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Kapitel 1: Einleitung

1. Einleitung

1.1 Metamorphose im Tierreich

Die Metamorphose beschreibt den markanten Gestaltwandel einer Larve in ein
morphologisch und 0kologisch stark abweichendes, meist geschlechtsreifes
Adultstadium. Die urspriingliche Metamorphose innerhalb der Eumetazoa stellt die
Umwandlung der Planulalarve basaler Cnidaria zum Polypen dar. Wahrend die
Anthozoen lediglich eine Metamorphose zum Polypen vollziehen, existiert bei den
Hydrozoen, den Scyphozoen und den Cubozoen noch eine weitere Metamorphose zur
geschlechtlichen Meduse (Gilbert & Raunio, 1997). Polyp und Meduse bilden bei den
Hydrozoen und den Scyphozoen die aufeinanderfolgenden Stadien der Metagenese. Die
Medusen entstehen dabei ungeschlechtlich durch Strobilation (Scyphozoa) oder durch
Knospung (Hydrozoa). Bei den Cubozoa wird der komplette Polyp zur Meduse
umgestaltet. Ein Generationswechsel findet dabei nicht statt (Wehner & Gering, 1995).
Eine weitere Ausnahme bildet die Ordnung Trachylina (Hydrozoa), die kein
Polypenstadium ausbildet und deren Planulalarven direkt oder tiber das Actinulalarven-
Stadium zu Medusen metamorphosieren. Tentakeltragende Actinulalarven kommen
auch als Ubergangsstadium zwischen der Planulalarve und dem Polypen bei den
Hydroida (Hydrozoa) vor (Gilbert & Raunio, 1997). Die Reduktion einzelner Stadien
wiahrend der Metagenese kann nicht nur den Polypen, sondern auch die Meduse
betreffen, welche dann in Form sessiler, stark reduzierter Medusoide auftritt. Bei der
Gattung Hydra (Hydrozoa) werden sogar keine Medusoide oder Gonophoren mehr
gebildet, die Keimzellen entwickeln sich stattdessen in Vorwdélbungen der Kérperwand
(Wehner & Gering 1995). Siifdwasserpolypen reprasentieren sowohl die geschlechtliche,
als auch die wungeschlechtliche Generation. Interessant ist zudem, dass die
Embryogenese von Hydra nicht in einem Planulalarven-Stadium miindet. Nach der
Gastrulation wird der Embryo von einer dicken, schiitzenden Membran umhiillt, aus der

nach 2-24 Wochen der Polyp schliipft (Martin et al., 1997).

Die morphologischen Aspekte der Metamorphosen der Cnidaria (Abb. 1.1) wurden
bereits vielfach veroffentlicht, aber tUiber die molekularen Mechanismen zur Induktion
und Steuerung der Metamorphose ist bislang nichts bekannt. Die nachsten

phylogenetischen Gruppen, in denen eine ausfiihrlich studierte Metamorphose auftritt,
1



Kapitel 1: Einleitung

sind die Insekten und Amphibien (Abb. 1.1). Im Gegensatz zu der Metamorphose der
Cnidaria, sind die molekularen Prozesse zur Induzierung und Steuerung der

Metamorphose bei den Insekten und Amphibien sehr gut untersucht.

Cnidaria Arthropoda Chordata

Abb. 1.1: Formen der Metamorphose bei Cnidaria, Arthropoda und Chordata mit den jeweiligen
Lebensstadien. Cnidaria: Meduse, Planula, Polyp; Arthropoda: Schmetterling, Raupe; Chordata: Frosch,
Kaulquappe.

Bei den Insekten werden die Metamorphose und das Hauten durch zwei Hormone
kontrolliert: das Steroidhormon 20-Hydroxyecdyson (20E) aus der Prothoracaldriise
und das Juvenilhormon (JH) aus den Corpora allata. 20E initiiert und koordiniert jede
Hautung und reguliert die Genexpression waihrend der Metamorphose. Das
Juvenilhormon hemmt hingegen die von 20-Hydroxyecdyson induzierten
Verdanderungen der Genexpression im Verlauf der Metamorphose. Der Gehalt des
Juvenilhormons nimmt mit jeder Metamorphose ab und determiniert dadurch das
nachstgroflere Larvenstadium. Ist von dem Juvenilhormon nur noch eine geringe Menge
vorhanden, setzt die finale Metamorphose zur Imago ein. Der Zeitpunkt der Hautungen
wird durch ein weiteres Hormon induziert, das neurosekretorische Zellen des Gehirns
freisetzten. Dieses prothorakotrope Hormon (PTTH) stimuliert die Produktion von
Ecdyson, das anschlieféend im peripheren Gewebe zur aktiven Form 20E modifiziert
wird. Bei Drosophila melanogaster (Arthropoda) treten zwei grofde Pulse von 20E
wiahrend der Metamorphose auf. 20E bindet dabei an den Ecdysonrezeptor (EcR),
welcher ein Dimer mit Ultraspiracle (USP) bildet. Das Heterodimer initiiert daraufhin
die Transkription von Zielgenen fiir die Metamorphose durch die Bindung an hormone

responsive elements (HrE) in der DNA. Ist kein 20E vorhanden, bindet das USP Protein an
2
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die von Ecdyson induzierten Gene und verhindert auf diese Weise ihre Transkription.
Der erste Puls von 20E wahrend des dritten Larvenstadiums 16st die Morphogenese der
Imaginalscheiben aus. Durch die Aktivierung des EcR/USP-Rezeptorkomplexes wird die
Expression der early response genes E74A, E75A, Broad und auch des EcRs aktiviert (Abb.
1.2). Die Transkriptionsfaktoren dieser Gene initiieren die Aktivierung einer zweiten
Serie von Genen: E75B, DHR4 und DHR3. Zusammen veranlassen sie die Transkription
von (-FTZ-F1, einem Transkriptionsfaktor, der das Chromatin modifiziert und die
Expression weiterer Gene nach dem zweiten Puls von 20E ermdglicht. Dariiber hinaus
inaktivieren sie die Expression der early response genes, sodass diese nicht weiter in der
darauf folgenden Entwicklung interferieren. Der zweite Puls von 20E erfolgt 10-12
Stunden nach dem ersten und initiiert die Verpuppung. Mit jedem der Pulse von 20E
wird die Transkription zusatzlicher late genes aktiviert (zusammengefasst aus Gilbert,

2002 und Gilbert & Singer 2006).

Insecta Amphibia

earlu response genes: u E(H‘IE response genes:

EcR
E74A
E75A
Broad

Thyroid receptor 3
TH bZip

BETB

Deiodinase 3

Stromelysin-3
Gene 12

MMP 9 TH

SHH

Notch

C/EBP

delta-2

Enhacer of zeste
c-myc 11

v U
W/
eyl

Abb. 1.2: Die Aktivierung des Ecdyson- und des Thyroidhormonrezeptors und die dadurch initiierte
Genexpression. Der Ecdysonrezeptor der Insecta wird durch 20-Hydroxyecdyson aktiviert und
dimerisiert daraufhin mit Ultraspiracle. Das Heterodimer bindet an die hormone responsive elements der
Zielgene (early response genes) und aktiviert deren Transkription. Der Thyroidhormonrezeptor der
Amphibia wird durch Triiodthyronin aktiviert und dimerisiert mit einem zuvor mit Retinsdure aktivierten
Retinoic-X-Rezeptor. Das Heterodimer bindet darauthin an die hormone responsive elements der Zielgene
(early response genes) und aktiviert deren Transkription. EcR: Ecdysonrezeptor, USP: Ultraspiracle, 20E:
20-Hydroxyecdyson, THR: Thyroidhormonrezeptor, RXR: Retinoic-X-Rezeptor, Ra: Retinsdure, T3:
Triiodthyronin, HrE: hormone responsive element.

@

/

Interessanterweise ist die Metamorphose der Amphibien iliber eine dhnlich molekulare

Kaskade reguliert wie die der Insekten. Bei Amphibien sind die Schilddriisenhormone L-
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Thyroxin (T4) und 3,5,3’-L-Triiodthyronin (T3) fiir die Metamorphose der Kaulquappe
zum Frosch verantwortlich. Sie beeinflussen die Entwicklung des zentralen
Nervensystems, des Skeletts, des Herzes, des Darms, der Skelettmuskulatur und der
sensorischen Organe. T3 aktiviert den Thyroidhormonrezeptor (THR), der mit dem
durch Retinsdure (engl. Ra) aktivierten Retinoic-X-Rezeptor (RXR) heterodimerisiert.
Dieses Dimer bindet anschlief3end mit Co-Aktivatorproteinen an die hormone responsive
elements (HrE) in den Promotor-Regionen der Zielgene fiir die Metamorphose. Ist kein
T3 vorhanden, interagiert der Thyroidhormonrezeptor mit Co-Repressorproteinen,
welche daraufhin die Transkription inhibieren (zusammengefasst aus Ubersichtsartikel
Kress et al.,, 2009). Die Metamorphose von Froschen kann aktiv durch die Zugabe von T3
initilert werden oder durch die Zugabe von Methimazol, einem Inhibitor, der die
Synthese von Schilddriisenhormonen blockiert, verhindert werden (Brown & Cai, 2007).
Im natiirlichen Entwicklungsverlauf wird durch Prolactin aus der Hypophyse die
Metamorphose der Kaulquappe verhindert. Verdnderungen der Umwelt, wie eine
Zunahme des Nahrungsangebots, flihren zur Freisetzung des Thyreotropin-Realising-
Hormons durch den Hypothalamus, das die Hypophyse zur Sekretion von Thyreotropin
anregt. Dieses wiederum stimuliert die Schilddriise zur Sekretion von T3 und T4,
wodurch die Metamorphose initiiert wird. Einige der direkt durch T3 aktivierten Gene
sind: der Thyroid rezeptor B, TH bZip, BETB, deiodinase 3, stromelysin-3, gene 12, MMP 9
TH, SHH, notch, C/EBP delta-2, enhancer of zeste und c-myc Il (Abb. 1.2) (Brown & Cai,
2007). Zudem halten T3 und T4 iiber eine positive Riickkopplung auf den Hypothalamus
und die Hypophyse die Synthese des Thyreotropin-Realising-Hormons und des
Thyreotropins aufrecht (Wolpert, 1999).

Aber wie wird die Metamorphose an der evolutiondren Basis der Eumetazoa bei den
Cnidaria molekular induziert und gesteuert? Interessanterweise gehort der EcR der
Insekten zur selben Gruppe von Hormonrezeptoren wie der Thyroidhormonrezeptor
der Amphibien, zudem stellt USP ein Homolog des Retinoic-X-Rezeptors dar (Gilbert &
Singer, 2006). Ist es moglich, dass dieser konservierte Signalweg aus Hormonrezeptoren
bereits bei den Cnidaria vorhanden ist? Und sollte das der Fall sein, welche Hormone

werden fiir die Steuerung der Rezeptoren verwendet?
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1.2 Aurelia aurita - ein Genom mit drei verschiedenen Morphotypen:
Planulalarve, Polyp und Meduse

Der basale Stamm der Cnidaria hat sich an nahezu jede aquatische Nische angepasst. Der
Ozean bietet viele verschiedene Habitate, die durch spezielle Modifikationen eines
Organismus besiedelt werden kénnen. Aurelia aurita gehort innerhalb der Cnidaria zu
der Klasse der Scyphozoa und wurde erstmals 1758 von Carl von Linné beschrieben. In
ihrem Lebensraum, dem Ozean, tritt sie in Form von drei Morphotypen auf: als
Planulalarve, Polyp und Meduse. Es ist anzunehmen, dass die Fahigkeit eines
Organismus, mit verschieden Morphotypen, zwei stark voneinander unterscheidende
Habitate zu besiedeln einen grofien evolutiondren Vorteil darstellt. Aus der Zygote
entwickelt sich die Planulalarve, dieses Stadium existiert allerdings nur fiir wenige
Wochen. Die Planula wird sessil und absolviert eine Metamorphose zum
Polypenstadium. Der sessile Polyp vollzieht saisonal eine weitere Metamorphose, die
Strobilation genannt wird. Der Polyp durchlauft dabei starke morphologische und
funktionelle Veranderungen und metamorphosiert zu pelagischen Ephyrae, die im Laufe

ihrer Entwicklung zu Medusen heranreifen.

