catalysts MbP1|

Supplementary Materials: Enhanced Lycopene
Production in Escherichia coli by Expression of Two
MEP Pathway Enzymes from Vibrio sp. Dhg

Min Jae Kim 't, Myung Hyun Noh **, Sunghwa Woo !, Hyun Gyu Lim ** and Gyoo Yeol Jung >*

1 Department of Chemical Engineering, Pohang University of Science and Technology, 77 Cheongam-Ro,
Nam-Gu, Pohang, Gyeongbuk 37673, Korea; mjkim9291@postech.ac.kr (M.].K.);
mh2541@postech.ac.kr (M.H.N.); marswok@postech.ac.kr (S.W.)

2 School of Interdisciplinary Bioscience and Bioengineering, Pohang University of Science and Technology,
77 Cheongam-Ro, Nam-Gu, Pohang, Gyeongbuk 37673, Korea

* Correspondence: hyungyu.lim@postech.ac.kr (H.G.L.); gyjung@postech.ac.kr (G.Y.].); Tel.: +82-54-279-2391
(G.Y])

T These authors contributed equally to this work.

(A) (B)

Purified Purified Purified Purified
(kDa) M D1 DxstC D2 Dxs'oHO (kDa) M V1 ISpAEC V2 |spAVDHO

180 180
130 130

100 100
70 70

40
40

35

35
25

25

Figure S1. SDS-PAGE of total cell lysates and purified enzymes. Dxs from D1 and D2 strains (A). IspA
from V1 and V2 strains (B). The marked bands indicate the purified enzymes. DxsE¢, 68.4 kDa;
DxsVPHG, 68.4 kDa; IspAES, 33.0 kDa; IspAVPHG, 33.3 kDa (the expected protein size based on amino
acid sequence).

Table S1. Synthetic 5'-UTR sequences for gene expression.

Predicted
Gene 5’-UTR sequence (5'-3") expression level 2
(a.u.)
crtE gcggataacaattaaggaggtaaac 2,630,169.02
crtB gcggataacaattaaggaggtgatc 2,941,466.04
crtl gcggataacaattaaggaggccctce 3,110,669.92
dxsEC gcggataacaattaaggaggttgat 10,353,587.83
dxsVPHG gcggataacaattaaggagggagaa 3,110,669.02
ispAEC gcggataacaattaaggaggaaaat 1,236,139.37
isp AVPHG gcggataacaattaaggagaaatat 3,110,669.92
RAM1 gataacaatttaaggaggaaatact 733,702.64

2Arbitrary unit of the expression [1].

Catalysts 2019, 9, 1003; doi: 10.3390/catal9121003 www.mdpi.com/journal/catalysts


mailto:mjkim9291@postech.ac.kr
mailto:marswok@postech.ac.kr

Catalysts 2019, 9, 1003 10.3390/catal9121003 20f4

Table S2. Oligonucleotides used in this study.

Name Sequence (5'-3)
pACYC_F ccatgaattggatatcggccccaccgetgagceaataacta
pACYC_R cattatacgagccgatgattaattgtcaaggcecgcaagcttgtcgacctge

Tac ortE F gcaggtcgacaagcttgeggecttgacaattaatcatcggetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaatta
- aggaggtaaacatggtatctggctcaaaggcetg
crtE_R cggatggaggagccacacccttacgcaattttcatcaccgg
crtB_F gggtgtggctectecatecgatgtcccaaccecccttg
Tac crtB F gggtgtggctectccatecgttgacaattaatcatcggcetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaattaagg
- aggtgatcatgtcccaaccccccttg
crtB_R gggctacgacgacggcaccgttacaccgggegetgecaca
crtl_F cggtgecgtegtegtageccatgaaaaaaacggttgtgateg
Tac crtl F cggtgccgtegtegtageccttgacaattaatcatcggetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaattaagg
- aggccctcatgaaaaaaacggttgtgateg

