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Plasmid name pUC18m (empty vector); 2486 bp

Construction
The lacZ gene from pUC18 was cut out and replaced by a lac promoter/operator and the
multi-cloning site: Ndel-EcoRI-Xbal-Xhol-Apal-Ehel/Kasl.

Plasmid map
Ndel 213
\ EcoRI 219
\\ Xbal 225

\\| Xhol 231
\\| Apal 237
|| Kasl 243

ColEl ori ___Aatll 549

~ Sspl 665

Scal 989

pUC18m sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacC@aCATATGGAATTCTCTAGACTCGAGGG
GCCCGGCGCCtgatgcggtattttctccttacgceatctgtgeggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatc
tgctctgatgccgcatagttaagccagecccgacacccgecaacaccecgetgacgcgecctgacgggcettgtetgeteeegge
atccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgceatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacg
aaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatg
tgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataata
ttgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgcggceattttgecttectgtttttgctcaccea
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gaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaa
gatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgageacttttaaagttctgctatgtggegeggtattatceegtattg
acgccgggceaagagcaactcggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatc
ttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggecaacttacttctgacaac
gatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgategttgggaaccggaget
gaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcectgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggeg
aactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggceggataaagttgcaggaccacttctgegeteggecctt
ccggctggctggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgcagceactggggecagatggta
agccctcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagatagg
tgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaagga
tctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcegtcagaccecgtagaaaa
gatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtttgtt
tgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagegcagataccaaatactgtecttctagtgtag
ccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctcgetctgcetaatectgttaccagtggetgcetgecagt
ggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtcgggcetgaacggggggtte
gtgcacacagcccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagctatgagaaagegecacgctt
cccgaagggagaaaggceggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccaggg
ggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcaggggggcgg
agcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttectggecttttgctggecttttgctcacatgttetttectgegttate
ccctgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetcgecgceagecgaacgaccgagegceagegagte
agtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUCmodll (empty vector); 2456 bp

Construction

Based on pUC19. The lac operator and multi cloning site from pUC19 were removed and
replaced with multi cloning site: Xbal-Smal-EcoRI-Ncol-Notl/Eagl (see plasmid map
below).

Remarks
High copy number (several hundred). Since the lac operator has been removed, the genes
cloned into the MCS are expressed constitutively in E. coli.

Plasmid map
Xbal 189
Smal 198
EcoRI 204
|| Neol 210
]/ Noti 216

ColEl ori

pUCmodll

2456 bp

pUCmodlI sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcg TCTAGAgcgCCCGGGGAATTCCCATGGGCGGCCGCtgeggtattttet
ccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgCATAT Ggtgceactctcagtacaatctgctctgatgecgceatagttaagecage
cccgacacccgccaacacccgcetgacgcgccctgacgggcttgtetgctcccggeatccgettacagacaagctgtgaccgte
tccgggagcetgceatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcectcgtgatacgectatttttat
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aggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggeacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttct
aaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattca
acatttccgtgtcgeccttattcecttttttgcggeattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatget
gaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgcceccgaagaa
cgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatcecgtattgacgcegggcaagagceaactcggtege
cgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaatt
atgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccg
cttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttgggaaccggagcetgaatgaagecataccaaacgacgageg
tgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggeaacaat
taatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetcggeccttccggetggetggtttattgctgataaatct
ggagccggtgagegtgggtetegeggtatcattgcageactggggcecagatggtaageccteecgtategtagttatctacacy
acggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgectcactgattaagcattggtaactgtca
gaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatg
accaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcegtcagaccecgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttct
gcgcegtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtitgtttgccggatcaagagcetaccaactcttttte
cgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactct
gtagcaccgcctacatacctegetcetgctaatectgttaccagtggetgetgcecagtggegataagtegtgtettaccgggttgga
ctcaagacgatagttaccggataaggcgcagceggtegggcetgaacggggggttcgtgcacacagececagcettggagegaac
gacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagegecacgcttcccgaagggagaaaggceggacaggtat
ccggtaagcggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagcettccagggggaaacgectggtatctttatagtectgteg
ggtttcgccacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgccageaacgcgg
cctttttacggttcctggecttttgctggecttttgetcacatgttctttectgegttatcecctgattctgtggataaccgtattaccgect
ttgagtgagctgataccgetcgecgeagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaageggaaga
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Plasmid name pACmod (empty vector); 4245 bp; medium copy

Construction

Identical to commercially available pACYC184 except the Xbal site in that plasmid
(TCTAGA) has been mutated to TCAAGA.. Although this mutation is in the p15A origin
of replication, the plasmid seems fine.

Sequence landmarks
Chloramphenicol resistance gene 3805-219 (reverse orientation); tetracycline resistance
gene 1581-2771; p15A origin 581-1493

Plasmid map
EcoRlI

Sall

pACmod sequence

gaattccggatgagcattcatcaggcgggcaagaatgtgaataaaggccggataaaacttgtgcttatttttctttacggtctttaaa
aaggccgtaatatccagctgaacggtctggttataggtacattgagcaactgactgaaatgcctcaaaatgttctttacgatgccat
tggoatatatcaacggtggtatatccagtgatttttttctccattttagcttccttagctcctgaaaatctcgataactcaaaaaatacge
ccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacctcttacgtgccgatcaacgtctcattttcgccaaaagttggeccaggg
cttcccggtatcaacagggacaccaggatttatttattctgcgaagtgatcttccgtcacaggtatttattcggegcaaagtgegteg
ggtgatgctgccaacttactgatttagtgtatgatggtgtttttgaggtgcetccagtggcttetgtttctatcagetgteectectgttca
gctactgacggggtggtgcgtaacggcaaaagcaccgecggacatcagegctagcggagtgtatactggettactatgttgge
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actgatgagggtgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggctgcaccggtgcgtcagcagaatatgtgatacagg
atatattccgcttcetcgetcactgactcgctacgcetcggtegttcgactgcggegageggaaatggettacgaacggggegga
gatttcctggaagatgccaggaagatacttaacagggaagtgagagggecgcggcaaagecgtttttccataggetcegeece
cctgacaagcatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggegaaacccgacaggactataaagataccaggegtttceecct
ggcggctecctegtgegcetetectgttectgecttteggtttaccggtgteattccgetgttatggecgegtttgtcteattccacgec
tgacactcagttccgggtaggeagttcgetccaagetggactgtatgcacgaaccececgttcagtccgaccgcetgegecttate
cggtaactatcgtcttgagtccaacccggaaagacatgcaaaagcaccactggcageagcecactggtaattgatttagaggagtt
agtcttgaagtcatgcgccggttaaggctaaactgaaaggacaagttttggtgactgegcetectccaagecagttaceteggttca
aagagttggtagctcagagaaccttcgaaaaaccgcecctgcaaggeggttttttcgttttcagagcaagagattacgegcagacc
aaaacgatctcaagaagatcatcttattaatcagataaaatatttcaagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagt
cagccccatacgatataagttgtaattctcatgtttgacagcttatc ATCGATaagctttaatgcggtagtttatcacagttaaatt
gctaacgcagtcaggcaccgtgtatgaaatctaacaatgegeteatcgteatcetcggeaccegtcaccetggatgetgtaggeat
aggcttggttatgccggtactgccgggcectettgcgggatatcgtccattccgacageatcgcecagtcactatggegtgcetgeta
gcgctatatgegttgatgcaatttctatgcgeaccegttctcggageactgtecgaccgetttggecgecgeccagtectgetege
ttcgctacttggagcecactatcgactacgcgatcatggcegaccacacccgtcctgtGGATCCtetacgecggacgcategt
ggccggeatcaccggegecacaggtgeggttgctggegectatatcgecgacatcaccgatggggaagategggcetegeca
cttcgggctcatgagegcttgtttcggegtgggtatggtggcaggeceegtggecgggggactgttgggegecatctecttgeat
gcaccattccttgecggeggeggtgctcaacggectcaacctactactgggcetgcttectaatgcaggagtegeataagggagag
cGTCGACcgatgcccttgagagecttcaacccagteagcetecttceggtgggegeggggeatgactategtegecgeactt
atgactgtcttctttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggeagegctctgggteattttcggcgaggaccgctttcgetggag
cgcgacgatgatcggectgtcgettgeggtattcggaatcttgcacgecctegetcaagecttegtcactggtecegecaccaaa
cgtttcggcgagaagcaggccattatcgccggeatggeggecgacgegetgggetacgtcettgetggegttcgegacgegag
gctggatggcecttecccattatgattcttctcgettccggeggceategggatgeecgegttgcaggecatgetgtecaggeaggt
agatgacgaccatcagggacagcttcaaggatcgctcgeggctcttaccagectaacttcgatcactggaccgctgatcgtcac
ggcgatttatgccgectcggegageacatggaacgggttggeatggattgtaggegecgecctataccttgtctgecteceecge
gttgcgtcgeggtgcatggagecgggecacctcgacctgaatggaagecggeggeacctegetaacggattcaccactccaa
gaattggagccaatcaattcttgcggagaactgtgaatgcgcaaaccaaccettggcagaacatatccatcgegtecgecatcte
cagcagccgeacgceggcegceatctcgggeagegttgggtectggecacgggtgegceatgategtgctectgtegttgaggace
cggctaggcetggeggggttgecttactggttagcagaatgaatcaccgatacgcgagegaacgtgaagegactgcetgetgcaa
aacgtctgcgacctgagcaacaacatgaatggtcttcggtttccgtgtttcgtaaagtctggaaacgcggaagteecctacgtget
gctgaagttgcccgcaacagagagtggaaccaaccggtgataccacgatactatgactgagagtcaacgcecatgageggect
catttcttattctgagttacaacagtccgcaccgetgtecggtagetecttceggtgggegeggggeatgactategtegeegeac
ttatgactgtcttctttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggeagegeccaacagteececggecacggggcectgecaccat
acccacgccgaaacaagcgecctgceaccattatgttccggatctgcatcgecaggatgcetgetggetacceetgtggaacacctac
atctgtattaacgaagcgctaaccgtttttatcaggctctgggaggcagaataaatgatcatatcgtcaattattacctccacgggg
agagcctgagcaaactggcectcaggcatttgagaagcacacggtcacactgcttccggtagtcaataaaccggtaaaccagea
atagacataagcggctatttaacgaccctgccctgaaccgacgaccgggtcgaatttgctttcgaatttctgecattcatcegcttat
tatcacttattcaggcgtagcaccaggegtttaagggcaccaataactgccttaaaaaaattacgecccgecctgecactcategce
AGTACTgttgtaattcattaagcattctgccgacatggaagccatcacagacggceatgatgaacctgaatcgccageggea
tcagcaccttgtcgccttgegtataatatttgcccatggtgaaaacgggggcgaagaagttgtccatattggecacgtttaaatcaa
aactggtgaaactcacccagggattggctgagacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggcecaggttttcace
gtaacacgccacatcttgcgaatatatgtgtagaaactgccggaaatcgtegtggtattcactccagagegatgaaaacgtttcag
tttgctcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccagctcaccgtctttcattgccatacg
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Plasmid name pUC18m-crtE-crtB-crtl; 5807 bp

Based on vector puC18m.

Construction

All 3 genes are on a single operon, regulated by a single lac promoter and operator. Just
upstream of each gene is an optimized Shine-Dalgarno site (AGGAGG) followed by 8
spacer nucleotides. The gene crtE from Erwinia uredovora, (GGPP synthase) is inserted
between the EcoRIl and Xbal sites. The gene crtB from Erwinia uredovora (Cso
carotenoid synthase) is inserted between the Xbal and Xhol sites. The gene crtl from
Erwinia uredovora (C4o carotenoid desaturase) is inserted between the Xhol and Apal
sites.

Plasmid map

EcoRI 219

__Xbal 1148

Amp
pUC18m-crtE-crtB-crtl

Scal 4310 5807 bp

Aatll 3870
Xhol 2059

Apal 3558

pUC18m-crtE-crtB-crtl sequence

gcgcccaatacgcaaaccgectetccecgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagegceaa
cgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetegtatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacaca
ggaaacaCATATGGAATTCaggaggattacaaaatgacggtctgcgcaaaaaaacacgttcatctcactcgegatgetgcggagceagttactg
gctgatattgatcgacgccttgatcagttattgcccgtggagggagaacgggatgttgtgggtgccgegatgegtgaaggtgegetggcaccgggaaaac
gtattcgccccatgttgcetgttgctgaccgeeccgegatctgggttgegcetgtcagecatgacggattactggatttggectgtgeggtggaaatggtecacge
ggcttcgctgatccttgacgatatgcectgcatggacgatgcgaagetgcggegeggacgcecctaccattcattetcattacggagagcatgtggcaatact
ggcggceggttgecttgctgagtaaagectttggegtaattgccgatgcagatggectcacgecgetggcaaaaaatcgggeggttictgaactgtcaaacy
ccatcggcatgcaaggattggttcagggtcagttcaaggatctgtctgaaggggataagccgegcagegctgaagctattttgatgacgaatcactttaaaa
ccagcacgctgttttgtgcctccatgcagatggectcgattgttgcgaatgectccagcgaagegegtgattgectgcategtttttcacttgatcttggtcagg
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catttcaactgctggacgatttgaccgatggcatgaccgacaccggtaaggatagcaatcaggacgcecggtaaatcgacgetggtcaatctgttaggeeceg
agggcggttgaagaacgtctgagacaacatcttcagcttgccagtgagcatctctctgcggectgccaacacgggeacgcecactcaacattttattcaggec
tggtttgacaaaaaactcgctgecgtcagttaaTCTAGAaggaggattacaaaatggcagttggcetcgaaaagttttgcgacagcectcaaagttatttga
tgcaaaaacccggcegceagegtactgatgctctacgectggtgecgecattgtgacgatgttattgacgatcagacgcetgggcetttcaggeccggeagectg
ccttacaaacgcccgaacaacgtctgatgcaacttgagatgaaaacgcgccaggcectatgcaggatcgcagatgcacgaaccggegtttgeggcttttcag
gaagtggctatggctcatgatatcgccccggcttacgegtttgatcatctggaaggcettcgecatggatgtacgcgaagcegcaatacagecaactggatgat
acgctgcgctattgctatcacgttgcaggcegttgtcggcttgatgatggcgcaaatcatgggegtgcgggataacgccacgcetggaccgegectgtgacctt
gggctggcatttcagttgaccaatattgctcgcgatattgtggacgatgcgcatgcgggccgctgttatctgccggcaagctggetggagceatgaaggtetg
aacaaagagaattatgcggcacctgaaaaccgtcaggcegctgagecgtatcgeccgtegtttggtgcaggaagcagaaccttactatttgtctgecacage
cggcctggeagggttgeccctgegttccgectgggeaatcgetacggegaageaggtttaccggaaaataggtgtcaaagttgaacaggecggtcagea
agcctgggatcagcggcagtcaacgaccacgceccgaaaaattaacgcetgetgetggecgectetggtcaggeccttacttcccggatgegggctcatect
ccecgcecctgegceatctctggeagegeccgetctagCTCGAGaggaggattacaaaatgaaaccaactacggtaattggtgcaggcttcggtggect
ggcactggcaattcgtctacaagctgcggggatccecgtcttactgcttgaacaacgtgataaacccggeggtcgggcttatgtctacgaggatcaggggtt
tacctttgatgcaggcccgacggttatcaccgatcccagtgccattgaagaactgtttgcactggcaggaaaacagttaaaagagtatgtcgaactgctgee
ggttacgccgttttaccgcectgtgttgggagtcagggaaggtctttaattacgataacgatcaaacccggcetcgaagcgceagattcagcagtttaatccccge
gatgtcgaaggttatcgtcagtttctggactattcacgcgeggtgtttaaagaaggctatctaaagctcggtactgtcccttttttatcgttcagagacatgcttcg
cgccgcacctcaactggegaaactgcaggceatggagaagcgtttacagtaaggttgccagttacatcgaagatgaacatctgecgecaggegttttctttcca
ctcgetgttggtgggeggeaateecttcgecaccteatccatttatacgttgatacacgegcetggagegtgagtggggegtetggtttcegegtggeggeac
cggcgcattagttcaggggatgataaagctgtttcaggatctgggtggcgaagtegtgttaaacgccagagtcagecatatggaaacgacaggaaacaag
attgaagccgtgcatttagaggacggtcgcaggttcctgacgcaagccgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgegacctgttaagecageac
cctgeegeggttaagcagtccaacaaactgcagactaagcgcatgagtaactetetgtttgtgctctattttggtttgaatcaccatcatgatcagctcgegeat
cacacggtttgtttcggcccgegttaccgcgagcetgattgacgaaatttttaatcatgatggectcgcagaggacttctcactttatctgcacgegecctgtgte
acggattcgtcactggcgcectgaaggttgcggcagttactatgtgttggcgecggtgccAcatttaggcaccgcgaacctcgactggacggttgagggge
caaaactacgcgaccgtatttttgcgtaccttgagcagcattacatgcctggcttacggagtcagetggtcacgcaccggatgtttacgecgtttgattttcgeg
accagcttaatgcctatcatggctcagccttttctgtggageccgttcttacccagagegcectggtttcggecgcataaccgcgataaaaccattactaatctct
acctggtcggegcaggcacgcatcccggegcaggceattectggegtcatcggetcggcaaaagegacagcaggtttgatgetggaggatctgatttgaG
GGCCCGGCGCCtgatgeggtattttctecttacgcatctgtgeggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgetctgatgccgeat
agttaagccagccccgacacccgccaacacccgetgacgegecctgacgggcttgtetgetcccggceatecgcettacagacaagetgtgaccegtetecegg
gagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatgg
tttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccectatttgtttattttictaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccct
gataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcccttttttgcggcattttgecttectgtttttgctcaccca
gaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcge
cccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgcetatgtggegeggtattatccegtattgacgeccgggcaagagceaactcggtegecgeatac
actattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagt
gataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgategtt
gggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcegtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaac
tacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgcetcggececttccggetggetggtttattget
gataaatctggagccggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggecagatggtaagecctcecgtategtagttatctacacgacggggag
tcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagat
tgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcegtcagac
cccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgcettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgeeg
gatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtageccgtagttaggecaccacttcaa
gaactctgtagcaccgcctacatacctcgetctgctaatectgttaccagtggcetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgat
agttaccggataaggcgcageggtcgggcetgaacggggggttegtgcacacageccagettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacag
cgtgagctatgagaaagcgcecacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagegeacgaggga
gcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagectat
ggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgctggecttttgctcacatgttctttcctgegttatccectgattetgtggataaccgtatta
ccgectttgagtgagctgataccgetcgecgcagecgaacgaccgagcegcagegagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtE-crtM-crtl; 5781 bp

Based on vector pUC18m

Construction

All 3 genes are on a single operon, regulated by a single lac promoter and operator. Just
upstream of each gene is an optimized Shine-Dalgarno site (AGGAGG) followed by 8
spacer nucleotides. The gene crtE from Erwinia uredovora encoding a GGPP synthase is
inserted between the EcoRI and Xbal sites. The gene crtM from Staphylococcus aureus
encoding a Cgp carotenoid synthase is inserted between the Xbal and Xhol sites. The gene
crtl from Erwinia uredovora encoding a C4 carotenoid desaturase (4-step) is inserted
between the Xhol and Apal sites.

Plasmid map

EcoRl 219

__Xbal

pUC18m-crtE-criM-crt!
Scal 4284 5751 bp crtM

Amp

Aatll 3844

“Xhol 2033

//
Apal 3532

pUC18m-crtE-crtM-crtl sequence

gcgcccaatacgcaaaccgcctctcecccgegegttggecgattcattaatgcagetggceacgacaggtttcccgactggaaagegggcagt
gagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtggaattgtgage
ggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAAT T Caggaggattacaaaatgacggtctgcgcaaaaaaacacgttcatctca
ctcgcgatgcetgcggagcagttactggctgatattgatcgacgcecttgatcagttattgcccgtggagggagaacgggatgttgtgggtgecg
cgatgcgtgaaggtgcgctggcaccgggaaaacgtattcgecccatgttgctgttgctgaccgeccgegatctgggttgegetgtcagecat
gacggattactggatttggcctgtgcggtggaaatggtccacgcggcettcgetgatecttgacgatatgecctgecatggacgatgcgaagetg
cggcgcggacgcecctaccattcattctcattacggagagcatgtggcaatactggeggeggttgecttgctgagtaaagectttggegtaatt
gccgatgcagatggcectcacgccgctggcaaaaaatcgggceggtttctgaactgtcaaacgccatcggcatgcaaggattggttcagggte
agttcaaggatctgtctgaaggggataagccgcgceagcgcetgaagctattttgatgacgaatcactttaaaaccagcacgcetgttttgtgectc
catgcagatggcctcgattgttgcgaatgcctccagcgaagegegtgattgectgcategtttttcacttgatcttggtcaggcatttcaactget
ggacgatttgaccgatggcatgaccgacaccggtaaggatagcaatcaggacgccggtaaatcgacgctggtcaatctgttaggeccgag
ggcggttgaagaacgtctgagacaacatcttcagcttgccagtgagcatctctctgcggectgccaacacgggeacgccactcaacattttat
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tcaggcctggtttgacaaaaaactcgetgecgtcagttaaTCTAGAaggaggattacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatatt
gtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgcttttgacttgttaccagaagatcaaagaaaagcggtttgggcaatttatgctgt
gtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaatcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatg
aacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattg
atactgtatataaagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattg
acgccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgt
cggtgaagattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaa
taatcattatattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcac
aaccaatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtggata
agaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaatgaaaccaact
acggtaattggtgcaggcttcggtggcctggcactggcaattcgtctacaagctgcggggatceecgtcttactgcttgaacaacgtgataaa
cccggeggtegggcttatgtctacgaggatcaggggtttacctttgatgcaggcccgacggttatcaccgatcccagtgccattgaagaactg
tttgcactggcaggaaaacagttaaaagagtatgtcgaactgctgccggttacgecgttttaccgectgtgttgggagtcagggaaggtcttta
attacgataacgatcaaacccggctcgaagcgcagattcagcagtttaatccccgegatgtcgaaggttatcgtcagtttctggactattcacg
cgcggtgtttaaagaaggctatctaaagctcggtactgteccttttttatcgttcagagacatgcttcgcgecgeacctcaactggcgaaactge
aggcatggagaagcgtttacagtaaggttgccagttacatcgaagatgaacatctgcgccaggcegttttctttccactcgetgttggtgggegg
caatcccttcgccacctcatccatttatacgttgatacacgcgcetggagegtgagtggggcegtetggtttccgegtggeggeaccggegcatt
agttcaggggatgataaagctgtttcaggatctgggtggcgaagtcgtgttaaacgccagagtcagcecatatggaaacgacaggaaacaag
attgaagccgtgcatttagaggacggtcgcaggttcctgacgcaagecgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgcgacctgtta
agccagcaccctgecgeggttaagcagtccaacaaactgcagactaagcgcatgagtaactctetgtttgtgcetctattttggtttgaatcacca
tcatgatcagctcgcegcatcacacggtttgtttcggcccgegttaccgcgagcetgattgacgaaatttttaatcatgatggectcgcagaggact
tctcactttatctgcacgcegecctgtgtcacggattcgtcactggegectgaaggttgcggceagttactatgtgttggegecggtgecAcattt
aggcaccgcgaacctcgactggacggttgaggggccaaaactacgcgaccgtatttttgcgtaccttgagcagcattacatgectggcttac
ggagtcagctggtcacgcaccggatgtttacgccgtttgattttcgcgaccagcttaatgcctatcatggcetcagcecttttctgtggageccgtte
ttacccagagcgcctggtttcggccgeataaccgcgataaaaccattactaatctctacctggtcggegcaggeacgcatcccggegeagg
cattcctggcgtcatcggctcggcaaaagcgacagceaggtttgatgctggaggatctgatttgaGGGCCCGGCGCCtgatgeggt
attttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagececg
acacccgccaacacccgctgacgegecctgacgggcttgtctgetcccggceatecgcttacagacaagcetgtgaccgtctccgggagetg
catgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataa
tggtttcttagacgtcaggtggcacttticggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetcatga
gacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttatteecttttttgcggeatttt
gccttectgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatct
caacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatcce
gtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgceatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatctta
cggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgacaacgatcggagga
ccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagcetgaatgaagccataccaaa
cgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggceaac
aattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgetcggeccttccggetggetggtttattgctgataaatctggage
cggtgagcgtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggecagatggtaageectcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcag
gcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatact
ttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttcece
actgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgetgcttgcaaacaaaaaaaccaccqg
ctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcettcagcagagcgcagataccaaatactgtce
ttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctcgcetctgcetaatcctgttaccagtggetgetgec
agtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttegtgea
cacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgecacgcttcccgaagggaga
aaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcettccagggggaaacgcectggtatctttata
gtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggeggagectatggaaaaacgccagcaacgcg
gcctttttacggttcctggccttttgetggecttttgctcacatgttctttcctgegttatceectgattctgtggataaccgtattaccgcectttgagtg
agctgataccgctcgecgcagccgaacgaccgagcgcagcegagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtE-Mg-crtl; 5781 bp

Based on vector pUC18m

Construction

This plasmid is identical to pUC18m-crtE-crtM-crtl except in the place of wild-type crtM
is Mg, a mutant of the C3, carotenoid synthase crtM from Staphylococcus aureus that is
capable of synthesizing Cyo carotenoids.