Jedes Lebensstadium von Aurelia aurita ist morphologisch und physiologisch stark
unterschiedlich. Der sessile Polyp (Abb. 1.3 a) weist ein enormes Regenerationspotential
auf. Separierte ektodermale Fragmente des Polypen entwickelten sich innerhalb von 6-7
Tagen erneut zu einem morphologisch intakten Polypen (Steinberg, 1963). Zudem
vollzieht der Polyp drei verschiedene Formen der asexuellen Reproduktion: die
Fragmentation, die Ausbildung von Stolonen an denen neue Polypen knospen und die
Strobilation. Die polydiske Strobila (Abb. 1.3 b) ist das Metamorphosestadium des
Polypen aus dem mehrere Ephyrae entstehen. Im Verlauf der Strobilation wurde bereits
eine erhohte Zellproliferation in bestimmten Arealen der Strobila nachgewiesen (Balcer
& Black, 1991); zudem zeigt sie starke morphologische Verdnderungen (siehe Kapitel
1.2.1). Nach der Vollendung der Metamorphose beginnt das Abschniiren der einzelnen
Ephyrae (Abb. 1.3 c). Diese entwickeln sich innerhalb mehrerer Monate zu
geschlechtsreifen Medusen (Abb. 1.3 d). Die ausgewachsene Meduse (Abb. 1.3 d) stellt
das getrennt-geschlechtliche Reproduktionsstadium dar. Sie verfiigt entweder iiber
weibliche Gonaden mit Eizellen (Abb. 1.3 f) oder méannliche Gonaden mit Spermien

(Abb. 1.3 e). Im Gegensatz zum Polypen ist sie sterblich und weist nur ein geringes
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Regenerationspotential auf. Sie verfiigt jedoch iiber ein strukturiertes Nervensystem,
sensorische Organe und quergestreifte Muskulatur (Wehner & Gering, 1995). Die
Fertilisation und Embryogenese wird in Kapitel 1.2.2 ausfiihrlich beschrieben. Aus der
Zygote entwickelt sich tiber das Blastulastadium, gefolgt von dem Gastrulastadium, die
Planulalarve (Abb. 1.3 g), die sich nach dem Verlassen der Bruttasche der weiblichen
Meduse auf einem geeigneten Substrat festsetzt und zu dem Polypen (Abb. 1.3 a)

metamorphosiert.

Abb. 1.3: Lebenszyklus von Aurelia aurita. Der Polyp (a) metamorphosiert zur Strobila (b), die
anschlieffend mehrere Ephyrae (c) abschniirt. Die Epyhrae entwickeln sich zu geschlechtsreifen getrennt-
geschlechtlichen Medusen (d), in denen Eizellen (f) oder Spermien (e) heranreifen. Aus den Embryonen
entstehen Planulalarven (g), die sessil werden und zu Polypen metamorphosieren.

Das Genom von Aurelia aurita sollte dementsprechend drei Gruppen von Genen
enthalten, die jeweils eines der drei morphologisch vollkommen unterschiedlichen
Stadien Planula, Polyp und Meduse determinieren. Zusatzlich sollte es noch zwei weitere
Gruppen von Genen geben, welche die jeweilige Metamorphose zum Polypen oder zur

Ephyra initiieren und steuern.
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1.2.1 Die Strobilation von Aurelia aurita

Einer der morphologisch am meist erforschten Prozesse innerhalb der Scyphozoa ist die
Metamorphose, die Transformation des Polypen von Aurelia aurita zur Ephyra. Dieser
Prozess wird Strobilation genannt (Abb. 1.4). Uber die molekularen Mechanismen zur
Induktion und Steuerung der Strobilation bei Aurelia aurita ist aber bisher noch nichts
bekannt. Die Initiierung der Metamorphose von Polypen kann mit zwei verschieden
Methoden angeregt werden: erstens durch die Zugabe von Iod in geringen
Konzentrationen in das Seewasser, in dem die Polypen gehaltert werden (Spangenberg,
1967); Zweitens durch die Reduktion der Temperatur des Mediums, in dem die Tiere

gehaltert werden. (Berking et al., 2005).

Innerhalb Europas kann Aurelia aurita in eine boreale und eine ubiquitdre, genetisch
isolierte Population unterteilt werden, wobei die ubiquitire Population im Gegensatz
zur borealen, sehr leicht und mehrfach im Jahr zur Strobilation angeregt werden kann
(Schroth et al, 2002). Weltweit existieren mindestens sieben genetisch und
geographisch unterscheidbare Populationen, die wahrscheinlich eine kryptische Spezies
reprasentieren (Schroth et al., 2002). Fiir meine Arbeit habe ich zwei Populationen von
Aurelia aurita verwendet. Zum einen waren dies Polypen aus Roscoff, entnommen aus
dem Atlantik in Frankreich. Sie gehoren zu der ubiquitdren Population und bieten ideale
Voraussetzungen, um die Prozesse der Strobilation genauer untersuchen zu kénnen. Fiir
die Generierung transgener Polypen wurden hingegen Eizellen, aus Medusen der Ostsee
prapariert und GFP-Reporter-Konstrukte injiziert. Die daraus resultierenden Polypen

gehoren zu der borealen Population.
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Abb. 1.4: Die Strobilation des Polypen zu Ephyra von Aurelia aurita mit Angaben zur Morphologie. Nach
der Induktion des Polypen (a, €) zur Strobilation, finden Abschniirungen unterhalb des Tentakelrings statt
(f). Die Strobila (b, g) unterteilt sich durch mehrere Abschniirungen in Segmente von apikal nach basal. Im
Verlauf der Strobilation entwickelt sich jedes Segment zu einer Ephyra. Die ersten Anzeichen dafiir sind
die entstehenden Lappen, die Tentakel werden resorbiert (h). Nach einer Woche ist die Metamorphose
der Strobila (c, i) weitgehend abgeschlossen und die Ephyrae (d, j) werden abgeschniirt. Abbildung a, b, c,
d modifiziert nach Storch & Welsch, 1999. Abbildung e-j zeigen das beschriebene Lebensstadium der
Roscoff Linie.

Die Strobilation der Roscoff-Polypen (Abb. 1.4 a, e) beginnt 2-3 Wochen nach der
Induzierung der Polypen durch die Reduktion der Temperatur des Umgebungsmediums.
Durch eine Abschniirung direkt unterhalb des Tentakelrings wird das erste Segment,
das aus der Mundscheibe gebildet wird, festgelegt (Stoch & Welsch, 1999). Durch eine
weitere Abschniirung unterhalb der ersten wird das zweite Segment der polydisken
Strobila determiniert (Abb. 1.4 f). Es folgen weitere terminale Abschniirungen von
apikal nach basal, wobei die einzelnen Ephyrae-Anlagen, unabhdngig von der Grofie des
Polypen, immer die gleiche Hohe aufweisen (Kroiher et al., 2000). Nach drei Tagen ist
die Strobila vollstindig segmentiert (Abb. 1.4 b, g). Weitere morphologische
Verdanderungen wie die Reduktion der Tentakeln und die Entwicklung der zukiinftigen
Lappen der Epyhrae sind nach fiinf Tagen festzustellen (Abb. 1.4 h). Nach einer Woche
ist die Metamorphose des Polypen zu den Ephyrae (Abb. 1.4 c, i) abgeschlossen. Die
Rhopalien an den Enden jeder der acht Lappentaschen sind deutlich zu erkennen (Abb.
1.4 c, i). Die Ephyrae (Abb. 1.4 d, j) beginnen mit rhythmischen Kontraktionen und
werden nacheinander innerhalb von zwei Tagen abgeschniirt. Der basale Teil, die Basis
der Strobila, bleibt erhalten und bildet im Anschluss an die Metamorphose wieder einen

vollstandigen Polypen aus.
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1.2.2 Fertilisation und Embryogenese von Aurelia aurita

Der zweite Teil meiner Arbeit bestand aus der Generierung transgener Aurelia aurita,
um die zelluliren Verdnderungen und Differenzierungsprozesse wahrend der
Metamorphose beobachten zu koénnen. Innerhalb der Cnidaria wurden bereits drei
transgene Arten Hydra (Hydrozoa) (Wittlieb et al., 2005), Nematostella (Anthozoa)
(Renfer et al., 2010) und Hydractinia (Hydrozoa) (Plickert, personliche Kommunikation)
generiert. Beide wurden durch embryonale Mikroinjektion von Reporter-Konstrukten
erzeugt. Fiir die Mikroinjektion von Reporter-Konstrukten in Zygoten war es essentiell
die Embryogenese von Aurelia aurita zu verstehen. Sie beginnt mit der Fertilisation der
Oocyte innerhalb der weiblichen Meduse (Storch & Welsch, 1999). Durch die
Schwimmbewegung der Meduse wird stindig Umgebungswasser in das
Gastrovaskularsystem gepumpt. Das Wasser passiert dabei zuerst die Gonaden und tritt
dann durch das Hypostom, der zentralen Offnung am Entstehungspunkt der Oralarme,
wieder aus, wobei die Spermien (Abb. 1.5 a) der mannlichen Medusen in das
Umgebungswasser entlassen werden. Die reifen Oocyten (Abb. 1.5 b) werden in den
Zentralmagen entlassen und dort von den Spermien, die mittels Perfusion
aufgenommenen werden, befruchtet. Durch die Sekretion von Mucus innerhalb des
Gastrovaskularsystems, der die Zygoten (Abb. 1.5 ¢) umbhiillt, werden die Embryonen
aktiv durch das Hypostom in die Bruttaschen der Oralarme entlassen (Storch & Welsch,

1999).

Die Furchungsteilungen von Aurelia aurita erfolgen radial und holoblastisch (Ishii &
Takagi, 2003). Die erste Furchung der Zygote (Abb. 1.5 d) verlauft unidirektional vom
vegetativen zum animalen Pol, drei Stunden nach der Befruchtung. Das Zwei-
Zellstadium (Abb. 1.5 e) absolviert weitere dquale Furchungsteilungen iiber das Vier-
(Abb. 1.5 f), Acht-, 16-, 32- (Abb. 1.5 g) zum 64-Zellstadium, das die Form einer
Coeloblastula (Abb. 1.5 h) ausbildet (Ishii & Takagi, 2003). Hat das Blastoderm des
Embryos nach weiteren Furchungen eine Anzahl von 700 bis 1000 Zellen erreicht,
beginnt die Gastrulation durch die Invagination von Zellen in das Blastocoel (Abb. 1.5 i)
(Yuan et al., 2008). Die Entwicklung von der Zygote zum mit Cilien besetztem Gastrula-
Stadium (Abb. 1.5 j) dauert 50 Stunden bei 22 °C (Ishii & Takagi, 2003). Die vier Tage
alte Gastrula (Abb. 1.5 k) verfiigt iiber ein schwach gelblich gefarbtes Blastocoel, das

nach zwei weiteren Tagen durch die Ausbildung von weiteren Cilien im Endoderm
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zunehmend dunkler wird (Abb. 1.5 1) (Yuan et al, 2008). Die Entwicklung der
Planulalarve (Abb. 1.5 m) ist 7-11 Tage nach der Befruchtung abgeschlossen und die
Larve verlasst aktiv die Bruttaschen der Oralarme (Ishii & Takagi, 2003). In den
darauffolgenden zwei Tagen bildet die Planulalarve ein Hypostom aus und wird sessil
(Abb. 1.5 n). Nach dem Festsetzten auf dem Substrat vollzieht die Larve die
Metamorphose zum Polypen (Abb. 1.5 o). Die komplette Entwicklung von der Zygote
zum Polypen dauert bei 18 °C circa 18 Tage.

Abb. 1.5: Der Entwicklungszyklus von der Oocyte bis zum Polypen bei Aurelia aurita. Aus dem Spermium
(a) und der Oocyte (b) entsteht durch die Fertilisation die Zygote (c), die unmittelbar mit radialen
holoblastischen Furchungen beginnt. Die erste Furchung (d) erfolgt dquatorial unidirektional zum 2-
Zellstadium. Durch weitere dquale Furchungsteilungen entsteht das Vier- (f), das Acht-, das 16-, das 32-
(g) und das 64-Zellstadium (h), das die Form einer Coeloblastula aufweist. Durch Invagination von Zellen
in das Blastocoel entwickelt sich das Gastrulastadium (i). Die bewimperte frithe Gastrula (k) entwickelt
sich liber das Stadium der spaten Gastrula (1) weiter zur Planulalarve (m), die anschlief;end zum Polypen
(0) metamorphosiert. Grofienmafistab in a und b je 10 pm.