ol R ggccgatatccaattcatgggeggcgaaaccccgecgaageggggtttgeggcegttactgeaggtcettegatcate
- ttgacaattaatcatcggctcgtataatg
crtEBI_F gcaggtcgacaagcttgeggec
crtEBI_R ggccgatatccaattcatgggc
dxsE F ctgcgaaatcgegtggctacttgacaattaatcatcggcetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaattaag
- gaggttgatatgagttttgatattgccaaataccc
dxsE_R ggccgeaagcttgtcgacctgcettatgecagecaggecttgat
dxsV F ctgcgaaatcgegtggctacttgacaattaatcatcggcetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaattaag
- gagggagaaatgactcttgatatttcaaagtacccaacac
dxsV_R ggcecgceaagcttgtcgacctgettacttegecagataategtt
ispAE_F gcccatgaattggatatcggecttgacaattaatcatcggcetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaattaa
- ggaggaaaatatggactttccgcagcaactcg
ispAE_R gtagccacgcgatttcgcagactagtttatttattacgetggatgatgtagtecg
ispAV_F gcccatgaattggatatcggecttgacaattaatcatcggetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaattaa
- ggagaaatatatgcaacagacattgacttctttcc
ispAV_R gtagccacgcgatttcgeagttaatttttgegcetegatgacatate
PFT his F ttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgageggataacaatttaaggaggaaatactatgegeca
-7 gegtgttgatcgtage
PFT his R tgactagtctatgaaaaaaaaaccccgecgaageggggtttttttttgagcetcttaatggtggtggtgatgatgacteg
-7 gcgacgacaggttge

dxsE his F ttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgageggataacaatttggacgttcgtaatgcatcatcacc
- atcaccacagttttgatattgccaaatacccgac

dxsE_his_R tgactagtctatgaaaaaaaaaccccgecgaageggggtttttttttgagcetcttatgecagecaggecttgat

ispAE_his_F ttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgageggataacaattcgaggtatgaaacaaaatggactt
- tccgcagcaac

ispAE_his_R tgactagtctatgaaaaaaaaaccccgecgaageggggtttttttttgagetcttaatggtggtgetgatg

dxsV his F ttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaattggtggcccaaacatgcatcatcac
- catcaccacactcttgatatttcaaagtaccca

dxsV_his_R tgactagtctatgaaaaaaaaaccccgecgaageggggtttttttttctctagttacttcgecagataategtt
t t t tcgtataatgt t t t
ispAV_his_F ttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgageggataacaattgagaacccacagatgcaacagac
attgacttctttc
ispAV_his_R tgactagtctatgaaaaaaaaaccccgecgaageggggtttttitttgagctcttaatggtggtegtgatgatg
pCDF_HF gggtttttttttcatagactagtcaaacctcaggcatttgagaage

pCDF_HR cattatacgagccgatgattaattgtcaacataagggagagcgtcgagatc
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Table S3. The coding sequence of dxsVPHG, ispAVPHG, and RAMI.

Gene

Sequence

dxs from Vibrio sp. dhg

ispA from Vibrio sp. dhg

atgactcttgatatttcaaagtacccaacactggcgttagcaaatacaccggaagagttgegtcttct
tcctaaagaaacattacctgcetetgtgtgatgagcettcgaacgtatetgetaaattcagtgagecaat
caagcggacacttagegtctggcttaggcacagtagagcetcacagttgecctgeattatgtatataa
cacaccagtagaccagttaatctgggatgttggtcatcaggcttacccacataaaatcctgaccgga
cgtcgtgacaaaatgecgaccatccgtcagaaaggtgggcttcacccatteecttggegetcagag
agcgaatacgacacgctgteggttggotcactcttccacttcaatcagtgetggacttggeatggecat
cagtgcacagaaagaaggtaaagggcgtaaggtcgtgagtgttattggtgacggegccattacc
gcgggtatggcattcgaagcaatgaaccacgetggegatgttcatccagatatgetggtgattetg
aacgataacgaaatgtcgatttcagaaaacgttggtgegctaaacaaccacttagcgaaattactgt
ctggtagcectgtatacgtcgattcgegaaggeggtaaaaaagtgcetttctggegttccgecgatcaa
agagctggttcgtcgtacagaagaacacctcaaaggceatggtegtcectggcacactattcgaaga
gttcggatttaactacatcggeccaattgatgggcatgatgtcaatgaactggttcagactctgaag
aacatgcgtgagttgaaaggccctcaattectgcacatcatgaccaaaaaaggcaaaggttatgag
ccagcagagaaagaccctatcggttaccatgetgtaccaaagttcgcaccatcaaataacagcettge
caaagagcagcggtggtaaaccaacgttctcaaagatctttggtgacttectatgegatatggecge
gcaagatcctaagctgatggegattacgccageaatgegtgaaggttetggeatggtgegtttcte
gaaagagttcccagaacaatatttcgatgttgcetatcgetgagceagceatgeagtgacgctegetace
ggtatggcgattgctggcaataacccaategttgecatttactcgaccttcttacaacgeggttatgat
cagctcatccacgacatcgcaattatggatttgecagtcatgttcgetatcgaccgageaggtttggt
tggtgctgatggtcagactcaccaaggtgegtttgacttgagctttatgegcetgcattccaaacatgg
tgatcatggcaccaagcgacgagaatgaatgtcgtcaaatgctatacactggtcacaagcacacg
ggtccgagegceagttegttaccctegtggaaacggtatgggaaccgacatcgaaagtgaatttacce
gcacttgagatcggtaaaggecgaattgtacgtcaaggegaaaaagtcgegatectgagetttggt
accttectgggoaatgegttagaagecgcetgaaaaccttaatgcaacggttgetgacatgegctttg
ttaagccactagatgaaacgttgattcgtcagctagegagegaacacgatgtactegtgacactgg
aagagaatgcgattgctggcggtgccggtgcaggtgttcttgaattcatgatgaaagaaaaaate
atcaagccagtactcaaccttggcttacctgataagtttgttcatcaaggcactcaggatgagcetgea
tgaagagcttggtctggatgcgaaaggaattgaacaatccatcaacgattatctggegaagtaa