Plasmid map
See pUC18m-crtE-crtM-crtl plasmid map.

Mutations

Point mutations in Mg (compared with wild-type crtM) are shown below in the plasmid
sequence in bold, underlined capital letters and are summarized below (numbered
according to their position in the crtM ORF; amino acid substitutions are listed in
brackets).

T78A (F26L)

A345G (silent)

pUC-crtE-Mg-crtl sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAAT TCaggaggattacaaaatgacggtct
gcgcaaaaaaacacgttcatctcactcgegatgetgcggagceagttactggcetgatattgatcgacgecttgatcagttattgece
gtggagggagaacgggatgttgtgggtgccgegatgcgtgaaggtgcgcetggcaccgggaaaacgtattcgecccatgttgct
gttgctgaccgcccgcgatctgggttgegetgtcagecatgacggattactggatttggectgtgcggtggaaatggtcecacgeg
gcttcgetgatecttgacgatatgccctgcatggacgatgcgaagetgcggegcggacgccctaccattcattctcattacggag
agcatgtggcaatactggcggcggttgccttgctgagtaaagectttggcegtaattgccgatgcagatggectcacgecgcetgg
caaaaaatcgggcggtttctgaactgtcaaacgccatcggcatgcaaggattggttcagggtcagttcaaggatctgtctgaagg
ggataagccgcgcagcgctgaagctattttgatgacgaatcactttaaaaccagcacgctgttttgtgcctccatgcagatggect
cgattgttgcgaatgcctccagcgaagegegtgattgectgeatcgtttttcacttgatcttggtcaggceatttcaactgctggacga
tttgaccgatggcatgaccgacaccggtaaggatagcaatcaggacgccggtaaatcgacgctggtcaatctgttaggeecga
gggcggttgaagaacgtctgagacaacatcttcagcttgccagtgagcatctctctgcggectgccaacacgggceacgecactc
aacattttattcaggcctggtttgacaaaaaactcgctgccgtcagttaaT CTAGAaggaggattacaaaatgacaatgatga
atatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgctttAgacttgttaccagaagatcaaaga
aaagcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaatcaaataaaa
gaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttg
cacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatcaGeattttacaatgtttgaaacggacg
ctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgccgattttaagtgatcatgaaacacatcagaca
tacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaagattttgacaatgaacggatat
attttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatattgacttatggg
aatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaaccaatcataga
attagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtggataagag
gaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaatgaaacca
actacggtaattggtgcaggcttcggtggcctggcactggceaattcgtctacaagctgcggggatccecgtcttactgcttgaaca
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acgtgataaacccggcggtcgggcttatgtctacgaggatcaggggtttacctttgatgcaggeccgacggttatcaccgatcce
agtgccattgaagaactgtttgcactggcaggaaaacagttaaaagagtatgtcgaactgetgccggttacgecgttttaccgect
gtgttgggagtcagggaaggtctttaattacgataacgatcaaacccggcetcgaagegceagattcagcagtttaatcccecgegat
gtcgaaggttatcgtcagtttctggactattcacgcgceggtgtttaaagaaggctatctaaagctcggtactgteccttttttatcgttc
agagacatgcttcgcgecgcacctcaactggcgaaactgcaggceatggagaagegtttacagtaaggttgecagttacatcgaa
gatgaacatctgcgccaggcagttttctttccactcgetgttggtgggeggceaatcccttcgecacctcatccatttatacgttgatac
acgcgctggagegtgagtggggcgtctggtttccgegtggeggeaccggegcattagttcaggggatgataaagcetgtttcag
gatctgggtggcgaagtcgtgttaaacgccagagtcagccatatggaaacgacaggaaacaagattgaagccgtgcatttaga
ggacggtcgcaggttcctgacgcaagcecgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgecgacctgttaagecageacce
tgccgceggttaagcagtccaacaaactgcagactaagcgceatgagtaactctctgtttgtgctctattttggtttgaatcaccatcat
gatcagctcgcegcatcacacggtttgtttcggceccgcegttaccgecgagctgattgacgaaatttttaatcatgatggectcgcaga
ggacttctcactttatctgcacgcegecctgtgtcacggattcgtcactggegectgaaggttgeggceagttactatgtgttggegec
ggtgccAcatttaggcaccgcgaacctcgactggacggttgaggggccaaaactacgcgaccgtatttttgcgtaccttgagea
gcattacatgcctggcttacggagtcagcetggtcacgcaccggatgtttacgecgtttgattttcgcgaccagcttaatgectatcat
ggctcagccttttctgtggagcccgttcttacccagagegectggtttcggecgceataaccgcgataaaaccattactaatctctac
ctggtcggegeaggcacgcatcccggegcaggcattcctggegtcatcggetcggcaaaagegacagceaggtttgatgetgg
aggatctgatttgaGGGCCCGGCGCCtgatgcggtattttctecttacgcatctgtgeggtatttcacaccgcatatatgg
tgcactctcagtacaatctgctctgatgccgceatagttaagccagecccgacacccgcecaacacccgetgacgegecctgacg
ggcttgtctgctcccggceatcegcttacagacaagetgtgaccgtctccgggagetgceatgtgtcagaggttttcaccgtcatcac
cgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtg
gcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgcetcatgagacaataaccct
gataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgeggceattttgect
tcetgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactgg
atctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggege
ggtattatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccag
tcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggeca
acttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgategt
tgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcectgtagcaatggcaacaacgttgcgea
aactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccactt
ctgcgctecggceccttceggetggcetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetegeggtatcattgcageact
ggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacaga
tcgctgagataggtgectcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattt
ttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcegtcaga
ccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgcetgcettgcaaacaaaaaaaccaccgcetace
agcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcettcagcagagcgcagataccaaatactg
tccttctagtgtagecgtagttaggcecaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgetctgcetaatectgttaccagt
ggctgctgccagtggcegataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggct
gaacggggggttcgtgcacacagcccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagctatgaga
aagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcegeacgagg
gagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtcgatttttgtgatgcetegt
caggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgceggcctttttacggttcctggecttttgetggcecttttgetcacatgtte
tttcctgcegttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgcetcgecgeagcecgaacgaccga

gcgcagegagtcagtgagcgaggaageggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtE-Mg-crtl; 5781 bp

Based on vector pUC18m

Construction

This plasmid is identical to pUC18m-crtE-crtM-crtl except in the place of wild-type crtM
is Mg, a mutant of the C3, carotenoid synthase crtM from Staphylococcus aureus that is
capable of synthesizing Cyo carotenoids.

Plasmid map
See pUC18m-crtE-crtM-crtl plasmid map.

Mutations

Point mutations in Mg (compared with wild-type crtM) are shown below in the plasmid
sequence in bold, underlined capital letters and are summarized below (numbered
according to their position in the crtM ORF; amino acid substitutions are listed in
brackets).

T77C (F26S)

T119C (140T)

T135C (silent)

T141C (silent)

A850G (after stop codon)

pUC-crtE-Mg-crtl sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctetccecgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAAT TCaggaggattacaaaatgacggtct
gcgcaaaaaaacacgttcatctcactcgcgatgctgcggagceagttactggcetgatattgatcgacgecttgatcagttattgece
gtggagggagaacgggatgttgtgggtgccgegatgcgtgaaggtgcgcetggcaccgggaaaacgtattcgecccatgttgcet
gttgctgaccgcccgcgatctgggttgcgetgtcagecatgacggattactggatttggectgtgcggtggaaatggtecacgeg
gcttcgetgatecttgacgatatgecctgcatggacgatgcgaagetgcggegceggacgccctaccattcattctcattacggag
agcatgtggcaatactggcggcggttgccttgctgagtaaagectttggcegtaattgccgatgcagatggcectcacgecgcetgg
caaaaaatcgggcggtttctgaactgtcaaacgccatcggceatgcaaggattggttcagggtcagttcaaggatctgtctgaagg
ggataagccgcgcagcgctgaagctattttgatgacgaatcactttaaaaccagcacgctgttttgtgcctccatgcagatggect
cgattgttgcgaatgcctccagcgaagegcgtgattgectgcatcgtttttcacttgatcttggtcaggceatttcaactgctggacga
tttgaccgatggcatgaccgacaccggtaaggatagcaatcaggacgccggtaaatcgacgctggtcaatctgttaggeeccga
gggcggttgaagaacgtctgagacaacatcttcagcttgccagtgageatctctctgcggectgccaacacgggceacgcecactc
aacattttattcaggcctggtttgacaaaaaactcgctgccgtcagttaaT CTAGAaggaggattacaaaatgacaatgatga
atatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgcttCtgacttgttaccagaagatcaaaga
aaagcggtttgggcaaCttatgcetgtgtgtcgCaaaatCgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaatcaaata
aaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcegcttcagcat
gttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgtttgaaacgga
cgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgecgattttaagtgatcatgaaacacatcag
acatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaagattttgacaatgaacgg
atatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatattgacttat
gggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaaccaatcat
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agaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtggataa
gaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaatagtaaGtatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaatgaa
accaactacggtaattggtgcaggcttcggtggcectggceactggcaattcgtctacaagetgcggggatceccgtcttactgettg
aacaacgtgataaacccggcggtcgggcttatgtctacgaggatcaggggtttacctttgatgcaggcccgacggttatcaccg
atcccagtgccattgaagaactgtttgcactggcaggaaaacagttaaaagagtatgtcgaactgctgccggttacgecgttttac
cgcctgtgttgggagtcagggaaggtctttaattacgataacgatcaaacccggcetcgaagcgcagattcagcagtttaatccce
gcgatgtcgaaggttatcgtcagtttctggactattcacgcgceggtgtttaaagaaggctatctaaagctcggtactgtccctttttta
tcgttcagagacatgcttcgcgcecgceacctcaactggcgaaactgcaggcatggagaagcgtttacagtaaggttgecagttac
atcgaagatgaacatctgcgccaggcgttttctttccactcgctgttggtgggcggcaatcecttcgecacctcatccatttatacgt
tgatacacgcgctggagcgtgagtggggcgtctggtttccgcgtggcggeaccggcgcattagttcaggggatgataaagetg
tttcaggatctgggtggcgaagtcgtgttaaacgccagagtcagccatatggaaacgacaggaaacaagattgaagecgtgceat
ttagaggacggtcgcaggttcctgacgcaagccgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgegacctgttaagccage
accctgccgceggttaagcagtccaacaaactgcagactaagcgceatgagtaactctetgtttgtgcetctattttggtttgaatcacca
tcatgatcagctcgcegcatcacacggtttgtttcggeccgegttaccgcgagctgattgacgaaatttttaatcatgatggectege
agaggacttctcactttatctgcacgcgcecctgtgtcacggattcgtcactggegectgaaggttgcggceagttactatgtgttgge
gccggtgccAcatttaggcaccgcgaacctcgactggacggttgaggggccaaaactacgcegaccgtatttttgcgtaccttga
gcagcattacatgcctggcttacggagtcagctggtcacgcaccggatgtttacgccgtttgattttcgcgaccagcttaatgecta
tcatggctcagccttttctgtggageccgttcttacccagagegectggtttcggecgcataaccgcgataaaaccattactaatct
ctacctggtcggcgcaggcacgcatccecggcegeaggcattecectggegtcatcggetcggcaaaagcgacageaggtttgatg
ctggaggatctgatttgaGGGCCCGGCGCCtgatgcggtattttctccttacgcatctgtgeggtatttcacaccgceatat
atggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagecccgacacccgecaacacccgcetgacgegecctg
acgggcttgtctgctceccggceatcegcttacagacaagcetgtgaccgtctccgggagetgceatgtgtcagaggttttcaccgteat
caccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcag
gtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgcetcatgagacaataac
cctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcccttttttgcggceattttg
ccttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaac
tggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttetgctatgtgg
cgcggtattatccegtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcac
cagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcgg
ccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgat
cgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttge
gcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggacc
acttctgcgctcggcccttcecggctggcetggtttattgctgataaatctggagcecggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcag
cactggggccagatggtaagccctcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggceaactatggatgaacgaaataga
cagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaactt
catttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegt
cagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcettgcaaacaaaaaaaccaccgc
taccagcggtgotttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcettcagcagagcgcagataccaaat
actgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgetctgctaatcctgttac
cagtggctgctgccagtggcgataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcg
ggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagcetat
gagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcac
gagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatg
ctcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgccagcaacgcggcectttttacggttcetggcecttttgetggcecttttgetcaca
tgttctttcctgegttatceectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgetcgecgeagecgaacgac

cgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtE-Mjo-crtl; 5781 bp

Based on vector pUC18m

Construction

This plasmid is identical to pUC18m-crtE-crtM-crtl except in the place of wild-type crtM
is Myo, @ mutant of the C3, carotenoid synthase crtM from Staphylococcus aureus that is
capable of synthesizing Cyo carotenoids.

Plasmid map
See pUC18m-crtE-crtM-crtl plasmid map.

Mutations

Point mutations in My (compared with wild-type crtM) are shown below in the plasmid
sequence in bold, underlined capital letters and are summarized below (numbered
according to their position in the crtM ORF; amino acid substitutions are listed in
brackets).

A10G (M4V)

A35G (H12R)

A39G (silent)

T176C (F59S)

A242G (Q81R)

A539G (E180G)

pUC-crtE-Mso-crtl sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctcecccgegegttggecgattcattaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgttgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAAT TCaggaggattacaaaatgacggtctgcgcaaaaaa
acacgttcatctcactcgcgatgctgcggagcagttactggctgatattgatcgacgccttgatcagttattgcccgtggagggagaac
gggatgttgtgggtgccgcegatgcgtgaaggtgegetggcaccgggaaaacgtattcgecccatgttgetgttgetgaccgeccgeg
atctgggttgcgctgtcagccatgacggattactggatttggectgtgcggtggaaatggtccacgeggcettecgetgatecttgacgata
tgccctgcatggacgatgcgaagcetgeggegeggacgecctaccattcattctcattacggagagcatgtggceaatactggeggegg
ttgccttgctgagtaaagcectttggegtaattgecgatgcagatggectcacgecgetggcaaaaaatcgggeggtttctgaactgtca
aacgccatcggcatgcaaggattggttcagggtcagttcaaggatctgtctgaaggggataagccgegcagcegcetgaagctattttga
tgacgaatcactttaaaaccagcacgctgttttgtgcctccatgcagatggectcgattgttgcgaatgcectccagcgaagegegtgatt
gcctgcatcgtttttcacttgatcttggtcaggcatttcaactgctggacgatttgaccgatggceatgaccgacaccggtaaggatagea
atcaggacgccggtaaatcgacgctggtcaatctgttaggcccgagggceggttgaagaacgtctgagacaacatcttcagcettgeca
gtgagcatctctctgcggectgccaacacgggceacgccactcaacattttattcaggectggtttgacaaaaaactcgcetgecgtcagtt
aaTCTAGAaggaggattacaaaatgacaatgGtgaatatgaattttaaatattgtcGtaaGatcatgaagaaacattcaaaaagc
ttttcttacgcttttgacttgttaccagaagatcaaagaaaagcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatg
tttatggcgatattcaatCtttaaatcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcGaagtgat
cgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatc
aacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgccgattttaa
gtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaag
attttgacaatgGacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataat
cattatattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagca
caaccaatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgt
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ggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaatg
aaaccaactacggtaattggtgcaggcttcggtggectggcactggcaattcgtctacaagetgcggggatccecgtcttactgcttga
acaacgtgataaacccggcggtcgggcttatgtctacgaggatcaggggtttacctttgatgcaggceccgacggttatcaccgatecc
agtgccattgaagaactgtttgcactggcaggaaaacagttaaaagagtatgtcgaactgctgccggttacgccgttttaccgectgtgt
tgggagtcagggaaggtctttaattacgataacgatcaaacccggctcgaagcgceagattcagcagtttaatccccgegatgtcgaag
gttatcgtcagtttctggactattcacgcgceggtgtttaaagaaggctatctaaagctcggtactgteccttttttatcgttcagagacatgct
tcgcgecgceacctcaactggcgaaactgcaggcatggagaagegtttacagtaaggttgccagttacatcgaagatgaacatctgeg
ccaggcgttttctttccactcgetgttggtgggeggceaatcecttcgecacctcatccatttatacgttgatacacgcegetggagegtgag
tggggcgtctggtttccgegtggeggeaccggegceattagttcaggggatgataaagetgtttcaggatctgggtggegaagtegtgtt
aaacgccagagtcagccatatggaaacgacaggaaacaagattgaagccgtgcatttagaggacggtcgcaggttcctgacgcaag
ccgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgecgacctgttaagccagcaccctgecgeggttaagcagtccaacaaactgcea
gactaagcgcatgagtaactctctgtttgtgctctattttggtttgaatcaccatcatgatcagctcgegcatcacacggtttgtttcggecc
gcgttaccgcgagctgattgacgaaatttttaatcatgatggectcgcagaggacttctcactttatctgcacgegcecctgtgtcacggat
tcgtcactggcgcectgaaggttgcggeagttactatgtgttggcgecggtgccAcatttaggcaccgcegaacctcgactggacggttg
aggggccaaaactacgcgaccgtatttttgcgtaccttgagcagcattacatgcctggcttacggagtcagcetggtcacgcaccggat
gtttacgccgtttgattttcgcgaccagcttaatgcctatcatggctcagecttttctgtggageccgttcttacccagagegcectggtttcg
gccgcataaccgcgataaaaccattactaatctctacctggtcggegcaggeacgcatcccggegeaggcattectggegteatcgg
ctcggcaaaagcgacagcaggtttgatgctggaggatctgatttgaGGGCCCGGCGCCtgatgeggtattttctccttacgca
tctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgeccgeatagttaagccagecccgacacccgeca
acacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggceatccgcettacagacaagetgtgaccgtctccgggagetgcatgtgte
agaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggt
ttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttattttictaaatacattcaaatatgtatccgetcatg
agacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttatteecttttttgeg
gcattttgccttectgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcg
aactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtgg
cgcggtattatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccag
tcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaactta
cttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaacc
ggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactgg
cgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgetcggecctte
cggctggctggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgcageactggggecagatggtaagec
ctcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgcetgagataggtgectcactg
attaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatc
ctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttg
agatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgccggatcaagagcetacca
actctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaaga
actctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggcetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttgg
actcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggcetgaacggggggttcgtgcacacageccagcettggagcgaacgac
ctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatceggta
agcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcectggtatctttatagtcetgtcgggtttcgeca
cctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttect
ggccttttgctggecttttgctcacatgttetttcctgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgatacc
gctcgecgcagecgaacgaccgagegcagegagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtM-crtN; 4901 bp

Based on vector pUC18m

Construction

crtM, encoding the Cgzo carotenoid synthase from Staphylococcus aureus is inserted
between the Xbal and Xhol sites. crtN, also from S. aureus, encoding a Cg, carotenoid
desaturase, is inserted between the Xhol and Apal sites. Just upstream of each ORF is an
optimized Shine-Dalgarno site (AGGAGG) followed by 8 spacer nucleotides. A single
lac operator/promoter site regulates the entire operon, as shown in the plasmid map.