1.3 Cnidaria als Modellsystem

Die ersten Cnidaria entstanden vor circa 600 Millionen Jahren und gehéren somit zu den
basalen Eumetazoa. Sie verfiigen erstmals iiber eine Morphologie mit zwei Keimblattern,

dem Endoderm und dem Ektoderm (Westheide & Rieger, 2007). Das synapomorphe

10
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Merkmal der Cnidaria ist die hoch differenzierte Nematocyte, die aus einer modifizierten
Nervenzelle entstanden ist. Zudem sind sie die ersten Metazoa mit einem Nervensystem.
(Lindgens et al., 2003) Cnidaria treten in zwei Hauptformen auf, dem sessilen Polypen
und der pelagischen Meduse (Westheide & Rieger, 2007). Bei den Hydrozoen und den
Scyphozoen wechseln sich beide Stadien in einem Lebenszyklus ab. Die Anthozoen

verfiigen hingegen nur tiber ein Polypen-Stadium (Storch & Welsch, 1999).
Innerhalb des Stamms der Cnidaria wurden bereits fiinf Modellorganismen etabliert:

Hydra aus der Klasse der Hydrozoa verfiigt ausschliefilich iiber ein Polypen-Stadium,
das sich sexuell und asexuell durch Knospung vermehren kann. Das sequenzierte Genom
von Hydra magnipapillata wurde bereits veroffentlicht (Chapman et al,, 2010) und ist
unter  http://hydrazome.metazome.net/cgi-bin/gbrowse/hydra/ verfiighar. Vier
Transkriptome von verschiedenen Hydra Spezies wurden bereits sequenziert (Bosch et
al, unveroffentlicht). Dariiber hinaus wurden stabile transgene Hydra vulgaris AEP
generiert. Dies gelang durch die Mikroinjektion eines hoT G (engl. homologous
transformation vector GFP) GFP-Reporter-Vektors in Embryonen, der iiber einen -
Actin-Promotor, einen zelltypspezifischen oder einen positionsabhangigen Promotor

verfligte (Wittlieb et al., 2006, Siebert et al., 2007, Bosch et al, unveroéffentlicht).

Hydractinia echinata, ebenfalls aus der Klasse der Hydrozoa, bildet zusammenhdngende
Kolonien aus Gastrozoiden, Gonozoiden, Tentaculozooiden und Spiralzooiden. Die
Gonozoiden produzieren Eizellen und Spermien, ein Medusen-Stadium wird nicht
gebildet. Aus der Zygote entwickelt sich eine Planulalarve, die nach der Metamorphose
den Primarpolypen einer neuen Kolonie bildet (Miiller, 1963). Ein Teil des
Transkriptoms aus verschieden Lebensstadien von Hydractinia echinata wurde bereits
sequenziert und eine Bibliothek aus 9000 ESTs erstellt (Soza-Ried et al., 2010). Stabile
transgene Hydractinia echinata konnten durch Mikroinjektion generiert werden
(Plickert, personliche Kommunikation), jedoch wurde bisher nicht {iber ein

sequenziertes Genom berichtet.

Clytia hemisphaerica aus der Klasse der Hydrozoa verfiigt {Uber einen
Generationswechsel aus Polyp und Meduse. Aus der sexuellen Fortpflanzung der
Medusen geht eine Planulalarve hervor, die den Primarpolypen bildet. Dieser Polyp
bildet dann eine Kolonie aus Gonozoiden und Gastrozoiden aus. Ein Drittel des
vorhergesagten Transkriptoms von Clytia hemisphaerica wurde bereits sequenziert

11
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(Houliston et al, 2010). Die Bibliothek besteht aus 90.000 ESTs (engl. expressed
sequence tags) und 8000 full-length cDNA- (engl. complementary DNA) Sequenzen, die
aus Embryonen, Larven und Medusen isoliert wurden. An der Vervollstandigung des
Transkriptoms und der Sequenzierung des Genoms von Clytia hemisphaerica wird im

Genoscope Center (Evry, Frankreich) gearbeitet (zusammengefasst aus Houliston et al.,

2010).

Nematostella vectensis, aus der Klasse der Anthozoa, verfiigt ausschliefilich iiber ein
Polypen-Stadium, das sich sexuell und asexuell vermehren kann. Eizellen und Spermien
werden in das Wasser entlassen und aus den befruchteten Eizellen entstehen
Planulalarven, die zu Polypen metamorphosieren (Hand & Uhlinger, 1992). Fir
Nematostella vectensis existiert ein sequenziertes Genom (Putnam et al., 2007) und auch
ein 166.596 EST umfassendes Transkriptom, das unter http://www.jgi.doe.gov/
verfiigbar ist. Keimbahnstabile transgene Nematostella vectensis wurden durch
Mikroinjektion eines pCRII-TOPO Vektors mit einem mCherry-Reporter-Konstrukt unter
der Kontrolle eines spezifischen myosin heavy chain Promotors generiert (Renfer et al.,

2010).

Ebenfalls in die Klasse der Anthozoa ist die Koralle Acropora millepora einzuordnen. Die
Reproduktion erfolgt durch das synchronisierte Entlassen der Oocyten und Spermien in
das Wasser. Aus den Embryonen entwickeln sich Planulalarven, die zu Polypen
methamorphosieren. Das Transkriptom der Larven von Acropora millepora wurde
bereits sequenziert und enthdlt 44.444 Contigs (zusammenhdngende Sequenzen) und
62.657 Singletons (einzelne Sequenzen) (Meyer et al, 2009). Bisher wurde jedoch
weder lber transgene Acropora millepora berichtet noch ein sequenziertes Genom

veroffentlicht.

1.4 Lebenszyklus und epigenetische Regulation

Aurelia aurita und viele andere Cnidaria verfiigen iiber einen Lebenszyklus aus Polyp
und Meduse. Aber wie kénnen aus einem Genom mehrere divergente Morphotypen
entstehen? Im Tierreich gibt es mehrere Beispiele, die beschreiben, dass verschiedene
Morphologien eines Lebewesens auf eine epigenetische Regulation zurtickzufiihren sind.

Die Epigenetik beschreibt somit die Modulierung der Genexpression ohne eine

12
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Verdanderung der Gensequenz. Ein etablierter Organismus fiir die Untersuchungen der
Epigenetik und der damit einhergehenden Methylierung von Genen ist Apis mellifera
(Arthropoda). Der Mechanismus der Methylierung von Genen zur Steuerung der
differentiellen Expression und der damit einhergehenden epigenetischen Determination
der Entwicklung wurde z. B. an den Larven von Apis mellifera ergriindet. Durch die
Injektion von Dnmt3 small interfering RNA wurde die Expression der Methyltransferase
Dnmt3 stark herunter reguliert. Das Ergebnis dieser Behandlung war, dass aus Larven,
die sich urspriinglich zu Arbeiterinnen entwickeln sollten, Kéniginnen mit vollstandigen

Ovarien entstanden (Kucharski et al., 2008).

Die bisher bekannten epigenetischen Mechanismen der Genregulation sind die DNA-
Methylierung, die Histonmodifizierung und die Polycomb-Trithorax-Genregulation
(Strachan & Read, 2005). Eine Verhinderung der Methylierung der DNA kann durch den
Einsatz von Methyltransferase-Inhibitoren erfolgen. Wahrend der S-Phase der Mitose
findet die Replikation der DNA statt, im Anschluss daran wird die DNA je nach Funktion
der Zelle wieder im selben oder einem angepassten Muster methyliert (Gorfin &
Eisenhauer, 2002). Durch die Verwendung des Methyltransferase-Inhibitors 5-Aza-2-
Deoxycytidin (5-Aza-CdR), der eine Modifikation an der flinften Position des Pyrimidin-
Rings aufweist, wird die de novo-Methyltransferase (DNMT) gebunden und kann keine
weiteren  Cytosine der Cytidin-Phosphorsdure-Guanosin-Dinukleotide = mehr
methylieren (Gorfin & Eisenhauer, 2002). Mit der Behandlung von 5-Aza-CdR konnte
bereits bewiesen werden, dass zuvor ausgeschaltete Gene in menschlichen
Tumorzelllinien wieder exprimiert wurden (Bender et al., 1998). Der Methyltransferase-
Inhibitor 5-Aza-2-Deoxycytidin stellt somit ein effizientes Werkzeug dar, ausgeschaltete

Gene eines Organismus unabhdngig vom Lebensstadium wieder zu aktivieren.

1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen
zu identifizieren, die den Lebenszyklus von Aurelia aurita (Scyphozoa) regulieren. Wie
konnen aus einem Genom drei verschiedene Morphotypen - Planulalarve, Polyp und
Meduse - entstehen? Wird die Metamorphose an der evolutiondren Basis der Eumetazoa
mit Hilfe von Mechanismen, die denen der Insekten oder Amphibien dhnlich sind,

gesteuert? Welche Gene und Signalkaskaden kontrollieren den Verlauf der
13
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Metamorphose? Um diese Fragen aufzukldren, ist der Fokus dieser Arbeit auf die
Identifizierung und die funktionelle Analyse von Genen, die den Lebenszyklus von

Aurelia aurita regulieren, gerichtet.

Der Modellorganismus Aurelia aurita ist ideal fiir die Untersuchungen der
Metamorphose, da Polypen leicht zur Strobilation zu induzieren sind und damit alle
bendétigten Lebensstadien jederzeit zur Verfligung stehen. Durch die 454-Sequenzierung
des Transkriptoms des Polypen, der Strobila und der Ephyra, soll die differentielle
Genexpression wahrend der Strobilation eingehend analysiert und es sollen
strobilationspezifische bzw. stadienspezifische Kandidatengene identifiziert werden.
Um die Lokalisation der Kandidatengene zu untersuchen, soll anschlief3end eine whole
mount in situ Hybridisierung an den verschiedenen Lebensstadien Polyp, Strobila und
Ephyra etabliert werden. Die daran anschliefende Mikroarray-Hybridisierung unter
Verwendung von mRNA aus strobilationsspezifischen Stadien, soll es ermdglichen,
Einsicht in die Regulation der Metamorphose des Polypen zur Ephyra zu gewinnen,

indem umfassendere Expressionsprofile der Kandidatengene erstellt werden.

Die epigenetische Kontrolle der Genregulation ist ein wichtiger Mechanismus der
differentiellen Genexpression, gekennzeichnet durch spezifische Methylierungsmuster
an regulativen Elementen. Aus diesem Grund soll zusatzlich untersucht werden, in wie
weit sich die Beeinflussung der Methylierung des genetischen Materials unter

Zuhilfenahme eines Methyltransferase-Inhibitors auf die Strobilation auswirkt.

Der zweite Teil meiner Arbeit befasst sich mit der Generierung transgener Aurelia
aurita. Durch die Etablierung transgener Tiere sollen die zelluldren Veranderungen und
Differenzierungsprozesse wahrend des gesamten Entwicklungszyklus und im
Besonderen wahrend der Metamorphose zur Meduse eingehender analysiert werden.
Dafiir sollen die Promotoren und Terminatoren von konstitutiv stark exprimierten
Genen von Aurelia aurita isoliert und in GFP-Reporter-Konstrukte kloniert werden.
Durch die anschlief3ende Mikroinjektion der GFP-Reporter-Konstrukte in Embryonen

konnen Zellen so markiert werden, dass das Zellschicksal in vivo verfolgt werden kann.
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2. Ergebnisse

2.1 Phylogeographie der verwendeten Aurelia aurita Linien

Zu Beginn meiner Arbeit musste eine geeignete Tierlinie von Aurelia aurita fiir alle
weiteren Analysen bestimmt werden. Fiir die molekulare Untersuchung der Strobilation
sollten die Polypen einfach zur Strobilation induziert werden kénnen und eine hohe
asexuelle Reproduktion aufweisen, damit immer ausreichend Polypen vorhanden sind.
Im Labor wurden bereits zwei Linien von Polypen aus der Ostsee und dem Weifdmeer
gehaltert. Zusdtzlich wurden mir von Dr. Gerhard Jarms, Uni Hamburg, Deutschland,
Polypen der Roscoff-Linie, sowie Polypen aus der Nordsee bereitgestellt von dem

Multimar Wattforum, Ténning, Deutschland zur Verfiigung gestellt.

Fir den zweiten Teil meiner Arbeit, die Generierung transgener Aurelia aurita durch
Mikroinjektion von Reporterkonstrukten, wurden junge Embryonalstadien an Stelle von
Polypen bendétigt (K. 2.5). Fiir die Praparationen von Embryonen wurden, aufgrund der

Nahe des Labors zur Ostsee Medusen aus dieser verwendet.

