgcgatgc
sk sk 3k ok sk 3k 3k ok sk 3k ok sk sk sk ok sk 3k 3k ok sk ok sk sk sk ok sk sk ok ok sk ok sk kokok sk kokok skok ok sk kok sk sk okok sk sk ok ok kokok

agagctatagatgatgctacaaccttttgccgccctaaaacccctgtttatgttggtaat
agagctatagacggtgatgtaactttttgtcgccctaaatctectgtttatgttggtaat
agagctatagacggtgatgtaaccttttgtcgccctaaatctectgtttatgttggtaat
agagctatagacggtgatgtaaccttttgtcgccctaaatctecctgtttatgttggtaat

agagctatagacggtgatgtaaccttttgtcgccctaaatctecctgtttatgttggtaat
kokokokokokkkokkk ok kk ok kokk o ckokokckok  ckokokokckokoksksk ok skok ok skook ok ok ok ok ok sk ok ok k koo k %k

ggggtgcatgcgaatcttcatgtggcatttcatagaagtagctctgagaaaattcattct
ggtgtgcatgcgaatcttcacgtggcatttcacagaagcagctcggagaaaattcattct
ggtgtgcatgcgaatcttcacgtggcatttcatagaagcagctcggagaaaattcattct
ggtgtgcatgcgaatcttcacgtggcatttcatagaagcagctcggagaaaattcattct

ggtgtgcatgcgaatcttcacgtggcatttcatagaagcagctcggagaaaattcattct
skko skokockokskokokokokskokskkokksksk  skokoskskokskokskkskk skokskksk  skckokskk  skokoskokoskoksk kokkokkokkk

gatgaaactccgttgagctccatagacgtgcttgggtaccagaaaacagtggatcacacc
aatgaaatttcgtcggattccataggcgttcttgggtaccagaaaacagtagatcacacc
aatgaaatttcgtcggattccataggcgttcttggataccagaaaatagtagatcacacc
aatgaaatttcgtcggattccataggecgttcttggataccagaaaatagtagatcacacc

aatgaaatttcgtcggattccataggcgttcttggataccagaaaatagtagatcacacc
kkokkksk ko okkk ok skkokskoksksk  koksk  skokskkok  skskkskkokskokskk  koksk  skkokkokkkkk

aaagtgaattctaagctatcgctatttgctgaagtcaaaagctgaaaagttagtggggtc
aaggttaattctaagctatcgctattttttgaaatcaaaagctgaaa-ggtagtggggtc
aaggttaattctaagctatcgctattttttgaaatcaaaagctgaaa-ggtagtggggtc
aaggttaattctaagctatcgctattttttgaaatcaaaagctgaaa-ggtagtggggtc

aaggttaattctaagctatcgctattttttgaaatcaaaagctgaaa-ggtagtggggtc
sk kokskokoskokokoskskokokskkokokskkokokskokok sk kskokok  skokokokskokokskkokokskk sk koK sk kok ok sk sk ok ok

gtgtgccggtaagccgaacaggtccggaatggtattggagtaatccaaggtaaaaggcta
gtgtgccggtaagccgaacggttccggaatggecgctatagtatgcacaggtagagecagaa
gtgtgccggtaagccgaacggttccggaatggecgctatagtatgcacagttagagcagaa
gtgtgccggtaagccgaacggttccggaatggcgctatagtatgcacagttagagcagaa
gtgtgccggtaagccgaacggttccggaatggcgctatagtatgcacagttagagcagaa
3k ok ok ok ok koK sk kosk kok kok sk kk kck sk ok ook kok kok kok sk k * k% k % * kk o kk o Xk *

1260
1258

1317
1318
1320
1320
1318

1377
1378
1380
1380
1378

1437
1438
1440
1440
1438

1497
1498
1500
1500
1498

1557
1558
1560
1560
1558

1617
1618
1620
1620
1618

1677
1678
1680
1680
1678

1737
1738
1740
1740
1738

1797
1797
1799
1799
1797

1857
1857
1859
1859
1857
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.ulcerans_0102
.diphtheriae_NCTC13129
.ulcerans_KL1196
.ulcerans_W25
.ulcerans_P0100/5

ttagcatctgactacggatcagaagg 1883
ttcgaatctgactacggatcagaagg 1883
ttcttatctgactacggatcagaagg 1885
ttcttatctgactacggatcagaagg 1885

ttcttatctgactacggatcagaagg 1883
k% 3k 3k 5k >k 3k 3k 3k 5k >k sk >k ok k >k ok sk k kok k %k