Plasmid map

EcoRI 219
Xhbal 225

ColEl ori

crtM

Xhol 1

pUC18m-crtM-crtN
4901 bp

Amp

Scal 3404---

Kasl 2658

Apal 2652

pUC18m-crtM-crtN sequence

gcgcccaatacgcaaaccgcctctcccecgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaagcggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgttgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCTCTAGAaggaggattacaaaatgacaatgat
gAatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgcttttgacttgttaccagaagatcaaagaaa
agcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaAtcaaataaaagaaga
tatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacata
aaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggat
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attgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaag
acttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaagattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaa
gcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaa
agattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatact
ggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaAtaaat
agtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaatgaagattgcagtaattggtgcaggtgtcacaggattagcagce
ggcagcccgtattgcttctcaaggtcatgaagtgacgatatttgaaaaaaataataatgtaggcgggcegtatgaatcaattaaagaaag
acggctttacatttgatatgggtcccacaattgtcatgatgccagatgtttataaagatgtttttacagcgtgtggtaaaaattatgaagatta
tattgaattgagacaattacgttatatttacgatgtgtattttgaccacgatgatcgtataacggtgcctacagatttagctgaattacagcaa
atgctagaaagtatagaacctggttcaacgcatggttttatgtcctttttaacggatgtttataaaaaatatgaaattgcacgtcgctatttctt
agaaagaacgtatcgcaaaccgagtgacttttataatatgacgtcacttgtgcaaggtgctaagttaaaaacgttaaatcatgcagatca
gctaattgaacattatattgataacgaaaagatacaaaagcttttagcgtttcaaacgttatacataggaattgatccaaaacgaggececg
tcactatattcaattattcctatgattgaaatgatgtttggtgtgcattttattaaaggcggtatgtatggcatggctcaagggctagcgceaat
taaataaagacttaggcgttaatattgaactaaatgctgaaattgagcaaattattattgatcctaaattcaaacgggccgatgcgataaaa
gtgaatggtgacataagaaaatttgataaaattttatgtacggctgatttccctagtgttgcggaatcattaatgccagattttgcacctatta
aaaagtatccaccacataaaattgcagacttagattactcttgttcagcatttttaatgtatatcggtatagatattgatgtgacagatcaagt
gagacttcataatgttattttttcagatgactttagaggcaatattgaagaaatatttgagggacgtttatcatatgatccttctatttatgtgtat
gtaccagcggtcgcetgataaatcacttgcgccagaaggcaaaactggtatttatgtgctaatgccgacgccggaacttaaaacaggta
gcggaatcgattggtcagatgaagctttgacgcaacaaataaaggaaattatttatcgtaaattagcaacgattgaagtatttgaagatat
aaaatcgcatattgtttcagaaacaatctttacgccaaatgattttgagcaaacgtatcatgcgaaatttggttcggcattcggtttaatgec
aactttagcgcaaagtaattattatcgtccacaaaatgtatcgcgagattataaagatttatattttgcaggtgcaagtacgcatccaggtg
caggcgttcctattgtcttaacgagtgcgaaaataactgtagatgaaatgattaaagatattgagcggggcgtataagggagtagtctaa
GGGCCCGGCGCCtgatgeggtattttetecttacgceatctgtgeggtatttcacaccgceatatatggtgcactctcagtacaatce
tgctctgatgecgcatagttaagccagecccgacacccgecaacacccgcetgacgegecctgacgggcttgtetgetceccggeatee
gcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgceatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaaggge
ctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacc
cctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaaga
gtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcecttttttgeggceattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagta
aaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccga
agaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcg
ccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatg
cagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttge
acaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagcetgaatgaagccataccaaacgacgagegtgacaccacg
atgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcettcccggceaacaattaatagactggatg
gaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgcetcggeccttccggetggcetggtttattgetgataaatctggagecggtgagegtg
ggtctcgeggtatcattgcagcactggggcecagatggtaagecctcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggceaactat
ggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttag
attgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttcc
actgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgctgettgcaaacaaaaaaacc
accgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaa
atactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcectacatacctcgetctgcetaatcectgttacca
gtggctgctgccagtggegataagtcgtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegcageggtcgggcetga
acggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaageg
ccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcegceacgagggagcettcca
gggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcaggggggegg
agcctatggaaaaacgccagcaacgceggcctttttacggttcctggecttttgctggecttttgetcacatgttctttcctgegttatcecct
gattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagcetgataccgcetcgecgeagecgaacgaccgagegceagegagtcagtgage
gaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-Mg-crtN; 4901 bp

Based on vector pUC18m

Construction

This plasmid is identical to pUC18m-crtM-crtN except in the place of wild-type crtM is
Mg, a mutant of the Cg carotenoid synthase crtM from Staphylococcus aureus that is
capable of synthesizing Cyo carotenoids.

Plasmid Map
See pUC18m-crtM-crtN plasmid map.

Mutations

Point mutations in Mg (compared with wild-type crtM) are shown below in the plasmid
sequence in bold, underlined capital letters and are summarized below (numbered
according to their position in the crtM ORF; amino acid substitutions are listed in
brackets).

T78A (F26L)

A345G (silent)

pUC18m-Mg-crtN sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacacatatgGAATTCTCTAGAaggaggattacaaaatga
caatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgctttAgacttgttaccagaag
atcaaagaaaagcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaatc
aaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttca
gcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatcaGeattttacaatgtttgaa
acggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgccgattttaagtgatcatgaaacac
atcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaagattttgacaatga
acggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatattga
cttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaacca
atcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtgg
ataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaat
gaagattgcagtaattggtgcaggtgtcacaggattagcagcggcagceccgtattgcttctcaaggtcatgaagtgacgatatttg
aaaaaaataataatgtaggcgggcegtatgaatcaattaaagaaagacggctttacatttgatatgggtcccacaattgtcatgatge
cagatgtttataaagatgtttttacagcgtgtggtaaaaattatgaagattatattgaattgagacaattacgttatatttacgatgtgtat
tttgaccacgatgatcgtataacggtgcctacagatttagctgaattacagcaaatgctagaaagtatagaacctggttcaacgcat
gottttatgtcctttttaacggatgtttataaaaaatatgaaattgcacgtcgctatttcttagaaagaacgtatcgcaaaccgagtgac
ttttataatatgacgtcacttgtgcaaggtgctaagttaaaaacgttaaatcatgcagatcagctaattgaacattatattgataacga
aaagatacaaaagcttttagcgtttcaaacgttatacataggaattgatccaaaacgaggcccgtcactatattcaattattcctatga
ttgaaatgatgtttggtgtgcattttattaaaggcggtatgtatggcatggctcaagggctagcgcaattaaataaagacttaggegt
taatattgaactaaatgctgaaattgagcaaattattattgatcctaaattcaaacgggccgatgcgataaaagtgaatggtgacata
agaaaatttgataaaattttatgtacggctgatttccctagtgttgcggaatcattaatgccagattttgcacctattaaaaagtatcca
ccacataaaattgcagacttagattactcttgttcagcatttttaatgtatatcggtatagatattgatgtgacagatcaagtgagactt
cataatgttattttttcagatgactttagaggcaatattgaagaaatatttgagggacgtttatcatatgatccttctatttatgtgtatgta
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ccagcggtcgcetgataaatcacttgcgccagaaggcaaaactggtatttatgtgctaatgccgacgecggaacttaaaacaggta
gcggaatcgattggtcagatgaagctttgacgcaacaaataaaggaaattatttatcgtaaattagcaacgattgaagtatttgaag
atataaaatcgcatattgtttcagaaacaatctttacgccaaatgattttgagcaaacgtatcatgcgaaatttggttcggcattcggtt
taatgccaactttagcgcaaagtaattattatcgtccacaaaatgtatcgcgagattataaagatttatattttgcaggtgcaagtacg
catccaggtgcaggcgttcctattgtcttaacgagtgcgaaaataactgtagatgaaatgattaaagatattgagcggggcegtata
agggagtagtctaaGGGCCCggcgcctgatgeggtattttctccttacgcatctgtgeggtatttcacaccgceatatatggtg
cactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagecccgacacccgecaacacccgcetgacgegecectgacggg
cttgtctgctceccggcatcegcttacagacaagetgtgaccgtctccgggagctgceatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccg
aaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggce
acttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgcetcatgagacaataaccctga
taaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcccttttttgeggcattttgectte
ctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggat
ctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggegeg
gtattatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgceatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagt
cacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaa
cttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgtt
gggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgea
aactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccactt
ctgcgetecggceccttccggetggcetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetegeggtatcattgcageact
ggggccagatggtaagccctccegtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacaga
tcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattt
ttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcegtcaga
ccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgcetgcettgcaaacaaaaaaaccaccgcetace
agcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcettcagcagagcgcagataccaaatactg
tccttctagtgtagecgtagttaggcecaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctecgetetgcetaatectgttaccagt
ggctgctgccagtggcegataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggct
gaacggggggttcgtgcacacagcccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagctatgaga
aagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcegeacgagg
gagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtcgatttttgtgatgetegt
caggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggcecttttgetggcecttttgetcacatgtte
tttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgcetcgecgcagecgaacgaccga

gcgeagegagtcagtgagcgaggaageggaaga
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Plasmid name pUC18m-Mg-crtN; 4901 bp

Based on vector pUC18m

Construction

This plasmid is identical to pUC18m-crtM-crtN except in the place of wild-type crtM is
Mo, a mutant of the Cg carotenoid synthase crtM from Staphylococcus aureus that is
capable of synthesizing Cyo carotenoids.

Plasmid Map
See pUC18m-crtM-crtN plasmid map.

Mutations

Point mutations in Mg (compared with wild-type crtM) are shown below in the plasmid
sequence in bold, underlined capital letters and are summarized below (numbered
according to their position in the crtM ORF; amino acid substitutions are listed in
brackets).

T77C (F26S)

T119C (140T)

T135C (silent)

T141C (silent)

A850G (after stop codon)

pUC18m-Mog-crtN sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctetcececcgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacacatatgGAATTCTCTAGAaggaggattacaaaatga
caatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgcttCtgacttgttaccagaag
atcaaagaaaagcggtttgggcaaCttatgctgtgtgtcgCaaaatCgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaa
atcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgct
tcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgtttg
aaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgccgattttaagtgatcatgaaac
acatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaagattttgacaat
gaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatatt
gacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaac
caatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgt
ggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaatagtaaGtatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaa
aatgaagattgcagtaattggtgcaggtgtcacaggattagcagcggcagceccgtattgcttctcaaggtcatgaagtgacgatat
ttgaaaaaaataataatgtaggcgggcgtatgaatcaattaaagaaagacggctttacatttgatatgggtcccacaattgtcatga
tgccagatgtttataaagatgtttttacagcgtgtggtaaaaattatgaagattatattgaattgagacaattacgttatatttacgatgt
gtattttgaccacgatgatcgtataacggtgcctacagatttagctgaattacagcaaatgctagaaagtatagaacctggttcaac
gcatggttttatgtcctttttaacggatgtttataaaaaatatgaaattgcacgtcgctatttcttagaaagaacgtatcgcaaaccgag
tgacttttataatatgacgtcacttgtgcaaggtgctaagttaaaaacgttaaatcatgcagatcagctaattgaacattatattgataa
Cgaaaagatacaaaagcttttagcgtttcaaacgttatacataggaattgatccaaaacgaggcccgtcactatattcaattattcct
atgattgaaatgatgtttggtgtgcattttattaaaggcggtatgtatggcatggctcaagggcetagcgcaattaaataaagacttag
gcgttaatattgaactaaatgctgaaattgagcaaattattattgatcctaaattcaaacgggccgatgcgataaaagtgaatggtg
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acataagaaaatttgataaaattttatgtacggctgatttccctagtgttgcggaatcattaatgccagattttgcacctattaaaaagt
atccaccacataaaattgcagacttagattactcttgttcagcatttttaatgtatatcggtatagatattgatgtgacagatcaagtga
gacttcataatgttattttttcagatgactttagaggcaatattgaagaaatatttgagggacgtttatcatatgatccttctatttatgtgt
atgtaccagcggtcgctgataaatcacttgcgccagaaggcaaaactggtatttatgtgctaatgccgacgcecggaacttaaaac
aggtagcggaatcgattggtcagatgaagctttgacgcaacaaataaaggaaattatttatcgtaaattagcaacgattgaagtatt
tgaagatataaaatcgcatattgtttcagaaacaatctttacgccaaatgattttgagcaaacgtatcatgcgaaatttggttcggcat
tcggtttaatgccaactttagcgcaaagtaattattatcgtccacaaaatgtatcgcgagattataaagatttatattttgcaggtgcaa
gtacgcatccaggtgcaggcgttcctattgtcttaacgagtgcgaaaataactgtagatgaaatgattaaagatattgagcggggce
gtataagggagtagtctaaGGGCCCggcgcctgatgeggtattttctccttacgcatctgtgeggtatttcacaccgceatatat
ggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgeatagttaagccagccccgacaccecgecaacaccecgctgacgegecctga

cgggcttgtctgctcececggcatcecgcttacagacaagcetgtgaccgtctccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcacecgtcatce
accgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcagg
tggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataacc
ctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcecttttttgcggceattttge
cttcctgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaact
ggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttctgetatgtgge
gcggtattatccecgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttgagtactcacc
agtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcgge

caacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatc
gttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgeg
caaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggacca
cttctgcgetcggceccttceggetggcetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgcage

actggggccagatggtaagccctcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagac

agatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttc
atttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcegtc
agaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcettgcaaacaaaaaaaccaccgct

accagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaata
ctgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgetctgcetaatcctgttace
agtggctgctgccagtggcgataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegcageggtegg

gctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatg

agaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcegeacy
agggagcttccagggggaaacgcectggtatctttatagtcetgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtcgatttttgtgatget
cgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacat

gttctttcctgegttatcecectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgctcgecgcagecgaacgac

cgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-My-crtN; 4901 bp

Based on vector pUC18m

Construction

This plasmid is identical to pUC18m-crtM-crtN except in the place of wild-type crtM is
Mo, @ mutant of the Cso carotenoid synthase crtM from Staphylococcus aureus that is
capable of synthesizing Cyo carotenoids.

Plasmid Map
See pUC18m-crtM-crtN plasmid map.

Mutations

Point mutations in My (compared with wild-type crtM) are shown below in the plasmid
sequence in bold, underlined capital letters and are summarized below (numbered
according to their position in the crtM ORF; amino acid substitutions are listed in
brackets).

A10G (M4V)

A35G (H12R)

A39G (silent)

T176C (F59S)

A242G (Q81R)

A539G (E180G)

pUC18m-Ms,-crtN sequence
gcgcccaatacgcaaaccgectctccccgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacacatatgGAATTCTCTAGAaggaggattacaaaatga
caatgGtgaatatgaattttaaatattgtcGtaaGatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgcttttgacttgttaccaga
agatcaaagaaaagcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatCttta
aatcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcGaagtgatcgtagaatcatgatggc
gcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgt
ttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgccgattttaagtgatcatgaa
acacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaagattttgac
aatgGacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcatt
atattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagca
caaccaatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtt
tttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggatta
caaaatgaagattgcagtaattggtgcaggtgtcacaggattagcagcggcagcccgtattgcttctcaaggtcatgaagtgacg
atatttgaaaaaaataataatgtaggcgggcgtatgaatcaattaaagaaagacggctttacatttgatatgggtcccacaattgtca
tgatgccagatgtttataaagatgtttttacagcgtgtggtaaaaattatgaagattatattgaattgagacaattacgttatatttacga
tgtgtattttgaccacgatgatcgtataacggtgcctacagatttagctgaattacagcaaatgctagaaagtatagaacctggttca
acgcatggttttatgtcctttttaacggatgtttataaaaaatatgaaattgcacgtcgctatttcttagaaagaacgtatcgcaaaccg
agtgacttttataatatgacgtcacttgtgcaaggtgctaagttaaaaacgttaaatcatgcagatcagctaattgaacattatattgat
aacgaaaagatacaaaagcttttagcgtttcaaacgttatacataggaattgatccaaaacgaggcccgtcactatattcaattattc
ctatgattgaaatgatgtttggtgtgcattttattaaaggcggtatgtatggcatggctcaagggcetagcgcaattaaataaagactt
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aggcgttaatattgaactaaatgctgaaattgagcaaattattattgatcctaaattcaaacgggccgatgcgataaaagtgaatgg
tgacataagaaaatttgataaaattttatgtacggctgatttccctagtgttgcggaatcattaatgccagattttgcacctattaaaaa
gtatccaccacataaaattgcagacttagattactcttgttcagcatttttaatgtatatcggtatagatattgatgtgacagatcaagt
gagacttcataatgttattttttcagatgactttagaggcaatattgaagaaatatttgagggacgtttatcatatgatccttctatttatgt
gtatgtaccagcggtcgctgataaatcacttgcgccagaaggcaaaactggtatttatgtgctaatgccgacgccggaacttaaa
acaggtagcggaatcgattggtcagatgaagctttgacgcaacaaataaaggaaattatttatcgtaaattagcaacgattgaagt
atttgaagatataaaatcgcatattgtttcagaaacaatctttacgccaaatgattttgagcaaacgtatcatgcgaaatttggttcgg
cattcggtttaatgccaactttagcgcaaagtaattattatcgtccacaaaatgtatcgcgagattataaagatttatattttgcaggtg
caagtacgcatccaggtgcaggcgttcctattgtcttaacgagtgcgaaaataactgtagatgaaatgattaaagatattgagcgg
ggcgtataagggagtagtctaaGGGCCCggcgcctgatgcggtattttctecttacgcatctgtgeggtatttcacaccgceat
atatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagcecccgacacccgecaacacccgetgacgegece
tgacgggcttgtctgctccecggceatcegettacagacaagcetgtgaccgtcetccgggagetgceatgtgtcagaggttttcaccgte
atcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtc
aggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaat
aaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcccttttttgcggceat
tttgccttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcg
aactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatg
tggcgceggtattatccegtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtact
caccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactg
cggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgect
tgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacy
ttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcticccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcagg
accacttctgcgctcggceccttccggetggcetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattg
cagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaat
agacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaa
acttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactga
gcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatccttttttictgcgcegtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaacca
ccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagatacc
aaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcectacatacctcgcetctgctaatcctg
ttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagegg
tcgggctgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgage
tatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggceagggtcggaacaggagagege
acgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgcecacctctgacttgagegtcgatttttgtga
tgctcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgccagcaacgeggcctttttacggttectggecttttgetggecttttgcetea
catgttctttcctgcgttatccectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgetcgecgcagecgaacg

accgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtB-crtN; 4950 bp

Based on vector pUC18m

Construction

The gene crtB from Erwinia uredovora (C4o carotenoid synthase) is inserted between the
Xbal and Xhol sites. The gene crtN from Staphylococcus aureus (Czo carotenoid
desaturase) is inserted between the Xhol and Apal sites. Just upstream of each ORF is an
optimized Shine-Dalgarno site (AGGAGG) followed by 8 spacer nucleotides. A single
lac operator/promoter site regulates the entire operon, as shown in the plasmid map. E.
coli carrying this plasmid synthesize NO carotenoids, as CrtB accepts only GGPP as a
substrate, and this is present only at low levels in E. coli that do not express an additional
GGPP synthase.

Plasmid map

EcoRl 219
Xbal 225

ColEl ori

_Xhol 1136

pUC18m-criB-crtN
4950 bp

Scal 3453

rd
Kasl 2707

Apal 2701

pUC18m-crtB-crtN sequence

gcgcccaatacgcaaaccgcctctcccecgegegttggecgattcattaatgcagetggeacgacaggtttcccgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgttgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCTCTAGAaggaggattacaaaatggcagttgg
ctcgaaaagttttgcgacagcctcaaagttatttgatgcaaaaacccggcegceagegtactgatgcetctacgectggtgecgecattgtg
acgatgttattgacgatcagacgctgggctttcaggcccggcagectgccttacaaacgcccgaacaacgtctgatgcaacttgagat
gaaaacgcgccaggcctatgcaggatcgcagatgcacgaaccggcegtttgcggcettttcaggaagtggctatggctcatgatatcge
cccggcttacgcegtttgatcatctggaaggcttcgecatggatgtacgcgaagcgcaatacagccaactggatgatacgetgegctatt
gctatcacgttgcaggcegttgtcggcttgatgatggcgcaaatcatgggegtgcgggataacgccacgctggaccgegectgtgacc
ttgggctggceatttcagttgaccaatattgctcgegatattgtggacgatgcgceatgcgggecgcetgttatctgeccggceaagetggcetgg
agcatgaaggtctgaacaaagagaattatgcggcacctgaaaaccgtcaggcgctgagcecgtatcgeccgtegtttggtgcaggaag
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cagaaccttactatttgtctgccacagccggcctggcagggttgceccctgegttccgectgggeaatcgcetacggcgaagceaggttta
ccggaaaataggtgtcaaagttgaacaggccggtcagcaagcectgggatcagcggcagtcaacgaccacgcccgaaaaattaacy
ctgctgctggecgcectctggtcaggceccttacttcccggatgegggctcatecteccececgecctgegceatetctggcagegeccgcetcta
gCTCGAGaggaggattacaaaatgaagattgcagtaattggtgcaggtgtcacaggattagcagcggcagcccgtattgcttcte
aaggtcatgaagtgacgatatttgaaaaaaataataatgtaggcgggcgtatgaatcaattaaagaaagacggctttacatttgatatgg
gtcccacaattgtcatgatgccagatgtttataaagatgtttttacagcgtgtggtaaaaattatgaagattatattgaattgagacaattacg
ttatatttacgatgtgtattttgaccacgatgatcgtataacggtgcctacagatttagctgaattacagcaaatgctagaaagtatagaacc
tggttcaacgcatggttttatgtcctttttaacggatgtttataaaaaatatgaaattgcacgtcgctatttcttagaaagaacgtatcgcaaa
ccgagtgacttttataatatgacgtcacttgtgcaaggtgctaagttaaaaacgttaaatcatgcagatcagctaattgaacattatattgat
aacgaaaagatacaaaagcttttagcgtttcaaacgttatacataggaattgatccaaaacgaggcccgtcactatattcaattattcctat
gattgaaatgatgtttggtgtgcattttattaaaggcggtatgtatggcatggctcaagggctagcgcaattaaataaagacttaggcegtta
atattgaactaaatgctgaaattgagcaaattattattgatcctaaattcaaacgggccgatgcgataaaagtgaatggtgacataagaaa
atttgataaaattttatgtacggctgatttccctagtgttgcggaatcattaatgccagattttgcacctattaaaaagtatccaccacataaa
attgcagacttagattactcttgttcagcatttttaatgtatatcggtatagatattgatgtgacagatcaagtgagacttcataatgttatttttt
cagatgactttagaggcaatattgaagaaatatttgagggacgtttatcatatgatccttctatttatgtgtatgtaccagcggtcgcetgata
aatcacttgcgccagaaggcaaaactggtatttatgtgctaatgccgacgccggaacttaaaacaggtagcggaatcgattggtcagat
gaagctttgacgcaacaaataaaggaaattatttatcgtaaattagcaacgattgaagtatttgaagatataaaatcgcatattgtttcaga
aacaatctttacgccaaatgattttgagcaaacgtatcatgcgaaatttggttcggcattcggtttaatgccaactttagcgcaaagtaatta
ttatcgtccacaaaatgtatcgcgagattataaagatttatattttgcaggtgcaagtacgcatccaggtgcagcegcttcctattgtcttaac
gagtgcgaaaataactgtagatgaaatgattaaagatattgagcgggcgtataagggagtagtctaagagaaagatgtgagaaaagta
taaGGGCCCGGCGCCtgatgeggtattttctecttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtaca
atctgctctgatgccgcatagttaagccagcecccgacacccgcecaacaccecgctgacgegecctgacgggcettgtctgetceecggea
tccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaag
ggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggceacttttcggggaaatgtgcgegg
aacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaagga
agagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgcggceattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaa
gtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgecc
cgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatcccgtattgacgccgggcaagagceaactcgg
tcgcecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaatt
atgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttt
tgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcegtgacacca
cgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactgga
tggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgetcggeccttceggetggetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegt
gggtctcgeggtatcattgcagcactggggccagatggtaagecctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaacta
tggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatacttta
gattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgtt
ccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgcttgcaaacaaaaaaa
ccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagcetaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagatacc
aaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcetgttac
cagtggctgctgccagtggcgataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggcet
gaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaag
cgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcegceacgagggagcette
cagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagegtcegatttttgtgatgetcgtcaggggggce
ggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgctggcecttttgctcacatgttctttcctgegttatcee
ctgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgetcgecgcagecgaacgaccgagegcagcegagtcagtga
gcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtE-crtB; 4314 bp

Based on vector pUC18m

Construction

Both genes are on a single operon, regulated by a single lac promoter and operator. Just
upstream of each gene is an optimized Shine-Dalgarno site (AGGAGG) followed by 8
spacer nucleotides. The gene crtE from Erwinia uredovora (GGPP synthase) is inserted
between the EcoRIl and Xbal sites. The gene crtB from Erwinia uredovora (Cso
carotenoid synthase) is inserted between the Xbal and Xhol sites.