Um die vier verschiedenen Linien, der im Labor gehalterten Polypen Ostsee, Weifdmeer,
Nordsee und Roscoff der Spezies Aurelia aurita zuzuordnen, wurde eine Sequenzierung
der 16S ribosomalen DNA (rDNA) durchgefiihrt und die Sequenzen den festgelegten
Linien (Anhang 9.6) zugeordnet (nach Schroth et al, 2002). Das Alignment der 16S
rDNA-Sequenzen wurde mit der Clustal W Methode (Thompson et al, 1994)
durchgefiihrt. Anschlief3end wurde mit der MEGA Software (Kumar et al, 2008) unter
Benutzung des Substitution Maximum Composite Likelihood Modells ein
phylogenetischer Baum mit dem Neighbor-Joining Algorithmus (Saitou & Nei, 1987) mit
einem Bootstrap von 100.000 Replikaten erstellt (Abb. 2.1). Dieser Baum belegt, dass
die 16S rDNA-Sequenzen der Polypen aus dem Weifdmeer, der Ostsee und der Nordsee
liber eine grofse Homologie zu den Sequenzen der von Schroth et al. beschriebenen,
borealen Linie verfiigen (Abb. 2.1). Die 16S rDNA Sequenzen der Roscoff-Linie hingegen

weist eine starke Homologie zu den Sequenzen der ubiquitdren Linie auf (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Phylogeographischer Baum, der im Labor gehélterten Polypen, die den verschiedenen Linien
von Aurelia aurita zugeordnet wurden (nach Schroth et al, 2002). Die angegebenen Linien (Boreale,
Aurelia limbata, Mittelmeer-, Aurelia labiata, Arabische Halbinseln, Ubiquitire und die Tropische Linie
MCA) verfiigen zusatzlich iber ihre accession number in der NCBI library. Vor Verzweigungen sind die
jeweiligen bootstrap Werte angegeben. Der Masstab gibt die genetische Distanz an.

Um die Induktionsfahigkeit zur Strobilation, fiir die molekulare Analyse der
Metamorphose, der vier verschiedenen Linien von Aurelia aurita zu iiberpriifen, wurden
sie einer Temperaturreduzierung ausgesetzt (K. 7.1.1). Ein Grofsteil der Polypen der
Roscoff-Linie begann 2-3 Wochen nach der Reduzierung der Temperatur mit der
Strobilation. Die Polypen der anderen drei Linien aus der Ostsee, der Nordsee und dem
Weifdmeer hingegen strobilierten nur gering oder liberhaupt nicht. Die Polypen der
Roscoff-Linie waren somit durch ihre leichte Indizierbarkeit zur Strobilation ideal fiir
die molekularen Untersuchungen des Lebenszyklus von Aurelia Aurita. Zudem verfiigten
sie auch tiber eine besonders hohe asexuelle Reproduktion im Vergleich zu den anderen

drei Linien.

Alle analysierten Sequenzen, der im Labor gehalterten Polypen, entstammen der Spezies
Aurelia aurita. Die fiir die molekulare Untersuchung der Strobilation festgelegte Roscoff-
Linie, gehort zu der ubiquitdren Linie von Aurelia aurita. Die fiir die Mikroinjektion
verwendeten Embryonen aus der Ostsee hingegen, gehoren zu der borealen Linie von

Aurelia aurita (nach Schroth et al, 2002).
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2.2 Einsicht in die differentielle Genexpression wahrend des Lebenszyklus von
Aurelia aurita

Innerhalb der Cnidaria findet bei vielen Scyphozoen und Hydrozoen ein
Generationswechsel zwischen den Polypen- und den Medusen-Stadien statt. Die
molekularen Mechanismen zur Regulation der Lebenszyklen sind bislang ungeklart.
Aurelia aurita aus der Klasse der Scyphozoa ist einer der am besten studierten
Organismen und ideal zur Analyse der Strobilationsprozesse. Polypen von Aurelia aurita
sind leicht zur Strobilation anzuregen und alle benétigten Lebensstadien sind einfach zu
haltern. Durch die 454-Sequenzierung des Transkriptoms der drei Lebensstadien Polyp,
Strobila und Ephyra sollte eine vergleichende Genexpressionsanalyse Einblicke in die
molekularen Prozesse der Strobilation gewahren. Der Hauptfokus lag dabei speziell auf
den Genen, die ausschlieflich wahrend des Verlaufs der Strobilation exprimiert werden.
Mit dieser Vorgehensweise sollten Transkripte aufgespiirt werden, welche die
Strobilation von Aurelia aurita induzieren und steuern. Dariber hinaus sollten Gene, die

spezifisch fiir das Polypen- oder das Ephyra-Stadium sind identifiziert werden.

2.2.1 454-Sequenzierung und de novo Assemblierung des Transkriptoms von Aurelia
aurita

Zu Beginn meiner Arbeit existierten diverse sequenzierte Transkriptome verschiedener
Cnidaria. Ein Transkriptom eines Cnidaria mit einem metagenetischen Lebenszyklus
war aber nicht darunter. Um jedoch die molekularen Verdanderungen innerhalb eines
solchen Lebenszyklus, wie er bei Aurelia aurita vorkommt, zu analysieren, wurde ein
sequenziertes Transkriptom verschiedener Lebensstadien bendtigt. Die 454-
Sequenzierung mit dem Roche Genome Sequenzer FLX System bot die Mdglichkeit einer
ultra-high-throughput DNA-Sequenzierung.

Flr die vergleichende Analyse der Transkriptome mit der 454-Sequenzierung wurden
die drei Lebensstadien Polyp, Strobila und Ephyra ausgewahlt. Die verwendete mRNA
wurde aus Organismen der Roscoff-Linie (rc) extrahiert. Insgesamt wurden 4,5 FLX-
Chips fiir die Sequenzierung des Transkriptoms mit dem Roche Genome Sequenzer FLX
System verwendet - jeweils 1,5 Chips pro Lebensstadium. Fiir das Polypenstadium
konnten 115,86 Mb, bestehend aus 498.676 Reads, fiir das Strobilastadium 118,79 Mb,

bestehend aus 521.839 Reads und fiir das Epyhrastadium 105,34 Mb, bestehend aus
17



Kapitel 2: Ergebnisse

457.957 Reads, sequenziert werden (Tab. 2.1). Fiir die Analyse der Transkripte wurden
drei stadienspezifische Assemblys mit dem TGICL Assembler, einer Software zum
Clustern von EST-Datensdtzen, assembliert. Das Ergebnis waren drei verschiedene
Transkriptome: aaur_rc_polyp_final mit 20.479 Contigs und 76.991 Singletons,
aaur_rc_strobila_final mit 30.378 Contigs und 50.859 Singletons und
aaur_rc_ephyra_final mit 26.272 Contigs und 48.029 Singletons (Tab. 2.2, sieche Anhang
9.8). Die vergleichende Auswertung dieser stadienspezifischen Transkriptome ergab,
dass die Datensdtze zu stark fragmentiert waren, um fundierte Aussagen iiber
strobilations- und stadienspezifische Gene zu treffen. Eine Alternative dazu stellte die
Assemblierung der gesamten sequenzierten Transkripte zu einem stadienunabhdngigen
Transkriptom dar.

Dieses Transkriptom (db454_aaur_rc_final) wurde ebenfalls mit dem TGICL Assembler
erstellt und umfasste 62.632 Contigs und 134.139 Singletons (Tab. 2.2, siehe Anhang
9.8). Aber der TGICL Assembler lief3 keine Riickschliisse tiber die Anzahl und die
stadienspezifische Herkunft der verwendeten Reads fiir die Erstellung eines Contigs zu.
Dementsprechend konnte die TGICL Assembly nicht fiir die Analyse von strobilations-
oder stadienspezifischen exprimierten Genen verwendet werden.

Deshalb wurden mit dem Celera Assembler, der normalerweise fiir de novo whole-
genome shotgun DNA sequence Assemblierungen verwendet wird, zwei weitere
Assemblies erstellt. Der Celera Assembler besitzt gegeniiber dem TGICL Assembler den
Vorteil, dass er die Anzahl der zusammengefassten Reads eines Contigs nach
Datensdtzen getrennt dokumentiert. Somit konnte riickgeschlossen werden, aus
welchen der drei Datensatze, Polyp, Strobila oder Ephyra, die Reads fiir ein Contig
bezogen wurden. Die erste sehr stringente Celera Assembly (98 % identity),
aurelia_celera_v01, enthielt 50.580 Contigs und 179.129 Singletons (Tab. 2.2, siehe
Anhang 9.8). Eine zweite weniger stringente Assembly (95 % identity),
aurelia_celera_v02, umfasste nur noch 40.595 Contigs. Sie wurde erstellt aus 384.969
Reads des Polypen, 404.628 Reads der Strobila und 457.957 Reads der Ephyra (Tab.
2.1). Reads von geringer Qualitit wurden aus dieser Assembly ausgeschlossen. Die
manuelle Uberpriifung der aurelia_celera_v02 Assembly ergab jedoch eine hohe
Redundanz des Transkriptoms. So konnten z. B. Allele eines Gens gefunden werden, die
durch zwei Contigs reprasentiert wurden. Durch einen weiteren Genome Assembler
,Minimus’ (Sommer et al, 2007) wurden redundante Contigs ausgeschlossen und die

Assembly auf insgesamt 29.608 Contigs reduziert. Auf Grund ihres Umfangs an Contigs
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und der geringen Redundanz war diese Assembly optimal fiir die weitere Analyse der

differentiellen Genexpression.

Tab. 2.1: Ubersicht der Sequenzen aus den 454-Sequenzierungen des Transkriptoms der verschiedenen
Lebensstadien: Polyp, Strobila und Ephyra von Aurelia aurita. Es wurden je Lebensstadium 1,5 GS FLX-
Chips sequenziert. Die Ausbeute der Sequenzierung kann aus der Anzahl der Reads und den
sequenzierten Basen abgelesen werden. Zudem wird der Datensatz angegeben, der fiir die celera_v02
Assembly verwendet wurde.

Lebensstadium verwendﬁ?gsrggilx-Chips Reads Sequenzierte Basen
Polyp 1,5 498.676 115,86 Mb
Strobila 1,5 521.839 118,79 Mb
Ephyra 1,5 457.957 105,34 Mb
Total 4,5 1.478.472 339,99 Mb
Verwendete Reads fiir die Celera_v02 Assembly
Polyp 1,5 384.969
Strobila 1,5 404.628
Ephyra 1,5 363.584
Total 4,5 1.153.181

Tab. 2.2: Ubersicht iiber die spezifischen Transkriptome aus Polyp, Strobila und Ephyra. Neben dem
Lebensstadium ist der Name der Assembly mit der Angabe zur Anzahl der darin enthalten Contigs und

Singletons angegeben.

Lebensstadium Name des Assembler Contigs | Singletons
Transkriptoms

Polyp aaur_rc_polyp_final TGICL 20.479 76.991
Strobila aaur_rc_strobila_final | TGICL 30.378 50.859
Ephyra aaur_rc_ephyra_final TGICL 26.373 48.029
Polyp, Strobila, Ephyra | db454_aaur_rc_final TGICL 62.632 134.139
Polyp, Strobila, Ephyra | aurelia_celera_vO01 Celera 50.580 179.129
Polyp, Strobila, Ephyra | aurelia_celera_v02 Celera/Minimus | 29.608 -

2.2.2 Analyse der differentiellen Genexpression von verschiedenen Lebensstadien:
Polyp, Strobila und Ephyra

Um zu ermitteln, welche Transkripte stadienspezifisch fiir den Polypen, die Stobila und
die Ephyra exprimiert werden, wurde eine Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Aus
dem Gesamt-Transkriptom aurelia_celera_v02, bestehend aus 29608 Contigs, wurden
differentiell exprimierte Gene des Polypen, der Strobila und der Epyhra selektiert. Ein
Contig galt als stadienspezifisch, wenn 80 % (+/- 10 %) der Reads, aus denen es
zusammensetzt war, alleinig in einem Lebensstadium vorhanden waren. Zudem musste

das Contig mindestens 15 Reads im Gesamt-Transkriptom aufweisen. Diese Limitation
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der Expression (auf ein Lebensstadium) ergab 266 polypenspezifische, 218
strobilaspezifische und 191 ephyraspezifische Transkripte (Abb. 2.2 a). Diese 675
Sequenzen wurden mit einem basic local alignment search tool for translated nucleotides
(blastx) Algorithmus auf ihre Homologie zu bereits bekannten Proteinen analysiert.
Anschliefend wurden aus den untersuchten Genen Kandidatengene ausgewahlt, die
eine Auswirkung auf das jeweilige Lebensstadium haben konnten. Die selektierten Gene
wurden zudem mit der simple modular architecture research tool (SMART) Analyse auf

ihre Protein-Domanen hin untersucht.

a b
) ) aurelia_bs_polypD:lj:Cl:| 146 aa
I _run090409_5
i TN
_Strobila-spezifische . Cl4176 [ — 190 aa
/ Contigs: 218 \ .
/ A CL839 | ——v v 436 aa
y/ \

\\\ )\ ;‘
\ c)/ N

| cl112 Ty 474 aa

CI390 (I SN F— 163 aa

Cl11661/HMG % 196 aa
- )

C13975/

mesoglein [<:>:|:IIUJ 163 aa
mostncan SR

myosin tail AR= :_‘ C 0] Ell 1945 aa
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Polyp-spezifische Ephyra-spezifische 4
Contigs: 266 Contigs: 191

Transmembran

Wiederhol\mgﬂ Doma
oméane

HSignalpeptid H coiled coil Region

Abb. 2.2: Ubersicht der spezifischen Transkripte der Lebensstadien Polyp (rot), Strobila (blau) und
Ephyra (griin). a: Auswahl stadienspezifischer Contigs aus dem Gesamt-Transkriptom aurelia_celera_v02.
Die Auswahl beinhaltet Gene deren Reads, zu 80 % (+/- 10 %) alleinig in einem Lebensstadium
vorhanden waren, zudem musste das Gen lber mindestens 15 Reads verfiigen. b: smart Protein-
Vorhersage fiir drei polypenspezifische Gene aurelia_bs_polyp_run090409_5, C14176 und Cl839; c: smart
Protein-Vorhersage fiir drei strobilaspezifische Gene Cl112, CI390 und Cl1661/HMG; d: smart Protein-
Vorhersage fiir zwei epyhraspezifische Gene C13975/mesoglein und Cl484 /myosin tail.