atgcaacagacattgacttctttccaacaaagaaacaatcaacaattaaacttgtggctagaacagce
ttccttatcaagaacttccattgattgatgcaatgaaatatggecttttgctaggegggaaacgcgtte
gcccttttcttgtttacatcacaggcecaaatgttcggttgtaaacctgaagatcetggacacaccagec
gcagcgattgaatgcattcacgcttactcacttattcatgatgacctgecagegatggatgacgatg
agttacgccgtggtcaaccgacttgccatattaagttcgatgaagegaccgcaatactgactggtga
cgctctacaaacgctegectttactattttggeagatggttetttaaatccagaagetgaaagecage
gtatcaatatgataaaagctctggctcattegtctggetctaacggceatgtgtgtcggacaageactg
gatttaagtgcagagaatcgtcaaatttctctcgaagaaatggaagaaatccatcgtaaaaagacc
ggagccctaattgactgtgeggttaaattaggegcetttggecgetggtgataagggtategeagttt
tacctcatttagagcgctattcgaaagcaattggtttggegtttcaggttcaagacgatattcttgata
tcattagtgacacagaaacattgggtaagcctcagggttctgatcaagaactcaataagagceactta
cccttecctgetgggtttagagggagcegatagagaaagctcactctetgttacaggaagceacttcaa
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Codon-optimized
RAM1

from S. cerevisine

gcattggaagctatcccatacaatactcagttacttgaagagttcgeccgatatgtcatcgagegcea

aaaattaa

atgcgccagegtgttggtcgtageattgegegegegaaatttattaacaccgecttgetggegccgea
aacgtccggtgatggaacgegtggtgoatatcgeccatgttgattccagecaaagegattcagecge
tgatgaaagaactggaaaccgataccaccgaggegegttataaagtgttgcagagegtactggaa
atttatgacgatgaaaaaaatattgagcecggcegcetgacgaaagaatttcataaaatgtatctggac
gtggcegtttgaaatcagcettgecgecgeagatgaccgeactggatgecagecagecgtggatget
gtactggattgccaacagectgaaggtaatggaccgegactggttaagtgatgataccaaacgea
agattgttgacaaactgtttaccatttctccgageggcggtecgttcggtggegggccggggcaac
tgagccatctggcatccacctatgeggcgatcaacgecctgtcactgtgegataacatcgatggetg
ctgggatcgcattgatcgtaaaggcatctatcagtggctgatcagtctgaaagagecaaacggeg
gcttcaaaacctgectggaagttggcgaagtggacacccgeggcatttactgegegctttccatege
gacgctgctcaatatcctcactgaagagcetgaccgaaggcegtgctgaattacctgaaaaactgeca
gaactacgaaggtggttttggttcctgeccgcacgtcgacgaagegeacggeggttataccttetge
gecaccgegtegetggctattetgegeageatggatcagattaatgttgaaaagetgetggagtge
tcgagcegeccgtcagetgcaagaagaacgtggtttetgtggtegeagtaacaaactggtggatgg
ttgctacagcttctgggtggocggcagtgecgecattctcgaagectttggctacggtcagtgcettta
ataaacatgcgctgegtgattatatectgtattgetgtcaggaaaaagagceaaccgggcttacgeg
ataaaccgggtgcccacagegatttttatcacaccaactattgtetgetggotctggcgotegocaga
aagcagctatagctgcaccccgaacgacageccgcataacattaaatgecacgecggaccgtctga
ttggcagcagtaaattaaccgacgttaacccggtttatggectgecgattgaaaacgtgegtaaaat
tattcattattttaaaagcaacctgtcgtcgecgagttaa
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