Plasmid map

INo‘el 213
| EcoRI 219

ColEl ori

pUC18m-crtE-criB
4314 bp

- Xbal 1148

\

A
| Xhol 2059

Apal 2065

pUC18m-crtE-crtB sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcectctceccegegegttggecgattcattaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAAT TCaggaggattacaaaatgacggtctgcgcaaaaaa
acacgttcatctcactcgcgatgctgcggagcagttactggctgatattgatcgacgccttgatcagttattgcccgtggagggagaac
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gggatgttgtgggtgccgcegatgcgtgaaggtgegcetggcaccgggaaaacgtattcgecccatgttgetgttgctgaccgeecgeg
atctgggttgcgctgtcagccatgacggattactggatttggectgtgcggtggaaatggtccacgeggcettcgetgatecttgacgata
tgccctgcatggacgatgcgaagcetgcggegeggacgccctaccattcattctcattacggagageatgtggceaatactggeggegg
ttgccttgctgagtaaagcectttggegtaattgccgatgcagatggectcacgecgetggcaaaaaatcgggeggtttctgaactgtca
aacgccatcggcatgcaaggattggttcagggtcagttcaaggatctgtctgaaggggataagccgegcagcegetgaagctattttga
tgacgaatcactttaaaaccagcacgctgttttgtgcctccatgcagatggcctcgattgttgcgaatgcectccagcgaagegegtgatt
gcctgcatcgtttttcacttgatcttggtcaggcatttcaactgctggacgatttgaccgatggceatgaccgacaccggtaaggatagea
atcaggacgccggtaaatcgacgctggtcaatctgttaggcccgagggceggttgaagaacgtctgagacaacatcttcagcettgeca
gtgagcatctctctgcggectgccaacacgggcacgccactcaacattttattcaggcectggtttgacaaaaaactcgcetgecgtcagtt
aaTCTAGAaggaggattacaaaatggcagttggctcgaaaagttttgcgacagcctcaaagttatttgatgcaaaaacccggcegce
agcgtactgatgctctacgcectggtgccgecattgtgacgatgttattgacgatcagacgetgggctttcaggeccggcagectgcectt
acaaacgcccgaacaacgtctgatgcaacttgagatgaaaacgcgccaggcctatgcaggatcgcagatgcacgaaccggcegtttg
cggcttttcaggaagtggctatggctcatgatatcgccccggcttacgegtttgatcatctggaaggcttcgecatggatgtacgcgaag
cgcaatacagccaactggatgatacgctgcgctattgctatcacgttgcaggegttgtcggcettgatgatggcgceaaatcatgggegtg
cgggataacgccacgctggaccgegcctgtgaccttgggcetggcatttcagttgaccaatattgetcgegatattgtggacgatgege
atgcgggccgctgttatctgccggcaagcetggcetggagceatgaaggtctgaacaaagagaattatgcggceacctgaaaaccgtcag
gcgctgagcecgtatcgeccgtegtttggtgcaggaagcagaaccttactatttgtctgccacagecggectggeagggttgeccctge
gttccgectgggcaatcgetacggcgaagcaggtttaccggaaaataggtgtcaaagttgaacaggcecggtcagcaagectgggat
cagcggcagtcaacgaccacgcccgaaaaattaacgcetgetgcetggecgcectctggtcaggeccttacttcccggatgegggcetcat
cctecccgecctgegceatetctggeagegeccgetctagCTCGAGGGGCCCGGCGCCCtgatgeggtattttetecttac
gcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgceatagttaagccagecccgacacccg
ccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgetccecggceatccgettacagacaagcetgtgaccgtctccgggagetgeatg
tgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataa
tggtttcttagacgtcaggtggcacttticggggaaatgtgcgcggaacccectatttgtttattttictaaatacattcaaatatgtatccgetc
atgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcecttttttg
cggcattttgccttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacat
cgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgcetatgt
ggcgcggtattatccecgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcacc
agtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggecaac
ttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttgggaa
ccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaact
ggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgcetcggecect
tccggetggcetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgcagceactggggecagatggtaage
cctcecgtategtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtgectcact
gattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagat
cctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttett
gagatcctttttttctgcgcegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtttgtttgccggatcaagagcetace
aactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagcecgtagttaggccaccacttcaag
aactctgtagcaccgcctacatacctcgetctgctaatcctgttaccagtggetgetgccagtggegataagtegtgtcttaccgggttg
gactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggcetgaacggggggttcgtgcacacageccagcettggagcgaacga
cctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgcecacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggt
aagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgec
acctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgeggcectttttacggtte
ctggccttttgctggcecttttgctcacatgttctttcctgegttatceectgattctgtggataaccgtattaccgcectttgagtgagcetgatac
cgctcgecgeagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtE; 3409 bp

Based on vector pUC18m

Construction
Identical to pUC18m-crtE-crtB but without the crtB gene.

pUC18m-crtE sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcectctcecccgegegttggecgattcattaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgttgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAAT TCaggaggattacaaaatgacggtctgcgcaaaaaa
acacgttcatctcactcgcgatgctgcggagcagttactggctgatattgatcgacgccttgatcagttattgcccgtggagggagaac
gggatgttgtgggtgccgcegatgcgtgaaggtgegetggcaccgggaaaacgtattcgecccatgttgetgttgetgaccgeccgeg
atctgggttgcgctgtcagccatgacggattactggatttggectgtgcggtggaaatggtccacgeggcettcgetgatecttgacgata
tgccctgcatggacgatgcgaagcetgcggegeggacgecctaccattcattctcattacggagageatgtggceaatactggeggegg
ttgccttgctgagtaaagcectttggegtaattgecgatgcagatggectcacgecgetggcaaaaaatcgggeggtttctgaactgtca
aacgccatcggcatgcaaggattggttcagggtcagttcaaggatctgtctgaaggggataagccgegceagcegcetgaagctattttga
tgacgaatcactttaaaaccagcacgctgttttgtgcctccatgcagatggectcgattgttgcgaatgcectccagcgaagegegtgatt
gcctgceatcgtttttcacttgatcttggtcaggcatttcaactgctggacgatttgaccgatggceatgaccgacaccggtaaggatagea
atcaggacgccggtaaatcgacgctggtcaatctgttaggcccgagggceggttgaagaacgtctgagacaacatcttcagcettgeca
gtgagcatctctctgcggectgccaacacgggceacgccactcaacattttattcaggectggtttgacaaaaaactcgcetgecgtcagtt
aaTCTAGACTCGAGGGGCCCGGCGCC tgatgcggtattttctecttacgcatctgtgeggtatttcacaccgceatat
atggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgeatagttaagccagecccgacacccgcecaacacccgetgacgegecctgacg
ggcttgtctgctcccggeatccgcttacagacaagetgtgaccgtctccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccga
aacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcactttt
cggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgett
caataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcecttttttgcggcattttgecttectgtttttgctcac
ccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaag
atccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggegeggtattatccegtattgacgec
gggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatg
gcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggacc
gaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagetgaatgaagcecatacca
aacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcec
ggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggeccttccggetggetggtttattgetgat
aaatctggagccggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggecagatggtaageccteccgtatcgtagttatctaca
cgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcectcactgattaagcattggtaactgtcag
accaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaa
aatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaat
ctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtitgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactgg
cttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacata
cctegetctgctaatectgttaccagtggcetgcetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccgga
taaggcgcagcggtcgggcetgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagcgaacgacctacaccgaactgagataccta
cagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacagg
agagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagegtcgattttt
gtgatgctcgtcaggggggceggagcctatggaaaaacgccagcaacgceggcctttttacggttectggecttttgetggcecttttgete
acatgttctttcctgcgttatccectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgcetcgecgeagecgaacgac

cgagcgcagegagtcagtgagcgaggaageggaaga
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Plasmid name pUC18m-crtMgzea wssa; 3365 bp

Based on vector pUC18m

Construction

The gene encoding the F26A, W38A double mutant of CrtM is inserted between the Xbal
and Xhol sites of pUC18m. The codon mutations encoding the F26A and W38A amino
acid substitutions are shown in bold, underlined capital letters in the sequence below.

pUC18m-crtM F26A.W38A_S€guence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctccececgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaagecgggcagt
gagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggetegtatgttgtgtggaattgtgage
ggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCTCTAGAaggaggattacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaa
atattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgctGCAQacttgttaccagaagatcaaagaaaagcggttGCAgca
atttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaAtcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaa
atacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatcttttt
ataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtag
gtgaagtattgacgccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatat
taagagatgtcggtgaagattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaa
atggtgttaataatcattatattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagta
ttgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtt
tttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaAtaaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGGGGCCCGGCG
CCtgatgcggtattttctccttacgcatctgtgeggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagtta
agccagccccgacacccgcecaacacccgetgacgegecctgacgggcttgtetgetcceggceatcegettacagacaagcetgtgaccgtc
tccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatg
tcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttattttictaaatacattcaaatatgt
atccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattecctt
ttttgcggcattttgccttcctgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacat
cgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgcetatgtggeg
cggtattatcccgtattgacgccgggcaagagceaactcggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacag
aaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgacaa
cgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagcetgaatgaa
gccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctage
ttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgecgetcggceccttccggetggetggtttattgetgat
aaatctggagccggtgagegtgggtetcgeggtatcattgcagcactggggcecagatggtaageccteecgtatcgtagttatctacacgac
ggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagttt
actcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgt
gagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgettgcaaacaa
aaaaaccaccgctaccagceggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgceagatac
caaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctcgctctgctaatectgttaccag
tggctgctgccagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegceageggtcgggetgaacggg
gggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagcetatgagaaagcgecacgcttce
cgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcect
ggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtcgatttttgtgatgetcgtcaggggggeggagectatggaaaaacgcec
agcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgegttatccectgattctgtggataaccgtattace
gcctttgagtgagctgataccgcetcgecgeagecgaacgaccgagcgcagegagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-bstFPSygia; 3394 bp

Based on vector pUC18m

Construction

The farnesyl diphosphate synthase gene from Bacillus stearothermophilus (with a codon
mutation resulting in the amino acid substitution Y81A) is inserted in the Xbal and Xhol
sites of the vector. This ORF is named bstFPSygia for short. Just upstream of the ORF is
an optimized Shine-Dalgarno site (AGGAGG) followed by an 8-nucleotide spacer.

Plasmid map
~ Ndel
LacOP Xbal
ColEl ori
bstFPSYsm

pUC18m-bstFPS,,,,
3394 bp

Xhol
Apal

Scal Sspl

pUC18m-bstFPSys: Sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctetccecgegegttggecgattcattaatgcagetggeacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgettccggcetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCTCTAGAaggaggagtaagc
gatggcgcagctttcagttgaacagtttctcaacgagcaaaaacaggcggtggaaacagcgctctcccgttatatagagegctta
gaagggccggcgaagctgaaaaaggcgatggcegtactcattggaggccggceggcaaacgaatccgtecgttgetgcettetgt
ccaccgttcgggcegctcggcaaagacccggeggtceggattgeeccgtcgectgcgegattgaaatgatccatacggeatctttga
tccatgatgatttgccgagcatggacaacgatgatttgcggcgcggcaagcecgacgaaccataaagtgttcggcgaggcgatg
gccatcttggcgggggacgggttgttgacgtacgcgtttcaattgatcaccgaaatcgacgatgagcgcatcectecttccgtee
ggcttcggctcatcgaacggcetggcgaaagceggecggtccggaagggatggtcgecggtcaggcagecgatatggaagga
gaggggaaaacgctgacgctttcggagctcgaatacattcatcggcataaaaccgggaaaatgctgcaatacagegtgeacge
cggcgccttgatcggcggcegcetgatgcccggcaaacgcgggagcttgacgaattcgecgeccatctaggecttgectttcaaat
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tcgcgatgatattctcgatattgaaggggcagaagaaaaaatcggcaagecggtcggcagcgaccaaagcaacaacaaageg
acgtatccagcgttgctgtcgettgccggcgcgaaggaaaagttggegttccatatcgaggcggcegceagegccatttacggaa
cgctgacgttgacggcgccgcegctcgectatatttgcgaactggtcgecgeccgcegaccattaaCTCGAGGGGCCC
GGCGCCtgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgceatatatggtgcactctcagtacaatctgctctg
atgccgcatagttaagccagcecccgacacccgecaacacccgetgacgegecctgacgggcttgtctgetccecggeatceget
tacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaaggg
cctcgtgatacgcectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggeacttttcggggaaatgtgegeg
gaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaa
aaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcccttttttgcggceattttgecttectgtttttgctcacccagaaacg
ctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttg
agagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggegeggtattatcecgtattgacgeegg
gcaagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggat
ggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggag
gaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttgggaaccggagctgaatgaag
ccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactactta
ctctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegctcggeccttcecggetgg
ctggtttattgctgataaatctggagccggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggecagatggtaagecctec
cgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactg
attaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaa
gatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcegtcagaccccgtagaaaagatcaaagg
atcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtttgtttgccggate
aagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttag
gccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgetctgcetaatcctgttaccagtggctgcetgecagtggegataag
tcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggcetgaacggggggttcgtgeacaca
gcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagcetatgagaaagcgecacgcttcccgaaggg
agaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgect
ggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagegtcgatttttgtgatgetcgtcaggggggceggagectatgga
aaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggcecttttgctggccttttgctcacatgttetttcctgegttatceectgattetgt
ggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagegag
gaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-bstFPSygia-idi; 3957 bp

Based on vector pUC18m

Construction
Identical to pUC18m-bstFPSyg1a but with the addition of the idi gene encoding E. coli
isopentenyl diphosphate isomerase between Xhol and Apal sites.

Plasmid map
Ndel
LacOP '. Xbal
ColEl ori
bstFPS

Y81A

pUC18m-bStFPS, ,, -idi
3957 bp
Xhol
Amp idi

Scal [
| ~ Apal
Sspl

pUC18m-bstFPSys;a-idi sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctetccecgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCTCTAGAaggaggagtaagc
gatggcgcagctttcagttgaacagtttctcaacgagcaaaaacaggcggtggaaacagcgctctcccgttatatagagegctta
gaagggccggcgaagctgaaaaaggcgatggcegtactcattggaggccggceggcaaacgaatccgtecgttgetgcettetgt
ccaccgttcgggcegctcggcaaagacccggeggtcggattgeeccgtcgectgcgegattgaaatgatccatacggeatctttga
tccatgatgatttgccgagcatggacaacgatgatttgcggcgcggcaagccgacgaaccataaagtgttcggcgaggcgatg
gccatcttggcgggggacgggttgttgacgtacgcgtttcaattgatcaccgaaatcgacgatgagcegcatcectectteegtee
ggcttcggctcatcgaacggctggcgaaagcggecggtccggaagggatggtcgecggtcaggcagecgatatggaagga
gaggggaaaacgctgacgctttcggagctcgaatacattcatcggcataaaaccgggaaaatgctgcaatacagegtgecacge
cggcgccttgatcggcggcegcetgatgcccggcaaacgcgggagcttgacgaattcgecgeccatctaggecttgectttcaaat
tcgcgatgatattctcgatattgaaggggcagaagaaaaaatcggcaagecggtcggcagcgaccaaagcaacaacaaageg
acgtatccagcgttgctgtcgettgccggcgcgaaggaaaagttggegttccatatcgaggcggegcagegccatttacggaa
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cgctgacgttgacggcgccgcegctcgectatatttgcgaactggtcgecgeccgegaccattaaCTCGAGaggaggatta
caaaatgcaaacggaacacgtcattttattgaatgcacagggagttcccacgggtacgctggaaaagtatgccgcacacacgg

cagacacccgcttacatctcgcgttctccagttggetgtttaatgccaaaggacaattattagttacccgecgegcactgagcaaa
aaagcatggcctggcgtgtggactaactcggtttgtgggcacccacaactgggagaaagcaacgaagacgcagtgatcegec
gttgccgttatgagcttggegtggaaattacgectectgaatctatctatcctgactttcgetaccgegecaccgatcegagtggea
ttgtggaaaatgaagtgtgtccggtatttgccgcacgcaccactagtgegttacagatcaatgatgatgaagtgatggattatcaat
ggtgtgatttagcagatgtattacacggtattgatgccacgccgtgggcegttcagtccgtggatggtgatgcaggcgacaaatcg
cgaagccagaaaacgattatctgcatttacccagcttaaataaGGGCCCGGCGCCtgatgeggtattttctccttacgca
tctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgecgcatagttaagccagcecccgacacce

gccaacacccgctgacgcgcecctgacgggcttgtctgctcccggcatccgettacagacaagctgtgaccgtcetccgggagct
gcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtc

atgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattca

aatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtg
tcgeccttattcccttttttgcggcattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagt
tgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatg
atgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacacta
ttctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctg
ccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaa
catgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacga
tgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcettcccggcaacaattaatagactgg

atggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggeccttccggetggetggtttattgetgataaatctggagecggtg

agcgtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggcecagatggtaageccteccgtatcgtagttatctacacgacggggagtc
aggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagttta

ctcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatccc
ttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatct

gctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaact
ggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccge

ctacatacctcgctctgctaatccetgttaccagtggctgcetgccagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgat
agttaccggataaggcgcagcggtcgggcetgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagcgaacgacctacaccg
aactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaageg

gcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgectggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecac
ctctgacttgagcegtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggceggagcectatggaaaaacgccagcaacgeggcctttttacggtt
cctggcecttttgetggcecttttgctcacatgttetttcctgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcet
gataccgctcgecgeagecgaacgaccgagcgcagegagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-apFGS; 3456 bp

Based on vector pUC18m

Construction
The gene encoding farnesylgeranyl diphosphate (C,sPP) synthase from Aeropyrum pernix
is inserted between the Ndel and EcoRl sites of pUC18m.

Plasmid map
Ndel
LacOP ’
ColEl ori
apFGS
pUC18m-apFGS
3456 bp
EcoRl
Amp Xhol
Kasl

Scal
Sspl

pUC18m-apFGS sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATAT Gaggaggatactcgatgctcatagaccactatata
atggattttatgagcataactcctgacaggcttagcggggcatcgctacacctcattaaggccggcgggaagaggctcagacce
ctgataacactcttgacggcgaggatgctggggggtctagaggctgaggcccgtgcaatccctcttgcagceatctatagagacg
gcccacacgttttcgcttatacacgatgacatcatggatagggatgaggtgaggaggggcgtccccacaacccatgtagtctac
ggcgatgactgggctatactggctggcgacacgctgcacgcggeggccttcaagatgatagecgattctagggagtggggga
tgagccatgaacaggcctaccgggccttcaaagttctttctgaggctgcetatacagatatccaggggtcaggegtacgacatget
cttcgaggagacctgggatgttgatgtagccgactacctcaacatggtcaggcetcaagactggegctctcatagaggcggegg
cgcgcataggagccgtcgetgecgggggctggcagegagattgagaagatgatgggtgaggtgggtatgaacgcetggeateg
ccttccagataagggatgacatactgggcegttataggtgatccaaaggttactggcaagcctgtttacaacgacttgaggagggg
gaagaagacgctgctggtgatatacgctgtcaagaaggcgggtcggagggagatcgtcgaccttattgggceccaaggcegagt
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gaggatgatttgaagagggcggcatcgataatagtggactcgggtgccctcgactacgcggagtccagggctaggttctatgtt
gaaagggctagggacatactatccagggtgccggceagttgacgcggagtcgaaggagcttctcaaccttcttctagactatattg
tggagagggtgaagtagGAATTCTCTAGACTCGAGGGGCCCGGCGCC Ctgatgeggtattttctectt
acgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgceatagttaagccagecccga
cacccgccaacacccgctgacgegccctgacgggcettgtetgctcccggeatccgettacagacaagcetgtgaccgtetcegg
gagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcectcgtgatacgectatttttataggtta
atgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatac
attcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttc
cgtgtcgcccttattcccttttttgcggceattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgetgaagat
cagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttece
aatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatccecgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgeatac
actattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagt
gctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttge
acaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagcetgaatgaagccataccaaacgacgagegtgacacc
acgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcettcccggcaacaattaataga
ctggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgcetcggeccttccggetggetggtttattgetgataaatctggagee
ggtgagcgtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggccagatggtaagecctcccgtatcgtagttatctacacgacgggg
agtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaa
gtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaa
atcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegt
aatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaagg
taactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagca
ccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggcetgctgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaag
acgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggcetgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagcgaacgaccta
caccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgcecacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggt
aagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcectggtatctttatagtcetgtcgggtttc
gccacctctgacttgagcegtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggceggagcectatggaaaaacgccagcaacgeggccttttt
acggttcctggccttttgctggcecttttgctcacatgttctttcctgegttatceectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagt
gagctgataccgctcgcecgcagccgaacgaccgagegcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-apFGS-crtMezeawasa; 4335 bp

Based on vector pUC18m

Construction

Identical to pUC18m-apFGS but with the gene encoding the F26 A, W38A double mutant
of CrtM is inserted between the Xbal and Xhol sites. The codon mutations encoding the
F26A and W38A amino acid substitutions are shown in bold, underlined capital letters in
the sequence below.