In der Gruppe der weiter zu untersuchenden polypenspezifischen Gene wurden drei
Kandidatengene ausgewahlt (Abb. 2.2 b, Tab. 2.3 rot markiert). Dazu gehorte das Gen
aurelia_bs_polyp_run090409_5, das fiir ein sezerniertes Protein mit Signalpeptid und
mehreren Arginin-Wiederholungen (Xs2Rs(X2R4)3X3R2X2RX2RX4RXR2X9R) kodiert. Es
weist keine Homologie zu einem bekannten Protein in der blastx Analyse auf und wurde
deswegen als taxonomically restricted gene (TRG) Kklassifiziert. Ein weiteres

ausgewadhltes TRG Cl4176, das auch fiir ein sezerniertes Protein kodiert, beginnt
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ebenfalls mit einem Signalpeptid gefolgt von mehreren Arginin-Wiederholungen
(X136RX2RX11RX7RX7(RX)5X2R11). Das dritte polypenspezifische Gen CI839 kodiert fiir ein
sezerniertes Protein mit einem Signalpeptid, zwei SCP-Doménen mit einen e-Wert von
2e3¢ und 2e-3! und eine ShK Toxin-Domédne mit einem e-Wert von 1le. Es weist in der
blastx Analyse eine hohe Homologie zu einem Protein PREDICTED: GLI pathogenesis-

related 2 [XP_690132.3] von Danio rerio (Osteichthyes) mit einem e-Wert von 2e-4? auf.

Die Gruppe der ausgewahlten strobilaspezifischen Gene umfasst ebenfalls drei Contigs
(Abb. 2.2 ¢, Tab. 2.3 blau markiert): das TRG Cl112, das fiir ein sezerniertes Protein mit
einem Signalpeptid und einer epidermal growth factor-like (EGF) Domdne mit einem
geringen e-Wert von 8e? kodiert, sowie das TRG CI390, das ein Peptid mit einem
Signalpeptid und mehreren Arginin-Wiederholungen
(Xs7R3X2R3X4(R3X3)2(R3X2)2R3X3(R3X2)2R3X3(R3X2)2R3X3R3) kodiert; zusatzlich wurde das
Gen Cl1661, das zwei high mobility group (HMG) Doménen mit einem e-Wert von 7e13
und 9e25 kodiert, ausgewahlt. Dieses Gen weist in der blastx Analyse eine hohe
Homologie zu dem putative HMG-like protein [AA092280.1] von Dermacentor variabilis

(Arachnida) mit einem e-Wert von 7e-2¢ auf.

Die ausgewahlten polypenspezifischen Transkripte bilden mit zwei Genen die dritte
Gruppe (Abb. 2.2 d, Tab. 2.3 griin markiert). Dazu gehort das Gen Cl3975, das fiir ein
Transmembranprotein mit einem Delta/Serrate Liganden mit einem e-Wert von 5e3,
einer Zona Pellucida Domine mit einem e-Wert von 2e35 und einer
Transmembrandomédne kodiert. In der blastx Analyse weist es eine starke
Sequenzahnlichkeit zu der mesoglein variant 1 von Aurelia aurita mit einem e-Wert von
1e177 auf. Allerdings verfligt die von Matveev et al, 2007 beschriebene mesoglein
variant 1 nicht Uber eine Transmembrandomane. Somit ist Mesoglein kein sezerniertes
Protein, wie urspriinglich von Matveev postuliert, sondern ein Transmembranprotein.
Das zweite spezifische Gen der Ephyra ist Cl484, das fiir ein Protein mit einer E3
Ubiquitin-Ligase (BRE1) Domane mit einem e-Wert von 6e? und der Endregion der
schweren Kette von Myosin (Myosin_tail_1) mit einem e-Wert von 1le?, kodiert.
Flankiert werden diese beiden Domanen von mehreren Wiederholungen und zwei coiled
coil Regionen. In der blastx Analyse weist Cl484 eine starke Homologie zu kinesin K39
[XP_001464299.1] von Leishmania infantum (Euglenozoa), mit einem e-Wert von 4e-62,

auf.
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Interessanterweise gehdren mehrere der ausgewdahlten TRGs wie Cl112, CI390 und
aurelia_bs_polyp_run090409_5 zu den am stdrksten exprimierten Genen im jeweiligen
Lebensstadium. Um weitere zum Teil nur gering und nicht stadienspezifisch exprimierte
Gene und ihren Einfluss auf die Strobilation zu untersuchen wurden weitere

interessante Kandidatengene ausgewahlt.

2.2.3 Selektion weiterer Kandidatengene fiir die Untersuchung des Prozesses der
Strobilation

Aus den verschiedenen Transkriptom Assemblierungen (K. 2.2.1) wurden weitere Gene,
die auf Grund Ihrer potentiellen Funktion Einsicht in den Verlauf der Metamorphose
versprachen, ausgewahlt. Sie wurden mit der SMART Analyse auf ihre Proteindomdnen
und mit der blastx Analyse auf ihre Homologie zu bereits bekannten Proteinen

untersucht.

Es wurden 17 weitere Gene, die einen moglichen direkten Einfluss auf der Strobilation
haben konnten, selektiert. Diese Gene konnen in fliinf Gruppen gegliedert werden:
Rezeptoren, sezernierte Morphogene, TRGs, transkriptions-regulierende Proteine und

Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 2.3: Ubersicht iiber die SMART Protein-Vorhersage strobilationsspezifischer Gene, die einen
direkten Einfluss als Rezeptoren (a), sezernierte Morphogene (b), TRGs (c), transkriptions-regulierende

Proteine (d) und Transkriptionsfaktoren (e) auf die Strobilation haben kdnnten. a: Rezeptoren:
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celera_v01_contig_ 2599/patched, celera_v01_contig 3071 /patched 1II, celera_v01_contig 26884 /RXR,
celera_v01_contig_16788/RXR II, 03_aurelia_rc_final ASM_848/frizzled, celera_v01_contig 15429/
Melanocortin Rezeptor; b: sezernierte Morphogene: 03_aurelia_rc_finalASM _4359/BMP; c: TRGs: C1160
und ClI361; d: transkriptions-regulierende Proteine: celera_v01_contig_14607/EED und DNMT; e:
Transkriptionsfaktoren: celera_v01_contig CL4522/ETS, 02_aurelia_rc_final_rsASM#1_3545/budhead,
paxeé, 03_aurelia_rc_finalASM_7593 /Tbx1, 3169fA_c02_1186/chordin und
02_aurelia_rc_final_rsASM#1_13042/MSX.

In der Gruppe der Rezeptoren sind vier verschiedene Signaltransduktionswege mit
sechs Genen vertreten (Abb. 2.3 a, Tab. 2.3 blau markiert). Dazu gehoért der Sonic
Hedgehog-Signalweg und die Wingless-Signalkaskade, die bei Drosophila (Arthropoda)
fir die Segmentierung des Embryos und die anschlieffende Determinierung der
Zellschicksale verantwortlich sind (Gilbert & Singer, 2006), sowie der Retinoic-X-
Rezeptor, der bei den Insekten und Amphibien fiir die Induktion der Metamorphose
zustandig ist (Gilbert & Singer, 2006) sowie der Melanocortin-Rezeptor. Die ersten
beiden Gene dieser Gruppe kodieren fiir Rezeptoren des Sonic Hedgehog-Signalwegs.
Das Gen celera_v01_contig 2599 (im weiteren patched genannt) kodiert fiir eine
Patched-Domaéane mit einem e-Wert von 3e-12. Es weist eine hohe Sequenzahnlichkeit zu
dem PREDICTED: similar to Patched domain-containing protein 3 [XP_002162641.1]
von Hydra magnipapillata (Hydrozoa) mit einem e-Wert von 3e®’ auf. Das Gen
celera_v01_contig 3071 (im weiteren patched Il genannt) kodiert ebenfalls eine fir
Patched-Doméane mit einem e-Wert von 2e”’. In der blastx Analyse weist das Gen eine
starke Homologie zu dem hedgehog Rezeptor [NP_195548.5] von Arabidopsis thaliana
(Magnoliopsida) mit einem e-Wert von 5e-151 auf. Das dritte ausgewdhlte Gen kodiert
einen Rezeptor des Wnt-Signalweges. Das Gen 03_aurelia_rc_final ASM_848 (im
weiteren frizzled genannt) kodiert flr eine Frizzled-Doméane mit einem e-Wert von 2e-44,
gefolgt von einer low-density Lipoprotein Rezeptor-Domane Klasse A (LDLa) mit einem
e-Wert von 6e-12 und einer Fibronectin Typ 3 Doméne (FN3) mit einem e-Wert von 5e-.
Zudem verfligt das Gen mit einem e-Wert von 5e32 {iber eine starke Homologie zu
,[XP_002748106.1] PREDICTED: frizzled-2-like“ von Callithrix jacchus (Chordata). Die
nachsten beiden Gene dieser Gruppe kodieren fiir die Retinoic-X-Rezeptoren, die bei den
Amphibien und den Insekten in der Form des Homologs Ultraspiracle fiir die Induktion
der = Metamorphose  verantwortlich  sind  (Gilbert &  Singer, 2006).
Celera_v01_contig 26884 (im weiteren RXR genannt) kodiert eine c4 Zink-Finger
(ZnF_C4) Domane mit einem e-Wert von 1le3% und eine Hormonrezeptor Ligand-

Bindedomidne (HOLI) mit einem e-Wert von 1e-l. Das Gen weist eine Sequenzihnlichkeit,
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mit einem e-Wert von 1le1%2, zu dem retinoic acid X receptor [AAC80008.1] von
Tripedalia cystophora (Cubozoa) auf. Das zweite Gen mit dem Namen RXR I,
celera_v01_contig 16788, kodiert ausschliefllich fiir eine HOLI Domane mit einem e-
Wert von 1e- und verfiigt in der blastx Analyse liber eine hohe Homologie, mit einem e-
Wert von 2e8, zu dem COUP-TF1 nuclear orphan receptor [AAU11312.1] von Hydra
vulgaris (Hydozoa). Das letzte Gen dieser Gruppe gehort zu der Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Sie beinhaltet unter anderem die Melanocortin-
Rezeptoren, die fiir die Pigmentierung und Appetit-Regulation zusténdig sind (Cooray &
Clark, 2010). Nach dem Beginn der Strobilation nimmt die Strobila keine Nahrung mehr
auf und ihre Pigmentierung nimmt stark zu. Das Gen fiir den Melanocortin-Rezeptor,
celera_v01_contig 15429, kodiert fir einen Sieben-Transmembran-G-Protein-
gekoppelten-Rezeptor (7TM_GPCR_Srd) mit einem e-Wert von 3e-2. In der blastx Analyse
weist es eine Homologie, mit einem e-Wert von 2e8, zu dem melanocortin 1 receptor

[ACB11585.1] von Crotalus tigris (Reptilia) auf (Tab. 2.3, blau markiert).

Zu den sezernierten Morphogenen zahlt ein Gen aus der Transforming Growth Factor 3
Familie, deren Proteine Prozesse wie Zellmigration, Differenzierung, Zellteilung und
Apoptose regulieren (Gilbert & Singer, 2006). Das bekannte Gen 03_aurelia_rc_finalASM
_4359 (im weiteren BMP genannt) (Tab. 2.3 blau markiert), wurde durch eine rapid
amplification of cDNA-ends with polymerase chain reaction (RACE-PCR) erweitert. Es
kodiert fiir ein sezerniertes Protein mit einem Signalpeptid, gefolgt von einem TGF-f3
Propeptid mit einem e-Wert von 1e?? und einer Transforming growth factor-f family
(TGFB) Domane mit einem e-Wert von 2e->* (Abb. 2.3 b). In der blastx Analyse weist es
eine starke Homologie zu BMP5-8 [ABA42602.1] von Podocoryna carnea (Hydrozoa),

mit einem e-Wert von 7e-81, auf.