pUC18m-apFGS-crtMe2sa wssa Sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctetccecgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATAT Gaggaggatactcgatgctcatagaccactatata
atggattttatgagcataactcctgacaggcttagcggggcatcgctacacctcattaaggccggcgggaagaggctcagacce
ctgataacactcttgacggcgaggatgctggggggtctagaggctgaggcccgtgcaatccctcttgcagcatctatagagacg
gcccacacgttttcgcttatacacgatgacatcatggatagggatgaggtgaggaggggcgtccccacaacccatgtagtctac
ggcgatgactgggctatactggctggcgacacgcetgcacgcggeggccttcaagatgatagecgattctagggagtggggga
tgagccatgaacaggcctaccgggccttcaaagttctttctgaggctgctatacagatatccaggggtcaggcegtacgacatget
cttcgaggagacctgggatgttgatgtagccgactacctcaacatggtcaggcetcaagactggegctctcatagaggcggegg
cgcgcataggagccgtcgetgecgggggctggcagegagattgagaagatgatgggtgaggtgggtatgaacgcetggeateg
ccttccagataagggatgacatactgggcgttataggtgatccaaaggttactggcaagcctgtttacaacgacttgaggagggg
gaagaagacgctgctggtgatatacgctgtcaagaaggcgggtcggagggagatcgtcgaccttattgggceccaaggcegagt
gaggatgatttgaagagggcggcatcgataatagtggactcgggtgccctcgactacgcggagtccagggctaggttctatgtt
gaaagggctagggacatactatccagggtgccggceagttgacgcggagtcgaaggagcttctcaaccttcttctagactatattg
tggagagggtgaagtagGAATTCTCTAGAaggaggattacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatattgtcat
aaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgctG CAgacttgttaccagaagatcaaagaaaagcggttGCAgcaa
tttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaAtcaaataaaagaagatatacaatctat
tgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatat
cgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatatt
gttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaa
gacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaagattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacga
ttaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatattgacttatgggaatattatgcagctatc
gcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacgtatat
atattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttg
tttcatgaaaAtaaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGGGGCCCGGCGCCtgatgcggtattttctccttac
gcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagecccgaca
cccgcecaacacccegcetgacgegecctgacgggcttgtctgetcccggeatcegettacagacaagctgtgaccgtctccggga
gctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaat
gtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacatt
caaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccg
tgtcgcccttattcecttttttgcggceattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgctgaagatca
gttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaa
tgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatccegtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgceatacac
tattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgct
gccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcettttttgcaca
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acatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagcetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacy
atgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggeaacaattaatagactg
gatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgcteggeccttccggetggcetggtttattgctgataaatctggagecggt
gagcgtgggtctegeggtatcattgcageactggggcecagatggtaageccteecgtategtagttatctacacgacggggagt
caggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgectcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagttt
actcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcc
cttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaate
tgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgccggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaac
tggcttcagcagagegcagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactctgtagcaccege
ctacatacctcgctctgctaatectgttaccagtggetgcetgccagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgat
agttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacageccagcettggagcgaacgacctacaccy
aactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcettcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageg
gcagggtcggaacaggagagegeacgagggagcettccagggggaaacgectggtatctttatagtectgtcgggtttcgecac
ctctgacttgagegtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggeggagectatggaaaaacgcecagcaacgeggcectttttacggtt
cctggcecttttgctggecttttgetcacatgttetttectgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcet
gataccgctcgecgeagecgaacgaccgagegceagegagteagtgagegaggaageggaaga
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Plasmid name pUC18m-hexPS; 4629 bp

Based on vector pUC18m

Construction

The operon from Micrococcus luteus strain B-P 26 encoding the two polypeptide
components of hexaprenyl diphosphate (C3oPP) synthase (hexPS) is inserted between the
EcoRI and Xbal sites of pUC18m.

pUC18m-hexPS sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCaggaggTAGATCAatgcgt
tatttacataaaattgaactagaattaaaccgacttacaagtcgatatccatttttcaaaaaaattgcatttgatgctgaaatcataaag
ctcgttgatgacctaaatgtcgatgaaaatgtaaaatgtgcgattgttgccattgacacgagtatgcgtatgcaggattttatcaatg
aagataataaagacagttttgtactatcaacggatgttttgagtgctttattttataagtatttatcacagccattttatcagcatgatttttt
agtactgacggattgtgtaagtcgtatcaatgaattaaaatcaataagagcaacgattacagacgaaattgctttgcataatattaat
aaacaaattcattatatgttcatacaaccttatatgaacaatgagaaagtggtgtcttatgagtaaacagttaaatggacaggaaaaa
agtgagcttgtacataatgtattccagaatgtatcgacaaagtatgaccgcctcaacgatatcataagttttaatcagcataaatcct
ggcgtaaatatacgatgaaacagatgaatgttaaaaaagggtcgaaagcacttgatgtatgctgcggtacaggcgactggacaa
ttcagatggcacaggctgtcggtaaaaatggtcatgttattggtcttgatttcagtgagaatatgttaagtgttgcacaaggaaaaac
gaatcatatacaaaatattgaattaattcatggtaatgcgatggaattaccatttgaagataatatatttgattatacaacgattggtttt
ggtttacgtaacttaccggattataaaaaaggattagaagaaatgtatcgtgtattaaaacctggcggceatgattgttgttttagaaa
cgagccatccaacaatgccagtatttaaacaaggttacaaattatatttcaaatacgttatgcccctgtttgggaaagtatttgctaag
tctatgaaggaatatagctggttacagcaaagtgcttttgaatttcctgataagtacacgttagcacttttaatggctgaaactggattt
acacacattaaatttaaaggttttactggtggcgtgagtgcgatgcatcttgcatacaagccgaaagaaaaatagaatggatgatt
gctttgagttataaagcgtttttaaacccatatatcattgaagttgaaaaaaggttatatgagtgtattcagagtgattctgaaacgata
aacaaggcggcacaccatattttaagttcaggaggaaagcgcgtacgtccgatgtttgtattattaagtggttttctgaatgatacac
aaaaggatgacttgattcgtacagcagtatctctggagctcgttcatatggcaagtctcgttcatgatgattacatcgataatagtga
tatgcgtcgtggtaatacttcggttcatatagcttttgataaagacacagcaattcgcacaggacattttttattagcacgtgcegttac
aaaatattgcaactatcaataattcgaaattccatcaaatttttagtaaaacgatacttgaagtttgttttggtgaatttgaccagatgg
cagatcgatttaattatcctgtatcctttactgcatatttaagacgtattaatcgtaaaacagcgatactgatagaagcaagctgtcatt
taggggctctcagctcacagcttgatgaacaatctacatatcatataaaacaatttgggceattgtattggaatgagttatcaaattatt
gatgatattctcgattacacgagtgacgaagcaacactcggtaaacctgtcggtagcgatataagaaacggtcatattacgtatcc
gcttatggccgctatcgctaatttgaaagagcaagatgacgataaacttgaagcagttgttaaacatttaacatcaacatcagatga
tgaagtgtatcaatatattgtttcgcaagttaaacaatatggaattgaacctgcagaattgctgagcagaaaatatggtgataaage
gaaatatcacttgagtcaattacaggatagtaatattaaagattatttagaagaaatccacgaaaaaatgttaaaacgtgtttattaaT
CTAGACTCGAGGGGCCCGGCGCC Ctgatgcggtattttctecttacgceatctgtgeggtatttcacaccgcatat
atggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagccccgacacccgecaacacccgetgacgcgecctg
acgggcttgtctgctceccggceatcegcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagetgceatgtgtcagaggttttcaccgtcat
caccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcag
gtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgcetcatgagacaataac
cctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcccttttttgcggceattttg
ccttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaac
tggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttetgctatgtgg
cgcggtattatccecgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcac
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cagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgcecataaccatgagtgataacactgegg
ccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgat
cgttgggaaccggagctgaatgaagecataccaaacgacgagcegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttge
gcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggceaacaattaatagactggatggaggceggataaagttgcaggace
acttctgcgctcggeccttecggetggetggtttattgetgataaatctggagceeggtgagegtgggtetegeggtateattgeag
cactggggccagatggtaageccteccgtategtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaataga
cagatcgctgagataggtgectcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaactt
catttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegt
cagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccge
taccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagcgcagataccaaat
actgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcectacatacctegcetctgctaatectgttac
cagtggctgcetgccagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegceageggteg
ggctgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagctat
gagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggeagggtcggaacaggagagegeac
gagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatg
ctcgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgeggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgctcaca
tgttctttcctgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgcetcgecgeagecgaacgac

cgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaageggaaga
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Plasmid name pUC18m-hexPS-crtM-crtN; 7044 bp

Based on vector pUC18m

Construction

Identical to plasmid pUC18m-crtM-crtN but with the additional operon from
Micrococcus luteus strain B-P 26 encoding the two polypeptide components of
hexaprenyl diphosphate (C3PP) synthase (hexPS) inserted between the EcoRI and Xbal
sites.

pUC18m-hexPS-crtM-crtN sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctceececgegegttggecgattcattaatgcagcetggcacgacaggtttcccgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCaggaggtagatcaatgcgttatttacataaaattgaa
ctagaattaaaccgacttacaagtcgatatccatttttcaaaaaaattgcatttgatgctgaaatcataaagctcgttgatgacctaaatgtc
gatgaaaatgtaaaatgtgcgattgttgccattgacacgagtatgcgtatgcaggattttatcaatgaagataataaagacagttttgtact
atcaacggatgttttgagtgctttattttataagtatttatcacagccattttatcagcatgattttttagtactgacggattgtgtaagtcgtatc
aatgaattaaaatcaataagagcaacgattacagacgaaattgctttgcataatattaataaacaaattcattatatgttcatacaaccttata
tgaacaatgagaaagtggtgtcttatgagtaaacagttaaatggacaggaaaaaagtgagcttgtacataatgtattccagaatgtatcg
acaaagtatgaccgcctcaacgatatcataagttttaatcagcataaatcctggcgtaaatatacgatgaaacagatgaatgttaaaaaa
gggtcgaaagcacttgatgtatgctgcggtacaggcgactggacaattcagatggcacaggcetgtcggtaaaaatggtcatgttattgg
tcttgatttcagtgagaatatgttaagtgttgcacaaggaaaaacgaatcatatacaaaatattgaattaattcatggtaatgcgatggaatt
accatttgaagataatatatttgattatacaacgattggttttggtttacgtaacttaccggattataaaaaaggattagaagaaatgtatcgt
gtattaaaacctggcggcatgattgttgttttagaaacgagccatccaacaatgccagtatttaaacaaggttacaaattatatttcaaatac
gttatgcccctgtttgggaaagtatttgctaagtctatgaaggaatatagctggttacagcaaagtgcttttgaatttcctgataagtacacg
ttagcacttttaatggctgaaactggatttacacacattaaatttaaaggttttactggtggcgtgagtgcgatgcatcttgcatacaagcecg
aaagaaaaatagaatggatgattgctttgagttataaagcgtttttaaacccatatatcattgaagttgaaaaaaggttatatgagtgtattc
agagtgattctgaaacgataaacaaggcggcacaccatattttaagttcaggaggaaagcgcegtacgtccgatgtttgtattattaagtg
gttttctgaatgatacacaaaaggatgacttgattcgtacagcagtatctctggagctcgttcatatggcaagtctcgttcatgatgattaca
tcgataatagtgatatgcgtcgtggtaatacttcggttcatatagcttttgataaagacacagcaattcgcacaggacattttttattagcac
gtgcgttacaaaatattgcaactatcaataattcgaaattccatcaaatttttagtaaaacgatacttgaagtttgttttggtgaatttgaccag
atggcagatcgatttaattatcctgtatcctttactgcatatttaagacgtattaatcgtaaaacagcgatactgatagaagcaagctgtcatt
taggggctctcagctcacagcttgatgaacaatctacatatcatataaaacaatttgggcattgtattggaatgagttatcaaattattgatg
atattctcgattacacgagtgacgaagcaacactcggtaaacctgtcggtagcgatataagaaacggtcatattacgtatccgcttatgg
ccgctatcgctaatttgaaagagcaagatgacgataaacttgaagcagttgttaaacatttaacatcaacatcagatgatgaagtgtatca
atatattgtttcgcaagttaaacaatatggaattgaacctgcagaattgctgagcagaaaatatggtgataaagcgaaatatcacttgagt
caattacaggatagtaatattaaagattatttagaagaaatccacgaaaaaatgttaaaacgtgtttattaaTCT AGAaggaggatta
caaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgcttttgacttgttacca
gaagatcaaagaaaagcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaAt
caaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcage
atgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgtttgaaacggac
gctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacata
cgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaagattttgacaatgaacggatatatttta
gtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatattgacttatgggaatattatg
cagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacg
tatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttg
tttcatgaaaAtaaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaatgaagattgcagtaattggtgcaggtgt
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cacaggattagcagcggcagcccgtattgcttctcaaggtcatgaagtgacgatatttgaaaaaaataataatgtaggcgggcgtatga
atcaattaaagaaagacggctttacatttgatatgggtcccacaattgtcatgatgccagatgtttataaagatgtttttacagcgtgtggta
aaaattatgaagattatattgaattgagacaattacgttatatttacgatgtgtattttgaccacgatgatcgtataacggtgcctacagattta
gctgaattacagcaaatgctagaaagtatagaacctggttcaacgcatggttttatgtcctttttaacggatgtttataaaaaatatgaaatt
gcacgtcgctatttcttagaaagaacgtatcgcaaaccgagtgacttttataatatgacgtcacttgtgcaaggtgctaagttaaaaacgtt
aaatcatgcagatcagctaattgaacattatattgataacgaaaagatacaaaagcttttagcgtttcaaacgttatacataggaattgatc
caaaacgaggcccgtcactatattcaattattcctatgattgaaatgatgtttggtgtgcattttattaaaggcggtatgtatggcatggcetc
aagggctagcgcaattaaataaagacttaggcgttaatattgaactaaatgctgaaattgagcaaattattattgatcctaaattcaaacgg
gccgatgcgataaaagtgaatggtgacataagaaaatttgataaaattttatgtacggctgatttccctagtgttgcggaatcattaatgec
agattttgcacctattaaaaagtatccaccacataaaattgcagacttagattactcttgttcagcatttttaatgtatatcggtatagatattg
atgtgacagatcaagtgagacttcataatgttattttttcagatgactttagaggcaatattgaagaaatatttgagggacgtttatcatatga
tccttctatttatgtgtatgtaccagcggtcgcetgataaatcacttgcgccagaaggcaaaactggtatttatgtgctaatgccgacgeeg
gaacttaaaacaggtagcggaatcgattggtcagatgaagctttgacgcaacaaataaaggaaattatttatcgtaaattagcaacgatt
gaagtatttgaagatataaaatcgcatattgtttcagaaacaatctttacgccaaatgattttgagcaaacgtatcatgcgaaatttggttcg
gcattcggtttaatgccaactttagcgcaaagtaattattatcgtccacaaaatgtatcgcgagattataaagatttatattttgcaggtgea
agtacgcatccaggtgcaggcgttcctattgtcttaacgagtgcgaaaataactgtagatgaaatgattaaagatattgagcggggegt
ataagggagtagtctaaGGGCCCGGCGCCtgatgcggtattttctecttacgcatctgtgeggtatttcacaccgcatatatgg
tgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagecccgacacccgecaacaccegcetgacgegecctgacgggctt
gtctgctceceggcatccgcttacagacaagetgtgaccgtetccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacge
gcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggceacttttcgggg
aaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataa
tattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgcggeattttgecttectgtttttgctcacccaga
aacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatectt
gagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttctgctatgtggcgceggtattatccegtattgacgecggge
aagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatg
acagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaagg
agctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgac
gagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaac
aattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggeccttccggetggetggtttattgctgataaatcetg
gagccggtgagcegtgggtetegeggtatcattgcagcactggggcecagatggtaageccteecegtatcgtagttatctacacgacgg
ggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagt
ttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatccctt
aacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgcetget
tgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagceggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcea
gagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctce
tgctaatcctgttaccagtggcetgctgccagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggeg
cagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacageccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtg
agctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagege
acgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagegtcgatttttgtgatgct
cgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgctggecttttgctcacatgttct
ttcctgegttatccectgattctgtggataaccgtattaccgcectttgagtgagctgataccgctcgecgcagccgaacgaccgagege

agcgagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-hexPS-crtB-crtl; 7027 bp

Based on vector pUC18m

Construction

Identical to plasmid pUC18m-crtE-crtB-crtl but with the operon from Micrococcus
luteus strain B-P 26 encoding the two polypeptide components of hexaprenyl diphosphate
(C30PP) synthase (hexPS) in place of crtE between the EcoRI and Xbal sites.

pUC18m-hexPS-crtB-crtl sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctceeecgegegttggecgattcattaatgcagcetggcacgacaggtttcccgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAAT TCaggaggtagatcaatgcgttatttacataaaattgaa
ctagaattaaaccgacttacaagtcgatatccatttttcaaaaaaattgcatttgatgctgaaatcataaagctcgttgatgacctaaatgtc
gatgaaaatgtaaaatgtgcgattgttgccattgacacgagtatgcgtatgcaggattttatcaatgaagataataaagacagttttgtact
atcaacggatgttttgagtgctttattttataagtatttatcacagccattttatcagcatgattttttagtactgacggattgtgtaagtcgtatc
aatgaattaaaatcaataagagcaacgattacagacgaaattgctttgcataatattaataaacaaattcattatatgttcatacaaccttata
tgaacaatgagaaagtggtgtcttatgagtaaacagttaaatggacaggaaaaaagtgagcttgtacataatgtattccagaatgtatcg
acaaagtatgaccgcctcaacgatatcataagttttaatcagcataaatcctggcgtaaatatacgatgaaacagatgaatgttaaaaaa
gggtcgaaagcacttgatgtatgctgcggtacaggcgactggacaattcagatggcacaggctgtcggtaaaaatggtcatgttattgg
tcttgatttcagtgagaatatgttaagtgttgcacaaggaaaaacgaatcatatacaaaatattgaattaattcatggtaatgcgatggaatt
accatttgaagataatatatttgattatacaacgattggttttggtttacgtaacttaccggattataaaaaaggattagaagaaatgtatcgt
gtattaaaacctggcggcatgattgttgttttagaaacgagccatccaacaatgccagtatttaaacaaggttacaaattatatttcaaatac
gttatgcccctgtttgggaaagtatttgctaagtctatgaaggaatatagctggttacagcaaagtgcttttgaatttcctgataagtacacg
ttagcacttttaatggctgaaactggatttacacacattaaatttaaaggttttactggtggcgtgagtgcgatgcatcttgcatacaagcecg
aaagaaaaatagaatggatgattgctttgagttataaagcgtttttaaacccatatatcattgaagttgaaaaaaggttatatgagtgtattc
agagtgattctgaaacgataaacaaggcggcacaccatattttaagttcaggaggaaagcgcgtacgtccgatgtttgtattattaagtg
gttttctgaatgatacacaaaaggatgacttgattcgtacagcagtatctctggagctcgttcatatggcaagtctcgttcatgatgattaca
tcgataatagtgatatgcgtcgtggtaatacttcggttcatatagcttttgataaagacacagcaattcgcacaggacattttttattagcac
gtgcgttacaaaatattgcaactatcaataattcgaaattccatcaaatttttagtaaaacgatacttgaagtttgttttggtgaatttgaccag
atggcagatcgatttaattatcctgtatcctttactgcatatttaagacgtattaatcgtaaaacagcgatactgatagaagcaagctgtcatt
taggggctctcagctcacagcttgatgaacaatctacatatcatataaaacaatttgggcattgtattggaatgagttatcaaattattgatg
atattctcgattacacgagtgacgaagcaacactcggtaaacctgtcggtagcgatataagaaacggtcatattacgtatccgcttatgg
ccgctatcgctaatttgaaagagcaagatgacgataaacttgaagcagttgttaaacatttaacatcaacatcagatgatgaagtgtatca
atatattgtttcgcaagttaaacaatatggaattgaacctgcagaattgctgagcagaaaatatggtgataaagcgaaatatcacttgagt
caattacaggatagtaatattaaagattatttagaagaaatccacgaaaaaatgttaaaacgtgtttattaaTCTAGAaggaggatta
caaaatggcagttggctcgaaaagttttgcgacagcctcaaagttatttgatgcaaaaacccggcegceagcegtactgatgetctacgect
ggtgccgccattgtgacgatgttattgacgatcagacgcetgggctttcaggcccggcagectgecttacaaacgeccgaacaacgtct
gatgcaacttgagatgaaaacgcgccaggcctatgcaggatcgcagatgcacgaaccggcegtttgcggcttttcaggaagtggctat
ggctcatgatatcgccccggcttacgcegtttgatcatctggaaggcttcgecatggatgtacgcgaagcgcaatacagccaactggat
gatacgctgcgctattgctatcacgttgcaggcgttgtcggcttgatgatggcgcaaatcatgggcegtgcgggataacgecacgctgg
accgcgcctgtgaccttgggctggcatttcagttgaccaatattgctcgegatattgtggacgatgcgcatgcgggecgcetgttatctge
cggcaagctggctggagcatgaaggtctgaacaaagagaattatgcggcacctgaaaaccgtcaggcgctgagecgtatcgeccegt
cgtttggtgcaggaagcagaaccttactatttgtctgccacagccggcectggeagggttgeccctgegttcegectgggcaatcgetac
ggcgaagcaggtttaccggaaaataggtgtcaaagttgaacaggccggtcagcaagcctgggatcagcggeagtcaacgaccacg
cccgaaaaattaacgctgetgctggecgectetggtcaggeccttacttcccggatgegggctcatcctcccecgecctgegceatetetg
gcagcgccecgetctagCTCGAGaggaggattacaaaatgaaaccaactacggtaattggtgcaggcttcggtggectggceact
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ggcaattcgtctacaagctgcggggatccccgtcttactgcttgaacaacgtgataaacccggeggtcgggcttatgtctacgaggatc
aggggtttacctttgatgcaggcccgacggttatcaccgatcccagtgccattgaagaactgtttgcactggcaggaaaacagttaaaa
gagtatgtcgaactgctgccggttacgcecgttttaccgectgtgttgggagtcagggaaggtctttaattacgataacgatcaaacccgg
ctcgaagcgcagattcagcagtttaatccccgcgatgtcgaaggttatcgtcagtttctggactattcacgcgeggtgtttaaagaagge
tatctaaagctcggtactgtcccttttttatcgttcagagacatgcttcgcgecgcacctcaactggcgaaactgcaggcatggagaage
gtttacagtaaggttgccagttacatcgaagatgaacatctgcgccaggcegttttctttccactcgetgttggtgggceggcaatecctteg
ccacctcatccatttatacgttgatacacgcgcetggagegtgagtggggegtetggtttccgegtggeggeaccggegceattagttcag
gggatgataaagctgtttcaggatctgggtggcgaagtcgtgttaaacgccagagtcagccatatggaaacgacaggaaacaagatt
gaagccgtgcatttagaggacggtcgcaggttcctgacgcaagecgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgegacctgtt
aagccagcaccctgccgeggttaagcagtccaacaaactgcagactaagcgcatgagtaactctctgtttgtgctctattttggtttgaat
caccatcatgatcagctcgcegcatcacacggtttgtttcggeccgegttaccgcgagcetgattgacgaaatttttaatcatgatggecteg
cagaggacttctcactttatctgcacgcgccctgtgtcacggattcgtcactggcgectgaaggttgcggceagttactatgtgttggege
cggtgccgcatttaggcaccgcgaacctcgactggacggttgaggggccaaaactacgcgaccgtatttttgegtaccttgagcage
attacatgcctggcttacggagtcagcetggtcacgcaccggatgtttacgecgtttgattttcgcgaccagcttaatgcctatcatggcetc
agccttttctgtggagcccgttcttacccagagegcectggtttcggecgcataaccgcgataaaaccattactaatctctacctggtcgg
cgcaggcacgcatcccggegcaggcattcctggegtcatcggetcggcaaaagcgacagcaggtttgatgctggaggatctgatttg
aGGGCCCGGCGCCtgatgcggtattttctecttacgcatctgtgeggtatttcacaccgceatatatggtgcactctcagtacaat
ctgctctgatgecgeatagttaagccagecccgacacccgecaacaccecgetgacgegecctgacgggcettgtetgetccecggceate
cgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaaggg
cctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaac
ccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgcetcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaaga
gtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgcggcattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagta
aaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgcceccga
agaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgceggtattatccegtattgacgccgggcaagagcaactcggteg
ccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatg
cagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttge
acaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcegtgacaccacg
atgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatg
gaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgcetcggececttccggetggetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtg
ggtctcgeggtatcattgcagcactggggccagatggtaageccteeccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactat
ggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttag
attgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttce
actgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaacc
accgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaa
atactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcectacatacctcgetctgctaatectgttacca
gtggctgctgccagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggcetga
acggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagcetatgagaaageg
ccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcettcca
gggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcaggggggcgg
agcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgctcacatgttctttcetgegttatceect
gattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgetcgeccgcagecgaacgaccgagcegcagegagtcagtgage
gaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-hexPS-crtB; 5534 bp

Based on vector pUC18m

Construction
Identical to plasmid pUC18m-hexPS-crtB-crtl but lacking crtl.

pUC18m-hexPS-crtB sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctetcececcgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCaggaggtagatcaatgcgttattta
cataaaattgaactagaattaaaccgacttacaagtcgatatccatttttcaaaaaaattgcatttgatgctgaaatcataaagctegtt
gatgacctaaatgtcgatgaaaatgtaaaatgtgcgattgttgccattgacacgagtatgcgtatgcaggattttatcaatgaagata
ataaagacagttttgtactatcaacggatgttttgagtgctttattttataagtatttatcacagccattttatcagcatgattttttagtact
gacggattgtgtaagtcgtatcaatgaattaaaatcaataagagcaacgattacagacgaaattgctttgcataatattaataaacaa
attcattatatgttcatacaaccttatatgaacaatgagaaagtggtgtcttatgagtaaacagttaaatggacaggaaaaaagtgag
cttgtacataatgtattccagaatgtatcgacaaagtatgaccgcctcaacgatatcataagttttaatcagcataaatcctggegta
aatatacgatgaaacagatgaatgttaaaaaagggtcgaaagcacttgatgtatgctgcggtacaggcgactggacaattcagat
ggcacaggctgtcggtaaaaatggtcatgttattggtcttgatttcagtgagaatatgttaagtgttgcacaaggaaaaacgaatca
tatacaaaatattgaattaattcatggtaatgcgatggaattaccatttgaagataatatatttgattatacaacgattggttttggtttac
gtaacttaccggattataaaaaaggattagaagaaatgtatcgtgtattaaaacctggcggcatgattgttgttttagaaacgagcc
atccaacaatgccagtatttaaacaaggttacaaattatatttcaaatacgttatgcccctgtttgggaaagtatttgctaagtctatga
aggaatatagctggttacagcaaagtgcttttgaatttcctgataagtacacgttagcacttttaatggctgaaactggatttacacac
attaaatttaaaggttttactggtggcgtgagtgcgatgcatcttgcatacaagccgaaagaaaaatagaatggatgattgctttga
gttataaagcgtttttaaacccatatatcattgaagttgaaaaaaggttatatgagtgtattcagagtgattctgaaacgataaacaag
gcggcacaccatattttaagttcaggaggaaagcegcegtacgtccgatgtttgtattattaagtggttttctgaatgatacacaaaag
gatgacttgattcgtacagcagtatctctggagctcgttcatatggcaagtctcgttcatgatgattacatcgataatagtgatatgeg
tcgtggtaatacttcggttcatatagcttttgataaagacacagcaattcgcacaggacattttttattagcacgtgcgttacaaaatat
tgcaactatcaataattcgaaattccatcaaatttttagtaaaacgatacttgaagtttgttttggtgaatttgaccagatggcagatcg
atttaattatcctgtatcctttactgcatatttaagacgtattaatcgtaaaacagcgatactgatagaagcaagctgtcatttaggggc
tctcagctcacagcttgatgaacaatctacatatcatataaaacaatttgggcattgtattggaatgagttatcaaattattgatgatatt
ctcgattacacgagtgacgaagcaacactcggtaaacctgtcggtagcgatataagaaacggtcatattacgtatccgcttatgg
ccgctatcgcetaatttgaaagagcaagatgacgataaacttgaagcagttgttaaacatttaacatcaacatcagatgatgaagtgt
atcaatatattgtttcgcaagttaaacaatatggaattgaacctgcagaattgctgagcagaaaatatggtgataaagcgaaatatc
acttgagtcaattacaggatagtaatattaaagattatttagaagaaatccacgaaaaaatgttaaaacgtgtttattaaTCTAG
Aaggaggattacaaaatggcagttggctcgaaaagttttgcgacagcectcaaagttatttgatgcaaaaacccggegcagegta
ctgatgctctacgcectggtgecgcecattgtgacgatgttattgacgatcagacgcetgggctttcaggcccggceagectgcecttaca
aacgcccgaacaacgtctgatgcaacttgagatgaaaacgcgccaggcctatgcaggatcgcagatgcacgaaccggegttt
gcggcttttcaggaagtggctatggctcatgatatcgccccggcttacgegtttgatcatctggaaggcttcgecatggatgtacg
cgaagcgcaatacagccaactggatgatacgctgegctattgctatcacgttgcaggcgttgtcggettgatgatggcgceaaatce
atgggcgtgcgggataacgccacgctggaccgegectgtgaccttgggetggceatttcagttgaccaatattgctcgegatattg
tggacgatgcgcatgcgggcecgctgttatctgccggcaagctggcetggagcatgaaggtctgaacaaagagaattatgcggcea
cctgaaaaccgtcaggcegctgagecgtatcgeccgtegtttggtgcaggaagcagaaccttactatttgtctgccacagecgge
ctggcagggttgcccctgegttccgectgggceaatcgetacggcgaagceaggtttaccggaaaataggtgtcaaagttgaaca
ggccggtcagcaagcectgggatcageggcagtcaacgaccacgceccgaaaaattaacgetgetgetggecgcectctggteag
gcccttacttcccggatgecgggctcatectcecccgecctgegcatctetggeagegeccgetctagCTCGAGGGGCC
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CGGCGCCtgatgcggtattttctccttacgcatctgtgeggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgcetc
tgatgccgcatagttaagccagcecccgacacccgecaacacccgcetgacgegecctgacgggcettgtetgetceccggeatecg
cttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaag
ggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgceg
cggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattga
aaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcccttttttgcggcattttgecttectgtttttgctcacccagaaa
cgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatcc
ttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgceggtattatcccgtattgacgec
gggcaagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacgg
atggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcgg
aggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttgggaaccggagctgaatga
agccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactac
ttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgetcggeccttceggcet
ggctggtttattgctgataaatctggagcecggtgagegtgggtcetcgeggtatcattgcagcactggggcecagatggtaagecct
cccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcectcac
tgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtg
aagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaag
gatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgcetgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgcecggat
caagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagtta
ggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcectacatacctcgcetctgctaatcetgttaccagtggcetgctgecagtggcegataa
gtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggetgaacggggggttecgtgeacac
agcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagg
gagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacge
ctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagegtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggceggagectatgg
aaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggcecttttgctggcecttttgctcacatgttctttcctgegttatcecctgattct
gtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgcetcgecgcagcecgaacgaccgagcgcagcegagtcagtgageg
aggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-hexPS-crtMgzq.; 5508 bp

Based on vector pUC18m

Construction

Identical to plasmid pUC18m-hexPS-crtB but with the gene crtMgzs. encoding the F26L
mutant of the Cg, carotenoid synthase CrtM from Staphylococcus aureus in place of crtB
between the Xbal and Xhol sites. The codon mutation encoding the F26L amino acid
substitution in crtMezg is shown in bold, underlined capital letters in the sequence below.

pUC18m-hexPS-crtMgos_Sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctctccecgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgettccggcetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAAT TCaggaggtagatcaatgcgttattta
cataaaattgaactagaattaaaccgacttacaagtcgatatccatttttcaaaaaaattgcatttgatgctgaaatcataaagctcgtt
gatgacctaaatgtcgatgaaaatgtaaaatgtgcgattgttgccattgacacgagtatgcgtatgcaggattttatcaatgaagata
ataaagacagttttgtactatcaacggatgttttgagtgctttattttataagtatttatcacagccattttatcagcatgattttttagtact
gacggattgtgtaagtcgtatcaatgaattaaaatcaataagagcaacgattacagacgaaattgctttgcataatattaataaacaa
attcattatatgttcatacaaccttatatgaacaatgagaaagtggtgtcttatgagtaaacagttaaatggacaggaaaaaagtgag
cttgtacataatgtattccagaatgtatcgacaaagtatgaccgcctcaacgatatcataagttttaatcagcataaatcctggegta
aatatacgatgaaacagatgaatgttaaaaaagggtcgaaagcacttgatgtatgctgcggtacaggcgactggacaattcagat
ggcacaggctgtcggtaaaaatggtcatgttattggtcttgatttcagtgagaatatgttaagtgttgcacaaggaaaaacgaatca
tatacaaaatattgaattaattcatggtaatgcgatggaattaccatttgaagataatatatttgattatacaacgattggttttggtttac
gtaacttaccggattataaaaaaggattagaagaaatgtatcgtgtattaaaacctggcggceatgattgttgttttagaaacgagec
atccaacaatgccagtatttaaacaaggttacaaattatatttcaaatacgttatgcccctgtttgggaaagtatttgctaagtctatga
aggaatatagctggttacagcaaagtgcttttgaatttcctgataagtacacgttagcacttttaatggctgaaactggatttacacac
attaaatttaaaggttttactggtggcgtgagtgcgatgcatcttgcatacaagccgaaagaaaaatagaatggatgattgctttga
gttataaagcgtttttaaacccatatatcattgaagttgaaaaaaggttatatgagtgtattcagagtgattctgaaacgataaacaag
gcggcacaccatattttaagttcaggaggaaagcgcegtacgtccgatgtttgtattattaagtggttttctgaatgatacacaaaag
gatgacttgattcgtacagcagtatctctggagctcgttcatatggcaagtctcgttcatgatgattacatcgataatagtgatatgeg
tcgtggtaatacttcggttcatatagcttttgataaagacacagcaattcgcacaggacattttttattagcacgtgcgttacaaaatat
tgcaactatcaataattcgaaattccatcaaatttttagtaaaacgatacttgaagtttgttttggtgaatttgaccagatggcagatcg
atttaattatcctgtatcctttactgcatatttaagacgtattaatcgtaaaacagcgatactgatagaagcaagctgtcatttaggggc
tctcagctcacagcttgatgaacaatctacatatcatataaaacaatttgggcattgtattggaatgagttatcaaattattgatgatatt
ctcgattacacgagtgacgaagcaacactcggtaaacctgtcggtagcgatataagaaacggtcatattacgtatccgcttatgg
ccgctatcgctaatttgaaagagcaagatgacgataaacttgaagcagttgttaaacatttaacatcaacatcagatgatgaagtgt
atcaatatattgtttcgcaagttaaacaatatggaattgaacctgcagaattgctgagcagaaaatatggtgataaagcgaaatatc
acttgagtcaattacaggatagtaatattaaagattatttagaagaaatccacgaaaaaatgttaaaacgtgtttattaaTCTAG
Aaggaggattacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacg
ctCTCgacttgttaccagaagatcaaagaaaagcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtt
tatggcgatattcaatttttaaatcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgat
cgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatataaa
gatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgcc
gattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagat
gtcggtgaagattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaa
atggtgttaataatcattatattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaag
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tatttagtattgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactata
cattacatgaacgtgtttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaatagtaaatatcatagaatatagCT

CGAGGGGCCCGGCGCCtgatgceggtattttctecttacgcatetgtgeggtatttcacaccgceatatatggtgcactc
tcagtacaatctgctctgatgccgceatagttaagccagcecccgacacccgccaacacccgcetgacgegecctgacgggcttgte
tgctcccggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgceatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacg
cgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttc
ggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgcetcatgagacaataaccctgataaatg
cttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggceattttgecttectgttttt
gctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaac
agcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattat

cccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacaga
aaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttc
tgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttgggaacc
ggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaa
ctggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetc

ggcccttcecggcetggetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggeca
gatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgag
ataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaa

aaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccecgta
gaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtg
gtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtecttcta

gtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcectacatacctcgetctgetaatcctgttaccagtggetget
gccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggetgaacggg
gggttcgtgcacacagcccagettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagctatgagaaagcegcec

acgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttc

cagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagegtcgatttttgtgatgctcgtcagggg

ggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttcttteetge
gttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgetcgecgcagcecgaacgaccgagcgeage

gagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUC18m-hexPS-crtMezsa wssa; 5508 bp

Based on vector pUC18m

Construction

Identical to plasmid pUC18m-hexPS-crtB but with the gene crtMgzsawssa €ncoding the
F26A, W38A mutant of the Cs carotenoid synthase CrtM from Staphylococcus aureus in
place of crtB between the Xbal and Xhol sites. The codon mutations encoding the F26A
and W38A amino acid substitutions in crtMgzea wasa are shown in bold, underlined capital
letters in the sequence below.

pUC18m-hexPS-crtMeosawssa_SEQUeENce
gcgcccaatacgcaaaccgcctetccececgegegttggecgattcattaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaCATATGGAATTCaggaggtagatcaatgcgttattta
cataaaattgaactagaattaaaccgacttacaagtcgatatccatttttcaaaaaaattgcatttgatgctgaaatcataaagctcgtt
gatgacctaaatgtcgatgaaaatgtaaaatgtgcgattgttgccattgacacgagtatgcgtatgcaggattttatcaatgaagata
ataaagacagttttgtactatcaacggatgttttgagtgctttattttataagtatttatcacagccattttatcagcatgattttttagtact
gacggattgtgtaagtcgtatcaatgaattaaaatcaataagagcaacgattacagacgaaattgctttgcataatattaataaacaa
attcattatatgttcatacaaccttatatgaacaatgagaaagtggtgtcttatgagtaaacagttaaatggacaggaaaaaagtgag
cttgtacataatgtattccagaatgtatcgacaaagtatgaccgcctcaacgatatcataagttttaatcagcataaatcctggegta
aatatacgatgaaacagatgaatgttaaaaaagggtcgaaagcacttgatgtatgctgcggtacaggcgactggacaattcagat
ggcacaggctgtcggtaaaaatggtcatgttattggtcttgatttcagtgagaatatgttaagtgttgcacaaggaaaaacgaatca
tatacaaaatattgaattaattcatggtaatgcgatggaattaccatttgaagataatatatttgattatacaacgattggttttggtttac
gtaacttaccggattataaaaaaggattagaagaaatgtatcgtgtattaaaacctggcggcatgattgttgttttagaaacgagcec
atccaacaatgccagtatttaaacaaggttacaaattatatttcaaatacgttatgcccctgtttgggaaagtatttgctaagtctatga
aggaatatagctggttacagcaaagtgcttttgaatttcctgataagtacacgttagcacttttaatggctgaaactggatttacacac
attaaatttaaaggttttactggtggcgtgagtgcgatgcatcttgcatacaagccgaaagaaaaatagaatggatgattgctttga
gttataaagcgtttttaaacccatatatcattgaagttgaaaaaaggttatatgagtgtattcagagtgattctgaaacgataaacaag
gcggcacaccatattttaagttcaggaggaaagcgcegtacgtccgatgtttgtattattaagtggttttctgaatgatacacaaaag
gatgacttgattcgtacagcagtatctctggagctcgttcatatggcaagtctcgttcatgatgattacatcgataatagtgatatgeg
tcgtggtaatacttcggttcatatagcttttgataaagacacagcaattcgcacaggacattttttattagcacgtgcgttacaaaatat
tgcaactatcaataattcgaaattccatcaaatttttagtaaaacgatacttgaagtttgttttggtgaatttgaccagatggcagatcg
atttaattatcctgtatcctttactgcatatttaagacgtattaatcgtaaaacagcgatactgatagaagcaagctgtcatttaggggce
tctcagctcacagcttgatgaacaatctacatatcatataaaacaatttgggcattgtattggaatgagttatcaaattattgatgatatt
ctcgattacacgagtgacgaagcaacactcggtaaacctgtcggtagcgatataagaaacggtcatattacgtatccgettatgg
ccgctatcgctaatttgaaagagcaagatgacgataaacttgaagcagttgttaaacatttaacatcaacatcagatgatgaagtgt
atcaatatattgtttcgcaagttaaacaatatggaattgaacctgcagaattgctgagcagaaaatatggtgataaagcgaaatatc
acttgagtcaattacaggatagtaatattaaagattatttagaagaaatccacgaaaaaatgttaaaacgtgtttattaaTCTAG
Aaggaggattacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacg
ctGCAGgacttgttaccagaagatcaaagaaaagcggttG CAgcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagat
gtttatggcgatattcaatttttaaAtcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagt
gatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcectttcaatctttttataatctcattgatactgtatata
aagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacg
ccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagag
atgtcggtgaagattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtacca
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aaatggtgttaataatcattatattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaa
agtatttagtattgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacgtatatatatigaaatactggacgaagtgagacaggctaacta
tacattacatgaacgtgtttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaAtaaatagtaaatatcatagaatatagC
TCGAGGGGCCCGGCGCCtgatgeggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgeact
ctcagtacaatctgctctgatgccgeatagttaagccagcecccgacacccgecaacacccgetgacgegecctgacgggcettgt
ctgctcecggcatccgcttacagacaagcetgtgaccgtcetccgggagetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaac
gcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggceacttt
tcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaa
tgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcccttttttgcggceattttgectteetgtt
tttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctca
acagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggegeggtatt
atcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcaca

gaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttac
ttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttggga

accggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaacta
ttaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgeg
ctcggceccttecggetggcetggtttattgctgataaatctggagcecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgcageactgggg

ccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcget
gagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatt
taaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagacccc

gtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgcetgcettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageg

gtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttticcgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtectt

ctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctcgetctgcetaatcctgttaccagtggcet
gctgccagtggcgataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggetgaac

ggggggttcgtgcacacagceccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagcetatgagaaage
gccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggage
ttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagcegtegatttttgtgatgetcgtcagg

ggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcetggecttttgetggcecttttgctcacatgttctttect
gcgttatccectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagctgataccgetcgecgcagecgaacgaccgagegea

gcgagtcagtgagcgaggaageggaaga
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Plasmid name pAC-crtMezsa wasa; 5356 bp

Based on vector pACmod

Construction

A fragment containing a lac promoter/operator followed by an optimized Shine-Dalgarno
sequence, 8 spacer nucleotides, and then crtMexawssa (encoding the F26A, W38A
variant of the Czp carotenoid synthase CrtM from S. aureus) was inserted in the Sall site
of pACmod (disrupting the tetracycline resistance gene on the plasmid backbone). The
resulting plasmid was sequenced to confirm the direction of the insertion, which is as
shown on the plasmid map. crtMgzeawssa is directly flanked by unique Xbal and Xhol
restriction sites. The codon mutations encoding the F26A and W38A amino acid
substitutions are shown in bold, underlined capital letters in the sequence below. Note
that the sequence shows the reverse strand of crtMg2ea wasa.