Zwei weitere spannende TRGs, die zu den insgesamt am stiarksten exprimierten Genen
gehoren, bilden die dritte Gruppe der zu untersuchenden Gene (Abb. 2.3 ¢, Tab. 2.3 blau
markiert). Das TRG Cl160 kodiert ein Protein von 140 Aminosauren (aa) ohne Doméanen.
Das zweite TRG Cl631 kodiert ein sezerniertes Protein mit Signalpeptid und mehreren
Arginin-Wiederholungen (XRX37RXsRXRX17RX15R5X13RX15R5X13RX15R5X13RX?). Bei Hydra
(Hydrozoa) wurde bereits bewiesen, dass TRGs einen Einfluss auf die Musterbildung

und die Morphogenese haben kénnen (Khalturin et al., 2008).
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Zudem wurden zwei Gene ausgewadhlt, die fiir transkriptions-regulierende Proteine
kodieren. Thre verdnderte Expression sollte epigenetische Prozesse wahrend der
Strobilation aufdecken (Abb. 2.3 d, Tab. 2.3 blau markiert). Dazu gehorte das Gen
celera_v01_contig 14607, das ein Protein mit sechs beta-transducin repeats (WD40) mit
e-Werten von 9e?0, 7e8, 6e%, 5e0, 5e9, 4e-1 kodiert. In der blastx Analyse hat es eine
grofde Homologie zu embryonic ectoderm development (EED) [AAR06604.1] von Hydra
vulgaris (Hydrozoa) mit einem e-Wert von 3e140. Das EED Protein gehorte zu dem
Polycomb Repressions-Komplex 2, der speziell das Histon H3 methyliert und so tliber
eine epigenetische Chromatin-Modifikation Gene ausschaltet (Genikhovich et al., 2005).
Das zweite Gen, de novo-Methyltransferase (DNMT) genannt, wurde aus mehreren
Singletons zusammengesetzt und kodiert fiir eine Zink-Finger-Domane (zf-CXXC) mit
einem e-Wert von 3el” und eine Bromo adjacent homology Domiane (BAH), die in
eukaryotischen DNA-Methyltransferasen vorkommt, mit einem e-Wert von 5e-2. Zudem
weist das Gen eine starke Homologie zu der DNA-Methyltransferase 1c [CAD43079.1]

von Paracentrotus lividus (Echinodermata) mit einem e-Wert von 1e-138 auf.

Die letzte Gruppe umfasst sechs Gene, die fiir Transkriptionsfaktoren (TF) kodieren
(Abb. 2.3 e, Tab 2.3 blau markiert). Diese binden spezifisch an die DNA und induzieren
oder inhibieren die Transkription weiterer Gene. Dazu gehorte das Gen
celera_v01_contig CL4522 (im weiteren ETS genannt), das eine SAM/Pointed (SAMPNT)
Doméine mit einem e-Wert 1e?8 und eine erythroblast transformation specific (ETS)
Domadne mit einem e-Wert von 3e->? aufweist. In der blastx Analyse verfiigt das Gen liber
eine starke Homologie mit einem e-Wert von 6e-13° zu dem ,PREDICTED: similar to Ets
domain transcription factor [XP_002163608.1]“ von Hydra magnipapillata (Hydrozoa).
Wahrend der Metamorphose von Drosophila konnte bereits gezeigt werden, dass der TF
E744, der fiir eine ETS-Domaéne kodiert und zu den ,early response genes” gehort, im
Verlauf der Metamorphose weitere ,secondary response” Promotoren aktiviert (Urness
& Thummel, 1995). Ein anderes interessantes Gen, 02_aurelia_rc_final_rsASM#1_3545,
budhead genannt, kodiert fiir eine Forkhead (FH) Domane mit einem e-Wert von 9e-#4.
Zudem weist es eine grofe Homologie zu dem ,PREDICTED: similar to forkhead
protein/forkhead protein domain [XP_001812698.1]" von Tribolium castaneum (Insecta)
mit einem e-Wert von 6e4? auf. Die Expression von forkhead (budhead) wahrend der
Strobilation kénnte sehr interessant sein, da es in Hydra eine kritische Rolle in der Kopf-

und damit bei der Achsenbildung spielt (Martinez et al, 1997). Ein weiteres
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interessantes Gen fiir die Entwicklung der Augen und sensorischen Organe war paired-
box-gene (PAX) 6, zusammengesetzt aus mehreren Singletons. Es kodiert fiir eine PAX
Domaéane mit einem e-Wert von 1e-8% und verfiigt liber eine Sequenzihnlichkeit mit dem
Pax-B [AAB58294.1] von Chrysaora quinquecirrha (Scyphozoa) von 3e->. Ein anderes
Gen 03_aurelia_rc_finalASM _7593 kodiert fiir eine T-Box/Brachyury (TBOX) Domaéne
mit einem e-Wert von 3e-193, Das brachyury Homolog HyBral verfligt liber eine wichtige
Rolle in der frithen Formation des Hypostoms bei Hydra (Bielen et al,, 2007). Die blastx
Analyse des Gens ergibt eine starke Homologie zu tbx1 [AAQ23383.1] von Nematostella
vectensis (Anthozoa) von 4e#8). Ein BMP-regulierender TF stellte das Gen
3169fA_c02_1186 dar. Es kodiert fiir zwei von Willebrand Faktor Typ C (VWC) Doméanen
mit e-Werten von 8e2 und 2e3, sowie eine Pacifastin | Domane mit einem e-Wert von
5e-4. Zudem verfiigt es iiber eine hohe Sequenzahnlichkeit zu dem chordin-like protein
[AAO60428.1] von Hydra magnipapillata (Hydrozoa) mit einem e-Wert von 4e-24. Das
letzte Gen dieser Gruppe 02_aurelia_rc_final. rs ASM#1_13042 kodiert fiir eine
Homeodomain (HOX) mit einem e-Wert von 5e-2% und wies in der blastx Analyse eine
Sequenzahnlichkeit von 2e3? zu dem homeodomain protein Msx [AAX58756.1] von
Podocoryna carnea (Hydrozoa) auf. Bei Podocoryna carnea konnte PcMsx schon im
Entocodon und in der sich differenzierenden Muskulatur der Meduse festgestellt

werden (Seipel & Schmid, 2005).

Diese 16 strobilationsspezifischen Gene wurden mit der ISH auf ihre Expression in den
vier verschiedenen Lebensstadien, Polyp, junge Strobila, alte Strobila und Ephyra -

beschrieben in Kapitel 2.2.5 - untersucht.

Tab. 2.3: Ubersicht der verwendeten Gene in der whole mount in situ Hybridisierung, unterteilt in die
verschiedenen Ansitze der Hybridisierungen mit Kapitelnummer: 2.2.4 Gene fiir die Etablierung der
whole mount in situ Hybridisierung, 2.2.5 Strobilationsspezifische Gene, 2.2.6 Spezifische Gene des
Polypen und der Ephyra, 2.2.7 Stammzellspezifische Gene, 2.2.8 Nervensystemspezifische Gene. Die
Spalten der Tabelle beziehen sich auf die verwendete Assembly, den Sequenz-Namen innerhalb der
Assembly, den festgelegten Gen-Namen, die Lange des Gens in bp und die Lange der verwendeten Sonden
fir die whole mount in situ Hybridisierung in bp. Durch eine basic local alignment search tool for
nucleotides (blastn) Analyse wurden alle Transkripte, die nicht aus einer Celera Assemblierung stammten,
der identischen Sequenz in der Assemblie aurelia_celera_v01 oder aurelia_celera_v02 zugeordnet.
Dadurch konnte die Expression eines Transkripts, angegeben in Reads aus dem ein Contig
zusammengesetzt wurde, bezogen auf die Lebensstadien Polyp (Po), Strobila (St) und Ephyra (Ep),
abgeleitet werden. In der Spalte in situ Hybridisierung werden die Zellen oder Lebensstadien angegeben,
die ein deutliches Signal aufwiesen. Farbcode: braun: Gene fiir die Etablierung der whole mount in situ
Hybridisierung, blau: strobilationsspezifische Gene, rot: polypenspezifische Gene, griin: ephyraspezifische
Gene, orange: stammzellspezifische Gene, violett: Prakursor-Neuropeptid-Gene.
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Assem Sequenz-Name Gen Name Sequenz | Sonden- _Celera Assembly Po St Ep in situ

bly -Lénge Lange Ubereinstimmung Reads | Reads Reads | Hybridisierung
2.2.4 Gene fur die Etablierung der whole mount in situ Hybridisierung
bs_pol | aurelia_bs_polyp_run zebra 1330 bp | 1188 bp | celera_v02_CI107 996 204 872 Driisenzellen
yp 090409_87
rc_fina | 03_aurelia_rc_finalASM _3407 | Minicollagen 851 bp 356 bp | celera_v01_Cl4068 59 166 111 Nematoblasten
| CI3407
rc_fina | 01_aurelia_rc_strobila_ Minicollagen 608 bp 504 bp | celera_v01_CI7797 1 14 4 Nematoblasten
| run090409_1764 Cl1764
rc_fina | 03_aurelia_rc_finalASM _1900 | Minicollagen 1170 bp 514 bp | celera_v01_CL13738 20 51 14 Nematoblasten
| Cl1900
rc_fina | 03_aurelia_rc_finalASM _7145 | Minicollagen 1109 bp 427 bp | celera_v01_CI11588 51 90 74 Nematoblasten
| Cl7145
rc_fina | 03_aurelia_rc_finalASM Minicollagen 872 bp 583 bp | celera_v01CI5962 7 73 20 Nematoblasten
| _ 12648 Cl12648
2.2.5 Strobilationsspezifische Gene
celera | 112 rA_c02_112 EFG 1693 bp 879 bp | celera _v02_CI112 2 995 257 friihe Strobila
_v02
celera 390 rA_c02_390 Rx Gene 711 bp 515 bp | celera_v02_CI390 0 2002 9 frihe Strobila
_v02
celera 1661 rA_c02_1661 HMG 1450 bp 525 bp | celera_v02_Cl1661 18 335 34 Proliferations
_v02 zone Ropalien
celera | celera_v01_contig_ 2599 patched 2483 bp 826 bp | celera_v02_CI3211 0 151 207 Segmente der
_vO01 Strobila
celera | celera_v01_contig_ 3071 patched II 2402 bp 1018 bp | celera_v02_CI295 117 28 131 Endoderm
_v01 jedes Stadium
celera | celera_v01_contig_ 26884 RXR 452 bp 391 bp | celera_v02_Cl10669 1 7 0 Rhopalien,
_vO01 Strobila
celera | celera_v01_contig_ 16788 RXR II 958 bp 831 bp | celera_v02_Cl6704 2 15 4 kein Signal
_vO01
rc_fina | 03_aurelia_rc_final ASM_848 frizzled 961 bp 867 bp | celera_v02_CI1828 4 39 28 kein Signal
|
celera | celera_v01_contig_ 15429 Melanocortin 1106 bp 934 bp | celera_v01_CI15429 16 5 8 kein Signal
_vO01 Rezeptor
rc_fina | 03_aurelia_rc_finalASM _4359 | BMP 1328 bp 422 bp | celera_v02_CI8094&1 2 8 8 Proliferationsz
| 1138 one Rhopalien
celera | 160 rA_c02_160 heme binding 650 bp 512 bp | celera_v02_CI160 0 283 1227 | Gastrovaskular
_v02 system
celera | 631 rA_c02_631 Rx Gene 791 bp 581 bp | celera_v02_Cl631 0 2458 1617 | frihe Strobila
_v02
celera | celera_v01_contig_ 14607 EED 1360 bp | 1057 bp | celera_v02_CI5371 3 29 1 kein Signal
_vO01
rc_fina | F30U4RL0O1CQ90Z DNMT 1393 bp | 1300 bp | keine - - - kein Signal
| Ubereinstimmung

2.2.6 Sperzifische Gene des Polypen und der Ephyra

bs_pol | aurelia_ Rx Gene 677 bp 523 bp | celera_v02_1655 1409 38 0 Tentakeln

yp bs_polyp_run090409_5

celera | db454_aurelia_celera_ vO1_ Rx Gene 822 bp 508 bp | celera_v01_Cl4176 488 13 4 Endoderm