Plasmid map

Scal
‘ Cm

p15A
pAC-CdMF26A,W38A|
5356 bp
Clal
BamHlI
crtiM N
LacoP ® e K
Apal
Xbal Xhol

pAC-crtM F26A.W38A_Seguence

gaattccggatgagcattcatcaggcgggcaagaatgtgaataaaggccggataaaacttgtgcttatttttctttacggtctttaaaaaggecg
taatatccagctgaacggtctggttataggtacattgagcaactgactgaaatgcectcaaaatgttctttacgatgecattgggatatatcaacgg
tggtatatccagtgatttttttctccattttagettccttagetectgaaaatctcgataactcaaaaaatacgeecggtagtgatcttatttcattatgg
tgaaagttggaacctcttacgtgccgatcaacgtctcattttcgccaaaagttggeccagggcettcccggtatcaacagggacaccaggattta
tttattctgcgaagtgatcttccgtcacaggtatttattcggcgcaaagtgegtegggtgatgcetgecaacttactgatttagtgtatgatggtgttt
ttgaggtgctccagtggcttctgtttctatcagetgteectectgticagetactgacggggtggtgegtaacggcaaaagcaccgecggacat
cagcgctagcggagtgtatactggettactatgttggeactgatgagggtgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggcetgeac
cggtgcgtcagcagaatatgtgatacaggatatattccgcttectcgetcactgactegctacgcteggtegttcgactgeggegageggaaa
tggcttacgaacggggcggagatttcctggaagatgccaggaagatacttaacagggaagtgagagggecgeggcaaagecgtttttccat




262

aggctccgceccccctgacaagcatcacgaaatctgacgcetcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegttte
cccctggeggcetecctegtgegcetctectgttectgectttcggtttaccggtgtcattcegetgttatggecgegtttgtetcattccacgect
gacactcagttccgggtaggcagttcgctccaagcetggactgtatgcacgaaccccccgttcagtccgaccgetgcegecttatccggtaact
atcgtcttgagtccaacccggaaagacatgcaaaagcaccactggcagcagcecactggtaattgatttagaggagttagtcttgaagtcatge
gccggttaaggctaaactgaaaggacaagtttiggtgactgcgetcctccaagcecagttacctcggttcaaagagttggtagetcagagaacc
ttcgaaaaaccgccctgcaaggeggttttttcgttttcagagcaagagattacgcgcagaccaaaacgatctcaagaagatcatcttattaatca
gataaaatatttcaagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagccccatacgatataagttgtaattctcatgtttgacag
cttatcATCGATaagctttaatgcggtagtttatcacagttaaattgctaacgcagtcaggcaccgtgtatgaaatctaacaatgcgctcat
cgtcatcctcggceaccgtcaccctggatgcetgtaggcataggcttggttatgccggtactgccgggcectettgcgggatategtecattccga
cagcatcgccagtcactatggegtgcetgctagegctatatgegttgatgcaatttctatgecgceaccegttctcggagcactgtccgaccgctttg
gccgcecgeccagtectgctegettcgetacttggagecactatcgactacgcgatcatggegaccacaccegtectgtGGATCCtetac
gccggacgcatcgtggecggcatcaccggegcecacaggtgeggttgetggegcectatatcgecgacatcaccgatggggaagatcggge
tcgecacttcgggcetcatgagegcettgtttcggegtgggtatggtggcaggecececgtggecgggggactgttgggegecatetecttgeatg
caccattccttgcggeggeggtgctcaacggectcaacctactactgggetgettcctaatgcaggagtcgeataagggagagcGTCG
ACgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggecgccGGGCCCCTCGAG tatattctatgatatttactat
ttattttcatgaaacaactttgcctttttcctcttatccacaaaaacacgttcatgtaatgtatagttagcctgtctcacttcgtccagtatttcaatatat
atacgtgctgctaattctatgattggttgtgcttcaatactaaatactttgatttgatccataacatcttgaaaatctttttctgcgatagctgcataata
ttcccataagtcaatataatgattattaacaccattttggtacacttcagcaatatcaacttcatattgctttaatcgttgcttactaaaatatatccgtt
cattgtcaaaatcttcaccgacatctcttaatatattaatcaattgcaacgattcaccaagtcttcttgcgacatcgtatgtctgatgtgtttcatgatce
acttaaaatcggcgtcaatacttcacctactgtaccagcaacaccataacaatatccgaataattcagcgtccgtttcaaacattgtaaaatgttg
atctttatatacagtatcaatgagattataaaaagattgaaaggcgatatttttatgttgtgcaacatgctgaagcgccatcatgattctacgatcac
tttgaaagtgatgatgttcatatgggtatttttcaatagattgtatatcttcttttattigatttaaaaattgaatatcgccataaacatctatactgtcatc
aattttacgacacacagcataaattgcT GCaaccgcttttctttgatcttctggtaacaagtc T GCagcgtaagaaaagctttttgaatgtttc
ttcatgattttatgacaatatttaaaattcatattcatcattgtcattttgtaatcctcct TCTAGAGAATTCCATATGtgtttectgtgt
gaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagectggggtgcectaatgagtgagctaactcacat
taattgcgttgcgctcactgeccgcetttccagtcgggaaacctGTCGACcgatgeccttgagagcecttcaacccagtcagcetectteegg
tgggcgcggggcatgactatcgtcgecgeacttatgactgtcttetttatcatgcaactcgtaggacaggtgecggcagegcetctgggteattt
tcggcgaggaccgctttcgctggagegcegacgatgatcggectgtegcettgeggtattcggaatcttgcacgecctcgcetcaagecttegtea
ctggtcccgecaccaaacgtttcggcgagaagcaggccattatcgecggeatggeggecgacgegetgggcetacgtettgetggegtteg
cgacgcgaggctggatggccttceccattatgattcttctcgettccggeggceatcgggatgeccgegttgcaggecatgetgtccaggeag
gtagatgacgaccatcagggacagcttcaaggatcgctcgeggctcttaccagcectaacttcgatcactggaccgcetgatcgtcacggegat
ttatgccgectcggegagcacatggaacgggttggcatggattgtaggegecgcecctataccttgtctgectccecgegttgegtegeggtg
catggagccgggccacctcgacctgaatggaagccggeggcacctcgctaacggattcaccactccaagaattggagcecaatcaattcttg
cggagaactgtgaatgcgcaaaccaacccttggcagaacatatccatcgegtccgcecatctccagcagecgeacgeggegeatctcggge
agcgttgggtcctggccacgggtgegceatgategtgcteetgtcgttgaggacccggcetaggetggeggggttgecttactggttagcagaa
tgaatcaccgatacgcgagcgaacgtgaagcgactgctgctgcaaaacgtctgcgacctgagcaacaacatgaatggtcttcggtttccgtg
tttcgtaaagtctggaaacgcggaagtcecctacgtgctgetgaagttgcccgcaacagagagtggaaccaaccggtgataccacgatacta
tgactgagagtcaacgccatgagcggcctcatttcttattctgagttacaacagtccgcaccgetgtceggtagetecttccggtgggegegg
ggcatgactatcgtcgccgcacttatgactgtcttctttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggcagcgcccaacagtccececcggecac
ggggcctgecaccatacccacgccgaaacaagcgecctgcaccattatgttccggatctgeatcgecaggatgetgetggcetaccetgtgga
acacctacatctgtattaacgaagcgctaaccgtttttatcaggctctgggaggcagaataaatgatcatatcgtcaattattacctccacgggg
agagcctgagcaaactggcctcaggcatttgagaagcacacggtcacactgcttccggtagtcaataaaccggtaaaccagcaatagacat
aagcggctatttaacgaccctgccctgaaccgacgaccgggtcgaatttgetttcgaatttctgecattcatcecgcttattatcacttattcagge
gtagcaccaggcgtttaagggcaccaataactgccttaaaaaaattacgccccgecctgecactcatcgcAGTACT gttgtaattcatta
agcattctgccgacatggaagccatcacagacggcatgatgaacctgaatcgccagcggcatcagceaccttgtcgecttgegtataatatttg
cccatggtgaaaacgggggcgaagaagttgtccatattggccacgtttaaatcaaaactggtgaaactcacccagggattggctgagacga
aaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggccaggttttcaccgtaacacgccacatcttgcgaatatatgtgtagaaactgccggaa
atcgtcgtggtattcactccagagcgatgaaaacgtttcagtttgctcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccage
tcaccgtctttcattgccatacg
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Plasmid name pAC-crtMezsa wasa-crtl; 6849 bp

Based on vector pACmod

Construction

Derived from pAC-crtMgzeawasa but with the crtl gene (Cy4 carotenoid desaturase) from
Erwinia uredovora inserted after the mutant allele of crtM. crtl is flanked by unique Xhol
and Apal restriction sites, which were used to insert it into pAC-crtMgzeawssa With
known orientation (see plasmid map). Each gene is preceded by a Shine-Dalgarno
ribosomal binding sequence (AGGAGG) followed by 8 spacer nucleotides. The codon
mutations encoding the F26A and W38A amino acid substitutions in crtMgzsawssa are
shown in bold, underlined capital letters in the sequence below. Note that the sequence
shows the reverse strand of crtMgzsawssa and crtl.

Plasmid map

Scal c’

m

p15A

Clal

PAC-crtM F26A, waga=CI /

6849 bp

LacOP o
crtM Apal

F26A,W38A
Xbal ’
crtl

Xhol

PAC-crtMesa wasa-Crtl sequence

gaattccggatgagcattcatcaggcgggcaagaatgtgaataaaggccggataaaacttgtgcttatttttctttacggtctttaaa
aaggccgtaatatccagctgaacggtctggttataggtacattgagcaactgactgaaatgcctcaaaatgttctttacgatgecat
tgggatatatcaacggtggtatatccagtgatttttttctccattttagcttccttagctcctgaaaatctcgataactcaaaaaatacge
ccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacctcttacgtgccgatcaacgtctcattttcgccaaaagttggeccaggg
cttcccggtatcaacagggacaccaggatttatttattctgcgaagtgatcttccgtcacaggtatttattcggcgcaaagtgegteg
ggtgatgctgccaacttactgatttagtgtatgatggtgtttttgaggtgctccagtggcttctgtttctatcagcetgtecctectgttca
gctactgacggggtggtgcgtaacggcaaaagcaccgccggacatcagcgcetagcggagtgtatactggcettactatgttgge
actgatgagggtgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggctgcaccggtgcgtcagcagaatatgtgatacagg




264

atatattccgcttcctcgetcactgactcgetacgetcggtegttcgactgcggegageggaaatggettacgaacggggegga

gatttcctggaagatgccaggaagatacttaacagggaagtgagagggccgcggcaaagcecgtttttccataggetcegecece

cctgacaagcatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcegtttcccect
ggcggctccctcgtgegctetectgttectgectttcggtttaccggtgtcattcegetgttatggeegcegtttgtctcattccacgec
tgacactcagttccgggtaggcagttcgcetccaagetggactgtatgcacgaaccccccgttcagtccgaccgctgegecttate
cggtaactatcgtcttgagtccaacccggaaagacatgcaaaagcaccactggcagcagecactggtaattgatttagaggagtt
agtcttgaagtcatgcgccggttaaggctaaactgaaaggacaagttttggtgactgcgctcctccaagecagttaccteggttca
aagagttggtagctcagagaaccttcgaaaaaccgccctgcaaggceggttttttcgttttcagagcaagagattacgcgcagacc
aaaacgatctcaagaagatcatcttattaatcagataaaatatttcaagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagt
cagccccatacgatataagttgtaattctcatgtttgacagcttatcATCGATaagctttaatgcggtagtttatcacagttaaatt
gctaacgcagtcaggcaccgtgtatgaaatctaacaatgcgctcatcgtcatcctcggceaccgtcaccctggatgetgtaggeat

aggcttggttatgccggtactgcecgggectcttgecgggatatcgtccattccgacagcatcgecagtcactatggegtgctgeta

gcgctatatgcgttgatgcaatttctatgcgcaccegttctcggagceactgtccgaccgctttggecgecgeccagteetgetege
ttcgctacttggagccactatcgactacgcgatcatggcgaccacacccgtcetgtggatcctctacgecggacgcatcgtggec
ggcatcaccggcgccacaggtgcggttgctggegcectatatcgccgacatcaccgatggggaagatcgggctcgecacttcg

ggctcatgagcgcttgtttcggcgtgggtatggtggcaggecccgtggecgggggactgttgggegecatctecettgcatgcac
cattccttgcggceggeggtgctcaacggcectcaacctactactgggctgcttectaatgcaggagtcgcataagggagagcG T
CGACqgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggcgccGGGCCCtcaaatcagatcctccage
atcaaacctgctgtcgcttttgccgagccgatgacgccaggaatgcctgcgecgggatgegtgectgegecgaccaggtagag
attagtaatggttttatcgcggttatgcggcecgaaaccaggcgctctgggtaagaacgggctccacagaaaaggcetgagccatg
ataggcattaagctggtcgcgaaaatcaaacggcgtaaacatccggtgcegtgaccagetgactcecgtaagecaggcatgtaatg
ctgctcaaggtacgcaaaaatacggtcgcegtagttttggcccctcaaccgtccagtcgaggttcgecggtgectaaatgtggeacc
ggcgccaacacatagtaactgccgceaaccttcaggcgcecagtgacgaatccgtgacacagggcegcegtgcagataaagtgaga
agtcctctgcgaggccatcatgattaaaaatttcgtcaatcagctcgcggtaacgcgggecgaaacaaaccgtgtgatgcgega
gctgatcatgatggtgattcaaaccaaaatagagcacaaacagagagttactcatgcgcttagtctgcagtttgttggactgcttaa
ccgcggceagggtgctggcttaacaggtcgecgataggtatgaaccacatctgcatttgacgcgacggcttgcgtcaggaacctg

cgaccgtcctctaaatgcacggcttcaatcttgtttcctgtcgtttccatatggcetgactctggcegtttaacacgacttcgcecaccca

gatcctgaaacagctttatcatcccctgaactaatgcgecggtgccgecacgcggaaaccagacgecccactcacgctccage

gcgtgtatcaacgtataaatggatgaggtggcgaagggattgccgeccaccaacagcgagtggaaagaaaacgcctggegea
gatgttcatcttcgatgtaactggcaaccttactgtaaacgcttctccatgcctgcagtttcgccagttgaggtgcggegcegaagea
tgtctctgaacgataaaaaagggacagtaccgagctttagatagcecttctttaaacaccgcgegtgaatagtccagaaactgacg

ataaccttcgacatcgcggggattaaactgctgaatctgcgettcgagecgggtttgatcgttatcgtaattaaagaccttcectga

ctcccaacacaggcggtaaaacggcgtaaccggcagcagttcgacatactcttttaactgttttcctgccagtgcaaacagttcttc
aatggcactgggatcggtgataaccgtcgggcctgcatcaaaggtaaacccctgatcctcgtagacataagcccgaccgeegg
gtttatcacgttgttcaagcagtaagacggggatccccgceagcttgtagacgaattgccagtgccaggecaccgaagectgeac
caattaccgtagttggtttcattttgtaatcctcctCTCGAGctatattctatgatatttactatttattttcatgaaacaactttgecttt
ttcctcttatccacaaaaacacgttcatgtaatgtatagttagcectgtctcacttcgtccagtatttcaatatatatacgtgcetgctaattc
tatgattggttgtgcttcaatactaaatactttgatttgatccataacatcttgaaaatctttttctgcgatagctgcataatattcccataa
gtcaatataatgattattaacaccattttggtacacttcagcaatatcaacttcatattgctttaatcgttgcttactaaaatatatccgttc
attgtcaaaatcttcaccgacatctcttaatatattaatcaattgcaacgattcaccaagtcttcttgcgacatcgtatgtctgatgtgttt
catgatcacttaaaatcggcgtcaatacttcacctactgtaccagcaacaccataacaatatccgaataattcagcgtcegtttcaa

acattgtaaaatgttgatctttatatacagtatcaatgagattataaaaagattgaaaggcgatatttttatgttgtgcaacatgctgaa

gcgccatcatgattctacgatcactttgaaagtgatgatgttcatatgggtatttttcaatagattgtatatcttcttttatttgatttaaaaa
ttgaatatcgccataaacatctatactgtcatcaattttacgacacacagcataaattgc T GCaaccgcttttctttgatcttctggta
acaagtcT GCagcgtaagaaaagctttttgaatgtttcttcatgattttatgacaatatttaaaattcatattcatcattgtcattttgta
atcctcctTCT AGAgaattccatatgtgtttcctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagccggaag
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cataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgegttgegctcactgeecgctttccagtcgggaa
acctGTCGACcgatgcccttgagagecttcaacccagtcagctecttceggtgggegeggggcatgactategtegeege
acttatgactgtcttctttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggceagegcetetgggteattttcggegaggacegctttegetg
gagcgcgacgatgatcggectgtegettgeggtattcggaatcttgcacgcecctegetcaagecttegtcactggteecgecacc
aaacgtttcggcgagaagcaggccattatcgccggeatggcggecgacgegcetgggcetacgtettgetggegttcgegacge
gaggctggatggecttceccattatgattcttctegettccggeggceatcgggatgeccgegttgcaggecatgcetgtecaggcea
ggtagatgacgaccatcagggacagcttcaaggatcgetcgeggctcttaccagectaacttcgatcactggaccgctgategt
cacggcgatttatgccgectcggegageacatggaacgggttggeatggattgtaggegecgecctataccttgtctgecteee
cgcgttgegtegeggtgcatggageecgggecacctcgacctgaatggaagecggeggeacctcgetaacggattcaccactce
caagaattggagccaatcaattcttgcggagaactgtgaatgcgcaaaccaacccttggcagaacatatccatcgegtecgecat
ctccagcagccgcacgeggcegceatctcgggeagegttgggtectggecacgggtgegceatgategtgetectgtegttgagga
cceggcetaggetggeggggttgecttactggttagcagaatgaatcaccgatacgcgagegaacgtgaagegactgctgetge
aaaacgtctgcgacctgagcaacaacatgaatggtcttcggtttccgtgtttcgtaaagtctggaaacgcggaagtceecctacgtg
ctgctgaagttgcccgcaacagagagtggaaccaaccggtgataccacgatactatgactgagagtcaacgecatgagegge
ctcatttcttattctgagttacaacagtccgcaccgctgtecggtagetecttceggtgggegeggggcatgactategtegeege
acttatgactgtcttctttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggeagegeccaacagtcccccggecacggggectgecac
catacccacgccgaaacaagcgecctgeaccattatgttccggatctgeatcgcaggatgcetgetggcetacectgtggaacace
tacatctgtattaacgaagcgctaaccgtttttatcaggctctgggaggcagaataaatgatcatatcgtcaattattacctccacgg
ggagagcctgagcaaactggectcaggeatttgagaagcacacggtcacactgcttccggtagtcaataaaccggtaaaccag
caatagacataagcggctatttaacgaccctgecctgaaccgacgaccgggtegaatttgetttcgaatttctgecattcatcegct
tattatcacttattcaggcgtagcaccaggegtttaagggcaccaataactgccttaaaaaaattacgecccgecctgecactcate
gcAGTACTgttgtaattcattaagcattctgccgacatggaagcecatcacagacggcatgatgaacctgaatcgecagegg
catcagcaccttgtcgecttgegtataatatttgcccatggtgaaaacgggggcgaagaagttgtecatattggecacgtttaaate
aaaactggtgaaactcacccagggattggctgagacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggcecaggttttca
ccgtaacacgccacatcttgcgaatatatgtgtagaaactgccggaaategtegtggtattcactccagagegatgaaaacgttte
agtttgctcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccagctcaccgtctttcattgecatacg
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Plasmid name pUCmodIl-crtMegzg -bstFPSygia; 4240 bp

Based on vector pUCmodll

Construction

The gene encoding the F26L mutant of the Csp carotenoid synthase CrtM from
Staphylococcus aureus (crtMgg) is cloned between Xbal and Xhol sites. The gene
encoding the Y81A mutant of the farnesyl diphosphate synthase from Bacillus
stearothermophilus (bstFPSys1a) is cloned between EcoRI and Ncol sites. The genes are
part of a single operon under the control of a single lac promoter (no operator). Each
gene is preceded by a Shine-Dalgarno ribosomal binding sequence (AGGAGG) followed
by 8 spacer nucleotides. The codon mutation encoding the F26L. amino acid substitution
in crtMeze. is shown in bold, underlined capital letters in the sequence below.

Plasmid map
Xbal 189

ColEl ori

UCmedll-crtM_, ., -bstFPS \ {
p F26L Y&81A —"Xhol 1074
4240 bp [ -
Amp f; f’x
bstFPS

Y81A '

‘EcoRI 1080

\L““
\\ "-NCOl i

-
Notl 2000

pUCmodII-crtMgoe -bstFPSygi1a S€QUENCE
gcgcccaatacgcaaaccgcectctececgegegttggecgatteattaatgcagetggeacgacaggtttcecgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttceggcetegtatgttgtgtgga
attgtgagcg TCTAGAaggaggattacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaa
aaagcttttcttacgctCT Cgacttgttaccagaagatcaaagaaaagcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgaca
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gtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaAtcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttca
aagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgtatata
aagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacgcecg
attttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcgg
tgaagattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgtta
ataatcattatattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattga
agcacaaccaatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgt
ttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaAtaaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGGAATTCag
gaggagtaagcgatggcgcagctttcagttgaacagtttctcaacgagcaaaaacaggcggtggaaacagcegctcteecgttatatag
agcgcttagaagggccggcgaagctgaaaaaggcgatggegtactcattggaggccggceggcaaacgaatcegteegttgetgett
ctgtccaccgttcgggcegcetcggcaaagacccggeggtcggattgeccgtegectgegegattgaaatgatccatacggcatctttga
tccatgatgatttgccgagcatggacaacgatgatttgcggcgcggcaagecgacgaaccataaagtgttcggcgaggegatggec
atcttggcgggggacgggttgttgacgtacgegtttcaattgatcaccgaaatcgacgatgagcegcatccctecttcecgteecggctteg
gctcatcgaacggctggcgaaageggecggtccggaagggatggtegecggtcaggcagecgatatggaaggagaggggaaaa
cgctgacgctttcggagctcgaatacattcatcggcataaaaccgggaaaatgctgcaatacagegtgcacgecggegcecttgateg
gcggcgctgatgeccggcaaacgcgggagcttgacgagtttgecgeccatctaggecttgectttcaaattcgegatgatattctcgat
attgaaggggcagaagaaaaaatcggcaagccggtcggcagcgaccaaagcaacaacaaagcgacgtatccagegttgetgtege
ttgccggegegaaggaaaagttggegttccatatcgaggeggegeagegccatttacggaacgctgacgttgacggegecgegcete
gcctatatttgcgaactggtcgecgeccgcegaccattaaCCATGGGCGGCCGCtgeggtattttctecttacgcatetgtge
ggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgcecgcatagttaagccagecccgacacccgecaacacccge
tgacgcgccctgacgggcttgtetgctcccggeatecgcettacagacaagetgtgaccgtetccgggagcetgcatgtgtcagaggtttt
caccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagac
gtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttattttictaaatacattcaaatatgtatccgcetcatgagacaata
accctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcccttttttgcggcattttge
cttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggat
ctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgetatgtggegeggtatt
atcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaa
agcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgaca
acgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagcetga
atgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactac
ttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetcggeccttccggetgge
tggtttattgctgataaatctggagccggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggecagatggtaageccteecgtat
cgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcat
tggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgata
atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttt
tttctgcgcegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttc
cgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgta
gcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaaga
cgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagceccagcettggagcgaacgacctacaccg
aactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgcecacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaageggeag
ggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgactt
gagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggceggagectatggaaaaacgccagcaacgceggcctttttacggttcctggecttttg
ctggccttttgctcacatgttctttcctgcegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagctgataccgetegecg
cagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUCmodIl-crtMezsa wasa-bStFPSysia; 4240 bp

Based on vector pUCmodll

Construction

The gene encoding the F26A, W38A double mutant of the C3, carotenoid synthase CrtM
from Staphylococcus aureus (crtMezsawssa) IS cloned between Xbal and Xhol sites. The
gene encoding the Y81A mutant of the farnesyl diphosphate synthase from Bacillus
stearothermophilus (bstFPSys1a) is cloned between EcoRI and Ncol sites. The genes are
part of a single operon under the control of a single lac promoter (no operator). Each
gene is preceded by a Shine-Dalgarno ribosomal binding sequence (AGGAGG) followed
by 8 spacer nucleotides. The codon mutations encoding the F26A and W38A amino acid
substitutions in crtMgzsa wasa are shown in bold, underlined capital letters in the sequence
below.

Plasmid map

Xbal 189

LacP

ColEl an
crt Mr—'zm,waa.n Y

pUCf‘l"\Dd“-CﬂMFzﬁAJMM' Y81A

— Xhol 1074
4240 bp \

‘EcoRI 1080

“_ Ncol 1994
e
Notl 2000

pUCmodlI-crtMeoea wasa-bstFPSyg1a Sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcectctcceccgegegttggecgattcattaatgcagetggeacgacaggtttcccgactggaaageggg
cagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttceggcetegtatgttgtgtgga




269

attgtgagcg TCTAGAaggaggattacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaa
aaagcttttcttacgctGCAgacttgttaccagaagatcaaagaaaagcggttG CAgcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatg
acagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaAtcaaataaaagaagatatacaatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcact
ttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcctttcaatctttttataatctcattgatactgta
tataaagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtattgacg
ccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgt
cggtgaagattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggt
gttaataatcattatattgacttatgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtat
tgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacgtatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaac
gtgtttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaAtaaatagtaaatatcatagaatatagCTCGAGGAATT
Caggaggagtaagcgatggcgcagctttcagttgaacagtttctcaacgagcaaaaacaggcggtggaaacagcegctctcccgttat
atagagcgcttagaagggccggcgaagctgaaaaaggcgatggegtactcattggaggccggceggcaaacgaatccgteegttge
tgcttctgtccaccgttcgggegetcggcaaagacccggeggtceggattgeccgtegectgegegattgaaatgatccatacggcate
tttgatccatgatgatttgccgagcatggacaacgatgatttgcggcgcggcaagcecgacgaaccataaagtgttcggegaggcgatg
gccatcttggcgggggacgggttgttgacgtacgegtttcaattgatcaccgaaatcgacgatgagcegcatccctecttccgteecgget
tcggctcatcgaacggcetggcgaaageggcecggtccggaagggatggtcgecggtcaggeagecgatatggaaggagagggga
aaacgctgacgctttcggagctcgaatacattcatcggcataaaaccgggaaaatgctgcaatacagegtgcacgecggegecttgat
cggcggcegctgatgeccggeaaacgegggagcttgacgagtttgecgeccatctaggcecttgectttcaaattcgegatgatattcteg
atattgaaggggcagaagaaaaaatcggcaagccggtcggcagcgaccaaagcaacaacaaagcgacgtatccagegttgetgte
gcttgccggegegaaggaaaagttggegttccatatcgaggeggegcagegccatttacggaacgctgacgttgacggegecgeg
ctcgectatatttgcgaactggtcgecgeccgegaccattaaCCATGGGCGGCCGCCtgeggtattttctecttacgcatetgt
gcggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagtacaatctgcetctgatgccgeatagttaagccagcecccgacacccgcecaacacce
gctgacgcgccctgacgggcttgtetgctcccggeatecgcettacagacaagetgtgaccgtctccgggagcetgcatgtgtcagaggt
tttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttag
acgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttattttictaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaa
taaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcccttttttgcggcattttg
ccttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactgg
atctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgageacttttaaagttctgctatgtggegeggt
attatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacag
aaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctg
acaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttgggaaccggag
ctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaa
ctacttactctagcttcccggceaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegcetcggeccttecegge
tggctggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgcageactggggecagatggtaagecctece
gtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcectcactgattaa
gcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatccttttt
gataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatc
ctttttttctgcgegtaatctgetgcettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgccggatcaagagcetaccaactctt
tttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggecaccacttcaagaactct
gtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcetgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactca
agacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagceccagcttggagcgaacgacctaca
ccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgcecacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagegg
cagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetg
acttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgceggcctttttacggttcctggect
tttgctggccttttgctcacatgttctttcctgegttatccectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagctgataccgetege
cgcagccgaacgaccgagcgceagegagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUCmodIl-crtMegzg -Crtl-bstFPSygia; 5733 bp

Based on vector pUCmodll

Construction

The gene encoding the F26L mutant of the Csp carotenoid synthase CrtM from
Staphylococcus aureus (crtMgg) is cloned between Xbal and Xhol sites. The gene
encoding the C4o carotenoid desaturase Crtl from Erwinia uredovora (crtl) is cloned
between Xhol and EcoRI sites. The gene encoding the Y81A mutant of the farnesyl
diphosphate synthase from Bacillus stearothermophilus (bstFPSys;a) is cloned between
EcoRI and Ncol sites. The genes are part of a single operon under the control of a single
lac promoter (no operator). Each gene is preceded by a Shine-Dalgarno ribosomal
binding sequence (AGGAGG) followed by 8 spacer nucleotides. The codon mutation
encoding the F26L amino acid substitution in crtMgz is shown in bold, underlined
capital letters in the sequence below.

Plasmid map
Xbal 189

CoEmG o

| Xnol 1074

Amp
pUCmodll-crtM_,_ -crti-bstFPS

F26L YE1A | I|

5733 bp [ ]

crtl/ )

\ S DBEPS s /
[ T

Notl 3493 | EcoRI 2573
Neol 3487

pUCmodlI-crtMgoe -Crtl-bstEPSys14 S€qUence
gcgcccaatacgcaaaccgectetccecgegegttggecgattcattaatgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagegceaa
cgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtggaattgtgageg TCTAGAaggagg
attacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgctCTCgacttgttaccagaagatc
aaagaaaagcggtttgggcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaatcaaataaaagaagatatacaa
tctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcegcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgectttcaatctttt
tataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagtat
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tgacgccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtgaa
gattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatattgactta
tgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacgt
atatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataaa
tagtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaatgaaaccaactacggtaattggtgcaggcettcggtggectggeactggceaattegt
ctacaagctgcggggatceccegtcttactgcttgaacaacgtgataaacccggeggtcgggcttatgtctacgaggatcaggggtttacctttgatgcagge
ccgacggttatcaccgatcecagtgcecattgaagaactgtitgcactggcaggaaaacagttaaaagagtatgtcgaactgctgecggttacgecgttttace
gcctgtgttgggagtcagggaaggtctttaattacgataacgatcaaacccggetcgaagegcagattcageagtttaatccecgegatgtcgaaggttate
gtcagtttctggactattcacgcgceggtgtttaaagaaggctatctaaagcteggtactgteccttttttatcgttcagagacatgcttcgecgecgceacctcaact
ggcgaaactgcaggcatggagaagcgtttacagtaaggttgccagttacatcgaagatgaacatctgecgecaggegttttetttccactcegetgttggtggge
ggcaatcccttcgecacctcatccatttatacgttgatacacgegcetggagegtgagtggggegtetggtttccgegtggeggeaccggegceattagttcag
gggatgataaagctgtttcaggatctgggtggcegaagtegtgttaaacgccagagtcagecatatggaaacgacaggaaacaagattgaagcecgtgcattt
agaggacggtcgcaggttcctgacgcaagecgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgegacctgttaageccageaccctgeecgeggttaage
agtccaacaaactgcagactaagcgcatgagtaactctctgtttgtgctctattttggtttgaatcaccatcatgatcagcetcgegceatcacacggtttgtttcgg
cccgcegttaccgecgagetgattgacgaaatttttaatcatgatggectcgcagaggacttctcactttatctgcacgegcecctgtgtcacggattcgtcactgg
cgcctgaaggttgcggceagttactatgtgttggcgecggtgecgeatttaggcaccgegaacctcgactggacggttgaggggecaaaactacgegaccy
tatttttgcgtaccttgagcagcattacatgcctggcttacggagtcagctggtcacgcaccggatgtttacgecgtttgattttcgcgaccagcttaatgcectat
catggctcagccttttctgtggageccgttcttacccagagegectggtttcggecgceataaccgegataaaaccattactaatctctacctggtcggegeag
gcacgcatcccggegeaggcatteetggegteatcggetcggcaaaagegacageaggtttgatgetggaggatctgatttgaGAATTCaggagga
gtaagcgatggcgcagctttcagttgaacagtttctcaacgagcaaaaacaggcggtggaaacagegctcteecgttatatagagegcttagaagggecg
gcgaagctgaaaaaggcegatggegtactcattggaggecggeggeaaacgaateegtecgttgetgettetgtccacegttcgggegetcggcaaagac
ccggeggteggattgeccgtegectgegegattgaaatgatccatacggcatctttgatccatgatgatttgccgagceatggacaacgatgatttgeggege
ggcaagccgacgaaccataaagtgttcggecgaggegatggcecatcttggcgggggacgggttgttgacgtacgegtttcaattgatcaccgaaatcgacy
atgagcgcatccctectteegteeggcettcggcetcatcgaacggetggegaaageggecggtccggaagggatggtegecggtcaggeagecgatatgg
aaggagaggggaaaacgctgacgctttcggagcetcgaatacattcatcggcataaaaccgggaaaatgctgcaatacagegtgcacgecggegcecttga
tcggeggcegctgatgeccggcaaacgcgggagcettgacgagtttgeccgeccatctaggecttgectttcaaattcgegatgatattctcgatattgaagggg
cagaagaaaaaatcggcaagccggtcggcagcgaccaaagcaacaacaaagegacgtatccagegttgetgtegettgecggegegaaggaaaagttg
gcgttccatatcgaggeggegeagegcecatttacggaacgetgacgttgacggegeegegctegcectatatttgecgaactggtecgecgeeccgegaccatt
aaCCATGGGCGGCCGCtgcggtattttctccttacgcatctgtgeggtatttcacaccgceatatggtgcactctcagtacaatctgcetctgatgecg
catagttaagccagccccgacacccgecaacacccgetgacgegecctgacgggcettgtetgeteceggeateegettacagacaagetgtgaccegtete
cgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcectcgtgatacgcectatttttataggttaatgtcatgataata
atggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttattttictaaatacattcaaatatgtatccgetcatgagacaataa
ccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttatteecttttttgcggcattttgecttectgtttttgetea
cccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttt
tcgecccgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttctgetatgtggegeggtattatceegtattgacgccgggceaagagcaacteggtegeege
atacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgcetgccataaccat
gagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactegecttga
tcgttgggaaccggagctgaatgaagecataccaaacgacgagcegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactgge
gaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetcggeccttceggetggetggttta
ttgctgataaatctggagcecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgcageactggggecagatggtaageccteeccgtatcgtagttatctacacgacgg
ggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactt
tagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtgagttttcgttccactgagegte
agaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgcettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgttt
gccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagegcagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggecaccac
ttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctegetctgctaatectgttaccagtggcetgcetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaag
acgatagttaccggataaggcgcageggtcgggcetgaacggggggttegtgcacacageccagcettggagegaacgacctacaccgaactgagatace
tacagcgtgagctatgagaaagcgecacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggeagggtcggaacaggagagegeacga
gggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcaggggggeggag
cctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttctttcctgegttatccectgattetgtggataacc
gtattaccgcctttgagtgagctgataccgcetcgecgcagecgaacgaccgagegceagegagtcagtgagcgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUCmodll-crtMezea wasa-Crtl-bstFPSygia; 5733 bp

Based on vector pUCmodll

Construction

The gene encoding the F26A, W38A double mutant of the C3, carotenoid synthase CrtM
from Staphylococcus aureus (crtMezsawssa) IS cloned between Xbal and Xhol sites. The
gene encoding the Cyo carotenoid desaturase Crtl from Erwinia uredovora (crtl) is cloned
between Xhol and EcoRI sites. The gene encoding the Y81A mutant of the farnesyl
diphosphate synthase from Bacillus stearothermophilus (bstFPSys;a) is cloned between
EcoRI and Ncol sites. The genes are part of a single operon under the control of a single
lac promoter (no operator). Each gene is preceded by a Shine-Dalgarno ribosomal
binding sequence (AGGAGG) followed by 8 spacer nucleotides. The codon mutations
encoding the F26A and W38A amino acid substitutions in crtMgzeawssa are shown in
bold, underlined capital letters in the sequence below.

Plasmid map
Xbal 189

LacP ~
ColElori —°C e

CdMFEﬁA,WJEA
__Xhol 1074

\
Amp \ |
I
pUCmodll-crtM, ,,, s4-Crl-bStFPS, | I|
5733 bp I
/]

o

ertl/ /

\ L. DelFPS,.. /
[ el
Notl 3493 | EcoRI 2573

Ncol 3487

pUCmodlI-crtMg2sawssa-Crtl-bstFPSys;a SEQUENCE

gcgcccaatacgcaaaccgcectcteceegegegttggecgattcattaatgcagetggecacgacaggtttcccgactggaaagcgggeagtgagegceaa
cgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctegtatgttgtgtggaattgtgageg TCTAGAaggagg
attacaaaatgacaatgatgaatatgaattttaaatattgtcataaaatcatgaagaaacattcaaaaagcttttcttacgctG CAgacttgttaccagaagatc
aaagaaaagcggttGCAgcaatttatgctgtgtgtcgtaaaattgatgacagtatagatgtttatggcgatattcaatttttaaatcaaataaaagaagatatac
aatctattgaaaaatacccatatgaacatcatcactttcaaagtgatcgtagaatcatgatggcgcttcagcatgttgcacaacataaaaatatcgcectttcaatct
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ttttataatctcattgatactgtatataaagatcaacattttacaatgtttgaaacggacgctgaattattcggatattgttatggtgttgctggtacagtaggtgaagt
attgacgccgattttaagtgatcatgaaacacatcagacatacgatgtcgcaagaagacttggtgaatcgttgcaattgattaatatattaagagatgtcggtga
agattttgacaatgaacggatatattttagtaagcaacgattaaagcaatatgaagttgatattgctgaagtgtaccaaaatggtgttaataatcattatattgactt
atgggaatattatgcagctatcgcagaaaaagattttcaagatgttatggatcaaatcaaagtatttagtattgaagcacaaccaatcatagaattagcagcacg
tatatatattgaaatactggacgaagtgagacaggctaactatacattacatgaacgtgtttttgtggataagaggaaaaaggcaaagttgtttcatgaaaataa
atagtaaatatcatagaatatagCTCGAGaggaggattacaaaatgaaaccaactacggtaattggtgcaggcttcggtggectggeactggcaattcg
tctacaagctgcggggatceccgtcttactgcettgaacaacgtgataaacccggeggtcgggcttatgtctacgaggatcaggggtttacctttgatgcagge
ccgacggttatcaccgatcecagtgcecattgaagaactgtitgcactggcaggaaaacagttaaaagagtatgtcgaactgctgecggttacgecgttttace
gcctgtgttgggagtcagggaaggtctttaattacgataacgatcaaacccggctcgaagegceagattcageagtttaatccccgegatgtcgaaggttate
gtcagtttctggactattcacgcgceggtgtttaaagaaggctatctaaagcteggtactgteccttttttatcgttcagagacatgcttcgecgecgceacctcaact
ggcgaaactgcaggcatggagaagcgtttacagtaaggttgccagttacatcgaagatgaacatctgegecaggcegttttetttccactegetgttggtggge
ggcaatcccttcgecacctcatccatttatacgttgatacacgegcetggagegtgagtggggegtetggtttccgegtggeggeaccggegceattagttcag
gggatgataaagctgtttcaggatctgggtggegaagtegtgttaaacgccagagtcagecatatggaaacgacaggaaacaagattgaagcecgtgcattt
agaggacggtcgcaggttcctgacgcaagecgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgegacctgttaageccageaccctgeecgeggttaage
agtccaacaaactgcagactaagcgcatgagtaactctctgtttgtgctctattttggtttgaatcaccatcatgatcagcetcgegceatcacacggtttgtttcgg
ccecgcegttaccgegagetgattgacgaaatttttaatcatgatggectcgcagaggacttctcactttatctgcacgegcecctgtgtcacggattcgtcactgg
cgcctgaaggttgcggceagttactatgtgttggcgecggtgecgeatttaggcaccgegaacctcgactggacggttgaggggecaaaactacgegaccy
tatttttgcgtaccttgagcagcattacatgcectggcttacggagtcagctggtcacgcaccggatgtttacgecgtttgattttcgcgaccagcttaatgectat
catggctcagcecttttctgtggageccgttcttacccagagegectggtttcggecgceataaccgcgataaaaccattactaatctctacctggtcggegeag
gcacgcatcccggegeaggcatteectggegteatcggetcggcaaaagegacageaggtttgatgetggaggatetgatttgaGAATTCaggagga
gtaagcgatggcgcagctttcagttgaacagtttctcaacgagcaaaaacaggcggtggaaacagegctcteccgttatatagagegcttagaagggecg
gcgaagctgaaaaaggcegatggegtactcattggaggecggeggcaaacgaateegtecgttgetgettetgtccacegttcgggegetcggcaaagac
ccggeggteggattgecegtegectgegegattgaaatgatccatacggcatctttgatccatgatgatttgccgagcatggacaacgatgatttgeggege
ggcaagccgacgaaccataaagtgttcggcgaggegatggcecatcttggegggggacgggttgttgacgtacgegtttcaattgatcaccgaaatcgacy
atgagcgcatccctccttcegteeggcettcggctcatcgaacggetggegaaageggecggtccggaagggatggtegecggtcaggeagecgatatgg
aaggagaggggaaaacgctgacgctttcggagcetcgaatacattcatcggcataaaaccgggaaaatgctgcaatacagegtgcacgecggegcecttga
tcggeggcegctgatgeccggeaaacgcgggagcettgacgagtttgecgeccatctaggecttgectttcaaattcgegatgatattctcgatattgaagggg
cagaagaaaaaatcggcaagccggtcggcagcgaccaaagcaacaacaaagegacgtatccagegttgetgtegettgeeggegegaaggaaaagttg
gcgttccatatcgaggeggegcagegcecatttacggaacgetgacgttgacggegeegegctegcectatatttgecgaactggtecgecgeeccgegaccatt
aaCCATGGGCGGCCGCtgcggtattttctccttacgcatctgtgeggtatttcacaccgceatatggtgcactctcagtacaatctgcetctgatgecg
catagttaagccagccccgacacccgecaacacccgetgacgegecctgacgggcttgtetgeteceggeatcegettacagacaagetgtgaccegtete
cgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcectcgtgatacgcectatttttataggttaatgtcatgataata
atggtttcttagacgtcaggtggeacttttcggggaaatgtgcgcggaaccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataa
ccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttatteecttttttgcggceattttgecttectgtttttgetea
cccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttt
tcgecccgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttctgetatgtggegeggtattatceegtattgacgccgggceaagagcaacteggtegeege
atacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgcetgccataaccat
gagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactegecttga
tcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactgge
gaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegeteggeccttceggetggetggttta
ttgctgataaatctggagcecggtgagegtgggtetegeggtatcattgcagcactggggecagatggtaageccteecegtatcgtagttatctacacgacgg
ggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactt
tagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegte
agaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgcettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgttt
gccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcettcagcagagegcagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggecaccac
ttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctegetctgctaatectgttaccagtggcetgcetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaag
acgatagttaccggataaggcgcagceggtcgggcetgaacggggggttcgtgcacacageccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatace
tacagcgtgagctatgagaaagcgcecacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggeagggtcggaacaggagagegeacga
gggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcaggggggeggag
cctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttctttcctgegttatccectgattetgtggataacc
gtattaccgcctttgagtgagcetgataccgcetcgecgcagecgaacgaccgagegcagegagtcagtgagecgaggaagcggaaga
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Plasmid name pUCmodll-crtl; 3949 bp

Based on vector pUCmodll

Construction

The gene encoding the Cyo carotenoid desaturase Crtl from Erwinia uredovora (crtl) is
cloned between the EcoRI and Ncol restriction sites of pUCmodlIl. The gene is preceded
by a Shine-Dalgarno ribosomal binding sequence (AGGAGG) followed by 8 spacer
nucleotides.

Plasmid map

Xbal 189
__/Smal 198
/s ___EcoRI 204

ColEl ori

pUCmodll-crt/
3949 bp

“Neol 1703

Notl 1709

pUCmodll-crtl sequence
gcgcccaatacgcaaaccgcctetcccecgegegttggecgattcattaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaag
cgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcg TCTAGAgcgCCCGGGGAATTCaggaggattacaaaatgaaaccaactacggtaatt
ggtgcaggcttcggtggectggeactggcaattcgtctacaagetgcggggatceccgtcttactgettgaacaacgtgataaac
ccggceggtecgggcttatgtctacgaggatcaggggtttacctttgatgcaggeccgacggttatcaccgatcccagtgecattga
agaactgtttgcactggcaggaaaacagttaaaagagtatgtcgaactgctgccggttacgccgttttaccgectgtgttgggagt
cagggaaggtctttaattacgataacgatcaaacccggctcgaagcgcagattcagcagtttaatccccgegatgtcgaaggtta
tcgtcagtttctggactattcacgcgeggtgtttaaagaaggctatctaaagcetcggtactgteccttttttatcgttcagagacatget
tcgcgecgcacctcaactggcgaaactgcaggcatggagaagcegtttacagtaaggttgecagttacatcgaagatgaacatct
gcgccaggcgttttctttccactcgetgttggtgggeggcaatcecttcgecacctcatccatttatacgttgatacacgegetgga
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gcgtgagtggggcgtetggtttccgegtggeggeaccggegcattagttcaggggatgataaagetgtttcaggatctgggtgg
cgaagtcgtgttaaacgccagagtcagecatatggaaacgacaggaaacaagattgaagecgtgceatttagaggacggtcgea

ggttcctgacgcaagccgtcgegtcaaatgcagatgtggttcatacctatcgecgacctgttaagccagcaccctgecgeggttaa
gcagtccaacaaactgcagactaagcgcatgagtaactctctgtttgtgctctattttggtttgaatcaccatcatgatcagctcgeg
catcacacggtttgtttcggcccgegttaccgcgagctgattgacgaaatttttaatcatgatggectcgcagaggacttctcacttt
atctgcacgcgccctgtgtcacggattcgtcactggegectgaaggttgcggeagttactatgtgttggegecggtgecgceattta
ggcaccgcgaacctcgactggacggttgaggggccaaaactacgcgaccgtatttttgcgtaccttgagcagcattacatgect
ggcttacggagtcagctggtcacgcaccggatgtttacgccgtttgattttcgcgaccagcttaatgcctatcatggcetcagcectttt
ctgtggagcccgttcttacccagagcegectggtttcggcecgcataaccgcgataaaaccattactaatctctacctggtcggege
aggcacgcatcccggcegceaggcattcctggegtcatcggetcggcaaaagcegacagceaggtttgatgctggaggatctgattt
gaCCATGGGCGGCCGCtgcggtattttctecttacgcatctgtgecggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagta
caatctgctctgatgccgcatagttaagccagecccgacacccgecaacaccegcetgacgegecctgacgggcttgtetgetec
cggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgega
gacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggceacttttcgggg
aaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttca
ataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgceccttattcecttttttgcggcattttgecttectgtttttgete
acccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacage
ggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgetatgtggegeggtattatcec
gtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaa
gcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctga
caacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcecttgatcgttgggaaccgg
agctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaact
ggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetcgg
cccttccggetggctggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtctegeggtatcattgcagcactggggecaga
tggtaagccctcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgcetgagat
aggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaa
ggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccecgtaga
aaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgetgcettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtt
tgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtg
tagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgetctgctaatcctgttaccagtggetgetgec
agtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggcetgaacggggg
gttcgtgcacacagcccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcegtgagcetatgagaaagcegecac
gcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcegcacgagggagcetteca
gggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcagggggg
cggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgctggecttttgctcacatgttctttectgegtt
atcccctgattctgtggataaccgtattaccgcectttgagtgagctgataccgcetcgecgeagecgaacgaccgagegeagega
gtcagtgagcgaggaagcggaaga