_v01 contig_4176 (CL2) Polyp

rc_pol [ 03_aurelia_rc_polyp_ Toxin 1466 bp | 1282 bp | celera_v02_CI839 78 1 4 Driisenzellen

yp finalASM_1549

rc_pol | 03_aurelia_rc_polyp_ Toxin 1445 bo 1007 bp | celera_v02_CI896 63 0 113 Driisenzellen

yp finalASM_1270

celera | CI3975 fA_c02_5805 mesoglein 1534 bp 610 bp | celera_v02_CI3975 1 10 238 Hypostom &

_v02 Mesogleazellen

rc_eph [ 03_aurelia_rc_ephyra myosin tail 5900 bp 905 bp | celera_v02_Cl484 2 0 291 Ring- & Langs-

yra _finalASM_3300 muskulatur

2.2.7 Stammzellspezifische Gene

rc_fina | 03_aurelia_rc_finalASM nanos 1428 bp 697 bp | celera_v02_CI8933&9 0 19 2 Rhopalien,

| _ 12850 532 Strobila

rc_fina | F2X1FZH02JK691& cniwi 454 bp 424 bp | keine = = = kein Signal

| F2X1FZH02HOIRU Ubereinstimmung

rc_fina | 02_aurelia_rc_final_ sox2 1075 bp 980 bp | celera_v02_CI21935 1 0 2 kein Signal

| rsASM#1_4675

rc_fina | F2ZK13CNO2GKLVA KLF13 239 bp 222 bp | celera_v02_CI27914 0 3 0 kein Signal

|

2.2.8 Nervensystemspezifische Gene

celera | celera_v01_contig_ 11246 RF-amide 2686 bp 1178 bp | celera_v02_Cl4387 11 6 112 Nervenzellen
v01

celera | celera_v01_contig_ 19898 LW-amide 583 bp 501 bp | celera_v02_CI8707 4 2 8 Nervenzellen
v01
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Zusatzlich wurden vier stammzellspezifische Transkriptionsfaktoren ausgewahlt, um
Stammzellen in den verschiedenen Lebensstadien von Aurelia aurita zu detektieren
(Abb. 2.4 a, Tab. 2.3 orange markiert). [hr Nachweis sollte etwas iiber ihre Morphologie
und ihr Vorkommen in Erfahrung bringen. Das Gen 03_aurelia_rc_finalASM _12850 (im
weiteren nanos genannt) wurde durch eine RACE erweitert und kodiert fiir eine Zink-
Finger-Domane (ZnF_C2HC) mit einem e-Wert von 1e0. In der blastx Analyse verfiigt es
iber eine grofe Homologie zu nanos 1 [AAU11513.1] von Podocoryna carnea
(Hydrozoa) mit einem e-Wert von 3e#?. Ein weiteres spannendes Gen ist cniwi.
Zusammengesetzt aus mehreren Singletons, kodiert es fiir eine Piwi-Domane mit einem
e-Wert von le12. Es weist eine hohe Sequenzihnlichkeit zu piwi [BAJ07609.1] von
Ephydatia fluviatilis (Anthozoa) mit einem e-Wert von 4e43 auf. Das dritte ausgewahlte
Gen 02_aurelia_rc_final rsASM#1_4675 (im Folgenden soxZ2 genannt) weist keine
Protein-Domaéanen auf. In der blastx Analyse verfiigt es aber iiber eine hohe Homologie
zu SoxBb [ACF33140.1] von Acropora millepora (Anthozoa) mit einem e-Wert von 4e-30.
Das letzte Gen dieser Gruppe, der Kriippel-like faktor (KLF) 13, wurde zusammengesetzt
aus mehreren Singletons und kodiert fiir zwei Zink-Finger Doménen (ZnF_C2HC) mit e-
Werten von 1le? und 10e?. Es verfligt in der blastx Analyse iiber eine hohe
Sequenzahnlichkeit zu dem PREDICTED: krueppel-like factor 13-like [XP_002749103.1]

von Callithrix jacchus (Chordata) mit einem e-Wert von 7e-37.

Die Expression dieser stammzellspezifischen Gene wurde ebenfalls in der ISH an den

vier verschiedenen Lebensstadien (s.o0.) untersucht (K. 2.2.7).

a) . )
03_aurelia_rc_finalASM L.
_12850/nanos 1 b 251 aa cniwi || 103 aa
02_aurelia_rc_final
= = e 79 aa
rsASM#1.4675/sox2 L] 141 aa KLF13 [ljD]
b) g .
celera_v01_contig 112 - celera_v01_contig_1989 i
46/ R amide ™. — B 420aa gt [ I 38 O 157aa

Region geringer

USignalpeptid U Komplexitit Wiederholung || coiled coil Region

Abb. 2.4: Ubersicht iiber die SMART Protein-Vorhersage stammzellspezifischer Gene (a) und Prakursor-
Neuropeptid-Gene (b). a: 03_aurelia_rc_finalASM  _12850/nanos, cniwi, 02_aurelia_rc_final_
rsASM#1_4675/sox2, KLF13; b: celera_v01_contig_11246/RF-amid, celera_v01_contig_19898/LW-amid.

Ein weiterer interessanter Aspekt der Metamorphose ist die Verdnderung des diffusen
Nervensystems des Polypen zu dem organisierten Nervensystem der Meduse mit
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Sinnesorganen. Um die neuronalen Zellen zu detektieren, wurden zwei Gene verwendet,
die liber eine hohe Sequenzdhnlichkeit zu Prakursor-Neuropeptiden verfiigen (Abb. 2.4
b, Tab. 2.3 violett markiert). Das Gen celera_v01_contig_11246 (im weiteren Arginin-
Phenylalanin-Amid (RFamid)) genannt, kodiert fiir ein sezerniertes Protein mit
Signalpeptid und zwei Wiederholungen. Es verfiigt tiber eine hohe Sequenzahnlichkeit
zu dem precursor protein for RFamide [CAA66062.1] von Hydractinia echinata
(Hydrozoa) mit einem e-Wert von 9e195, Das zweite Gen (im folgenden Leucin-
Tryptophan-amid (LWamid) genannt) kodiert fiir zwei Wiederholungen und eine coiled
coil Region. In der blastx Analyse verfiigt es Uber eine starke Homologie zu dem
,2Full=LWamide neuropeptid [Q16992.1]“ von Anthopleura elegantissima (Anthozoa) mit

einem e-Wert von 2e07,

Die Expression der beiden Prakursor-Neuropeptid-Gene wurde in Kapitel 2.2.8 ebenfalls

mit der ISH an vier verschiedenen Lebensstadien (s.o.) tiberpriift.

Der nachste Schritt bestand darin, die ausgewdhlten Gene mit der whole mount in situ
Hybridisierung zu verifizieren. Dieser Nachweis bot zudem die Moglichkeit ndheres tiber
den Zelltyp, in dem das Transkript exprimiert wird, und tiber dessen Lokalisation im

Tier zu erfahren.

2.2.4 Etablierung eines Protokolls zur whole mount in situ Hybridisierung an Aurelia
aurita

Um die stadienspezifische Expression der ausgewahlten Transkripte zu belegen, wurde
fir Aurelia aurita das Protokoll der whole mount in situ Hybridisierung (ISH) fiir die
Lebensstadien - Polyp, Strobila und Ephyra - etabliert. Dafiir wurden Sonden zunachst
einmal gegen einzelne stark exprimierte Gene von Aurelia aurita, die bereits bei anderen
Cnidaria mit der ISH untersucht worden waren, erstellt. Diese Aurelia aurita
spezifischen Gene stammten aus der aurelia_bs_polyp_run090409- (K. 2.5.1) und der
db454_aaur_rc_final-Assemblierung (K. 2.2.1).

Fir die Herstellung der in situ Sonden wurden folgenden Gene verwendet:
aurelia_bs_polyp_run090409_87, das in der blastx Analyse mit dem TRG zebra precursor
[AAR31143.1] von Hydra vulgaris eine Ahnlichkeit 1e-27 aufweist und in endodermalen

Driisenzellen exprimiert wird (Tab. 2.3 braun markiert), sowie zusitzliche Gene
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(C13407, C11764, C11900, C17145 und Cl12648), die hohe Sequenzahnlichkeiten zu den
von David et al., 2008 beschriebenen Minicollagen-Protein-Gruppen 1-3 aufweisen (Tab.
2.3 braun markiert). Minicollagen-Gene werden spezifisch in ektodermalen

Nematoblasten der verschiedenen Cnidaria exprimiert (David et al., 2008).

Die Modifikationen des Protokolls der whole mount in situ Hybridisierung (K. 7.10.2)
umfassten die Prdinkubation des Antikdrpers in zerstofdenen Lebensstadien fiir 24
Stunden, die Inkubation der Lebensstadien in H;02 zu Beginn der ISH, sowie die
Blockierung unspezifischer Bindungen mit doppelstrangiger RNA wahrend der
Hybridisierung. Diese Modifikationen ermdoglichten die Detektion der Transkripte von
zebra und aurelia_bs_polyp_run090409_87, im Endoderm (Abb. 2.5 a-d) und der
Minicollagene C13407, C11764, C11900, C17145, C112648 im Ektoderm (Abb. 2.5 i-bb).

In Driisenzellen des Endoderms konnte die Expression von zebra, vor allem im
Gastralbereich des Polypen und der Ephyra, nachgewiesen werden (Abb. 2.5 a, d).
Wahrend der Strobilation und der damit einhergehenden Entstehung des
Gastrovaskularsystems der Ephyra andert sich die Lokalisation der zebra-
exprimierenden Zellen. In der frithen Strobila konnten zebra-positive Zellen in der Basis
und in den Arealen der zukiinftigen Gastralfilamente der Ephyra-Anlagen festgestellt
werden (Abb. 2.5 b). In der spaten Strobila waren Zebra-positive Zellen nur noch in den
bereits entwickelten Gastralfilamenten der zukiinfigen Ephyrae nachzuweisen (Abb. 2.5
c) Die Vergroflerung in Abb. 2.5 a’ zeigt gefarbte Driisenzellen - jede mit mehreren

kleinen sekretorischen Vesikeln.
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zebra b)

Minicollagen j)
- CB407

Abb. 2.5: whole mount in situ Hybridisierung an Polypen, Stobilae und Ephyrae von Aurelia aurita. Die
verwendeten Sonden wurden gegen das zebra Transkript aurelia_bs_polyp_run090409_87 und gegen
mehrere Minicollagen-Transkripte erstellt. a-d: zebra, antisense-Sonden-Hybridisierung; e-h: zebra,
sense-Sonden-Hybridisierung; i-l: Minicollagen CI3407, antisense-Sonden-Hybridisierung; m-p:
Minicollagen Cl1764, antisense-Sonden-Hybridisierung; g-t: Minicollagen CI1900, antisense-Sonden-
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Hybridisierung; u-x: Minicollagen Cl7145, antisense-Sonden-Hybridisierung; y-bb: Minicollagen Cl12648,
antisense-Sonden-Hybridisierung. a,e,i,m,q,u,y: Polypen, apikal; b, f, j, n, r, v, z: junge Strobilae, lateral; c, g,
k, o, s, w, aa: spite Strobilae, lateral; d, h, |, p, t, X, bb: Ephyrae, oral. a’: Driisenzellen, Ausschnitt von a in 40
x Vergrofierung; i': Nematoblasten, Ausschnitt von i in 40 x Vergroflerung; p’ ,x’ ,bb’": Ephyrae lateral; q:
Polyp lateral. GrofRenmafistab in a, b, cund d je 1 mm.

Die Expression der verschiedenen Minicollagen-Transkripte C13407, Cl1764, C11900,
C17145 und Cl12648 konnte in kleinen Zellen oder Zellengruppen im Ektoderm
detektiert werden. Diese Zellen sehen den Nematoblasten und den Nematocyten von
Hydra sehr dhnlich. Die markierten Zellen kommen ubiquitdr in allen Lebensstadien,
aufder in den Tentakeln des Polypen, verteilt vor (Abb. 2.5 i-bb). Die Vergréfderung in
Abb. 2.5 i’ zeigt gefarbte Nematoblasten, die bereits deutliche Nemtatocyten entwickelt
haben. Die laterale Ansicht des Polypen weist im Ektoderm verteilte Nematoblasten auf
(Abb. 2.5 q’). Bei den Ephyrae konnten auffillig viele Nematoblasten in vier Bereichen
um das Manubrium, jeweils zu den Fliigellappen ausgerichtet, festgestellt werden (Abb.
2.5 e, p, t x bb). Abb. 2.5 p’, X’ und bb belegen diese Aussage (Pfeile) und zeigen zudem
weitere Nematoblasten in der Exumbrella der Ephyra auf. Die sense-Kontrollen des
Transkripts von aurelia_bs_polyp_run090409_87, zebra (Abb. 2.5 e-h), wiesen kein
Signal auf. Die sense-Kontrollen der Minicollagene waren ebenfalls frei von Expressionen
(nicht gezeigt). Die unspezifische Farbung (Hintergrund) war in allen Lebensstadien

durch die Modifikation des Protokolls sehr gering.

Somit konnte ich erfolgreich eine funktionierende ISH fiir die Lebensstadien Polyp,
Strobila und Ephyra etablieren, mit der es mdglich war weitere interessante Gene zu

untersuchen.

2.2.5 Strobilationsspezifische Gene

Um die Strobilation genauer zu verstehen, wurden stark exprimierte Gene sowie Gene
mit speziellen Fahigkeiten wie Gene kodierend flir Rezeptoren, sezernierte
Morphogene, TRGs, transkriptions-regulierende Proteine und Transkriptionsfaktoren
ausgewahlt (K. 2.2.2 & 2.2.3). Insgesamt wurden die Expressionsmuster von 19
verschiedenen Genen mit der whole mount in situ Hybridisierung in den vier
Lebensstadien Polyp, frithe und spéte Strobila und Ephyra untersucht (Abb. 2.3 a-e, Tab.
2.3 blau markiert). Die elf Gene, deren Expression mit der ISH nachgewiesen werden
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konnte, bilden zwei grofde Gruppen: Gene, die Homologien zu bereits bekannten Genen

aufweisen und die taxonomically restricted genes.

Die erste Gruppe umfasst sieben Gene, die liber starke Homologien zu bekannten Genen
verfiigen. Eines der interessantesten Muster hat das Gen celera_v01_contig_2599, das fiir
den patched Rezeptor des SHH Signaltransduktionswegs kodiert. Die Auswertung der
454-Sequenzierung ergab, dass es nicht im Polypen exprimiert wird, dafiir aber in der
Strobila (151 Reads) und in der Ephyra (207 Reads) (Tab. 2.3). Die Expression von
patched konnte durch die ISH in ektodermalen Zellen jedes vollendeten Segments der
friihen Strobila (Abb. 2.6 b) detektiert werden. Zellen, die das nidchste Segment
ausbilden, sind ebenfalls gefarbt (Abb. 2.6 b, Pfeile). Zudem war ein deutliches Signal in
den Entstehungsorten der Lappen und an den Ansatzpunkten jedes zweiten Tentakels
erkennbar (Abb. 2.6 b’, Pfeile). Wahrend des Verlaufs der Strobilation nimmt das
Transkript in jedem ephyra-bildenden Segment stark zu. Die Basis der Strobila hingegen
zeigt kein Signal (Abb. 2.6 c). Junge Ephyrae weisen noch eine schwache ektodermale
Expression auf (Abb. 2.6 d), die bei adlteren Epyhrae nicht mehr detektiert werden
konnte (nicht gezeigt). Die untersuchten Polypenstadien weisen keine Expression auf
(Abb. 2.6 a). Das Transkript des zweiten patched Il Rezeptors, kodiert von dem Gen
celera_v01_contig 3071, konnte in jedem Lebensstadium gefunden werden. Die ISH
detektierte patched II, konstitutiv exprimiert im Endoderm des Polypen, der jungen
Strobila, der spaten Strobila und in der Epyhra (nicht gezeigt). Diese Beobachtung
wurde durch die Zusammensetzung des Contigs aus den Daten der 454-Sequenzierung
aus 24 Reads des Polypen, 5 Reads der Strobila und 28 Reads der Ephyra bestatigt (Tab.
2.3). Die ISH gegen die Transkripte der beiden Retinoic-X-Rezeptoren zeigt nur in einem
Fall ein positives Ergebnis. Das Transkript des Retinoic-X-Rezeptor
(celera_v01_contig 26884) konnte in der jungen, wie auch in der spdten Strobila in
ektodermalen Zellen, welche die Rhopalien ausbilden, detektiert werden (Abb. 2.6 j,
Pfeile, k, k’, Pfeile). Der Polyp und die Ephyra weisen keine Expression auf (Abb. 2.6 i, 1).
Die Zusammensetzung des Contigs aus der 454-Sequenzierung bestatigte die Expression
in der Strobila (7 Reads), allerdings konnte die Expression im Polypen, mit einem Read,
nicht verifiziert werden (Tab. 2.3). Der nach der 454-Sequenzierung insgesamt circa
dreimal starker exprimierte zweite Retinoic-X-Rezeptor (RXR 11,
celera_v01_contig 16788), mit zwei Reads im Polypen, 15 Reads in der Strobila und vier

Reads in der Ephyra, konnte mit der ISH nicht detektiert werden. Beide Retinoic-X-
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Rezeptoren wurden zusatzlich mit einer RT-PCR auf ihre Expression in den in der ISH
verwendeten Lebensstadien untersucht. Das Ergebnis der RT-PCR weist eine hohe
Expression beider Retinoic-X-Rezeptoren wahrend der Strobilation auf, in den anderen
beiden Lebensstadien Polyp und Ephyra ist die Expression hingegen sehr schwach
(nicht gezeigt). Dieses Expressionsprofil entspricht wesentlich besser den erhaltenen
Daten aus der 454-Sequenzierung der beiden Retinoic-X-Rezeptoren, als den
Ergebnissen der ISH. Ein weiteres spannendes Muster konnte mit Sonden gegen das
Transkript von BMP (03_aurelia_rc_finalASM_4359) aus der TGF- Familie detektiert
werden. In der frithen Strobila weisen an jedem vollendeten Segment ektodermale
Zellen das Transkript an den Entstehungsorten der Lappen, beziehungsweise der
Rhopalien, auf (Abb. 2.6 1, Pfeile, r’, Pfeile). Im Polyp, der spaten Strobila und der Ephyra
konnte hingegen keine Expression belegt werden (Abb. 2.6 g, s, t). Im Gegensatz zu der
durch die ISH detektierten Expression in der Strobila, sind aber bei der 454-
Sequenzierung auch Transkripte von BMP im Polypen (2 Reads) und der Ephyra (8
Reads) neben den acht Reads der Strobila vorhanden (Tab. 2.3).

Ein sehr viel ausgepridgteres Muster wdhrend der Strobilation hat das Gen HMG
(C11661). Im Vergleich zu den anderen bisher vorgestellten Transkripten wird es auch
wesentlich stiarker exprimiert. Das Contig wurde aus 18 Reads des Polypen, 335 Reads
der Strobila und 34 Reads der Ephyra zusammengesetzt (Tab. 2.3). In der jungen
Strobila exprimiert ein Ring aus ektodermalen Zellen an der apikalen Grenze eines jeden
Segments das Transkript (Abb. 2.6 z). Das erste Segment der Strobila weist zudem eine
Farbung der inneren ektodermalen Zellen jedes zweiten, sich in der Metamorphose
befindenden, Ansatzes der Tentakeln auf (Abb. 2.6 z'). Im Verlauf der Strobilation
entstehen in jedem Segment an den gemeinsamen Entstehungspunkten der Lappen und
der Rhopalien acht Zentren aus HMG-exprimierenden Zellen (Abb. 2.6 aa, Pfeile). In der
Ephyra und dem Polyp konnte, entgegen der 454-Sequenzierung, keine Expression
festgestellt werden (Abb. 2.6 y, bb). Das letzte Gen dieser Gruppe wird bereits vor der
Strobilation im  Polypen exprimiert. Die Expression des Gens ETS
(celera_v01_contig CL4522) konnte im Endoderm des Polypen und der Strobila
detektiert werden. Die Ephyra hingegen weist keine Expression auf (nicht gezeigt). Die
454-Sequenzierung weist eine entgegengesetzte Expression im Vergleich zu den
Ergebnissen der ISH auf, denn der ETS-codierende Contig wurde zusammengesetzt aus

2 Reads des Polypen, 19 Reads der Strobila und 44 Reads der Ephyra (Tab. 2.3).
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Abb. 2.6: whole mount in situ Hybridisierung gegen strobilationsspezifische Transkripte von Aurelia
aurita. a-d: patched (celera_v01_contig 2599), antisense-Sonden-Hybridisierung; e-h: patched
(celera_v01_contig_2599), sense-Sonden-Hybridisierung; i-l: Retinoic-X-Rezeptor
(celera_v01_contig_26884), antisense-Sonden-Hybridisierung; m-p: Retinoic-X-Rezeptor
(celera_v01_contig 26884), sense-Sonden-Hybridisierung; q-t: BMP (03_aurelia_rc_finalASM_4359),
antisense-Sonden-Hybridisierung; u-x: BMP (03_aurelia_rc_finalASM_4359), sense-Sonden-
Hybridisierung; y-bb: HMG (CI1661), antisense-Sonden-Hybridisierung; cc-ff: HMG (Cl1661), sense-
Sonden-Hybridisierung; b’: junge Strobila die patched in ektodermalen Zellen exprimiert - jeweils die
Entstehungsorte der Lappen flankierend, lateral, Ausschnitt von b, 90 ° gegen den UZS gedreht; k': spite
Strobila mit der Expression des Retinoic-X-Rezeptor Transkripts in ektodermalen Zellen an den
Entstehungspunkten der Rhopalia, Ausschnitt von k; r’: junge Strobila die in ektodermalen Zellen an den
Entstehungsorten der Lappen bzw. der Rhopalien BMP exprimiert, apikal; z: junge Strobila die in
innenliegenden ektodermalen Zellen an den Entstehungsorten der Lappen HMG exprimiert, apikal. g, €, i,
m, q, u, y, cc: Polypen, apikal; b, f, j, n, 1, v, z, dd: junge Strobilae, lateral; c, g, k, o, s, w, aa, ee: spéite
Strobilae, lateral; d, h, 1, p, t, %, bb, ff: Ephyrae, oral. Gréfienmafistab in a, b, cund d je 1 mm.

Die zweite Gruppe umfasst vier taxonomically restricted genes. Das Gen CI390 stellt
aufgrund der Ergebnisse der ISH den interessantesten Kandidaten fiir die Induktion der
Strobilation dar. Zudem gehort C1390 nach der 454-Sequenzierung zu den am starksten
exprimierten Genen des Strobilastadiums (2002 Reads). Im Polypen dagegen wird es
nicht exprimiert und in der Ephyra (9 Reads) nur sehr schwach (Tab. 2.3). Die ISH belegt
die Transkription von CI390 in allen ektodermalen Zellen sobald die Strobilation
einsetzt. Die frithe Strobila mit nur einem Segment weist bereits eine sehr starke
Expression auf, ausgenommen sind dabei die Tentakel (Abb. 2.7 b). Die Zellen im ersten
Segment am Ansatzpunkt jeder zweiten Tentakel verfiigen in der Strobila, die sich noch
in der Segmentierung befindet, bereits iiber eine deutliche Expression (Abb. 2.7 b’
Pfeile). Mit fortschreitender Metamorphose nimmt die ektodermale Expression ab und
lasst einen ausgepragten sichtbaren Gradienten zwischen jiingeren, basalen Segmenten
und den reiferen, apikalen Segmenten entstehen (Abb. 2.7 c). Die Polypen- und
Ephyraestadien weisen keine Expression auf (Abb. 2.7 a, d). Ein weiteres mit Beginn der
Strobilation (2458 Reads) stark exprimiertes Gen Cl631 wird im Gegensatz zu Cl1390,
auch tber die Strobilation hinaus, in der Ephyra (1617 Reads) exprimiert (Tab. 2.3). In
der ISH konnte die Expression von Cl631 in ektodermalen Zellen, jedes vollendeten
Segments der jungen Strobila detektiert werden (Abb. 2.7 j). Wie bei CI390 exprimieren
bei Cl631 die Zellen im ersten Segment an acht Tentakelanlagen das Transkript (Abb. 2.7
j’ Pfeile). Die jeweils dazwischen liegenden Tentakelanlagen weisen keine Expression
auf. Mit fortschreitender Entwicklung nahm das Signal in den Zellen stark zu und war
auch noch deutlich im Ektoderm der Ephyra sichtbar (Abb. 2.7 k, 1). Im Polypen konnte

wie in der 454-Sequenzierung keine Expression detektiert werden (Abb 2.7 i). Zwei
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weitere TRGs werden ausschliefdlich im Endoderm exprimiert. Dazu gehort das Gen EGF
(C1112), das in endodermalen Zellen in jedem vollendeten Segment der jungen Strobila
exprimiert wird (Abb. 2.7 r). Das erste Segment der jungen Strobila, das noch die Form
des Hypostoms des Polypen aufweist, verfiigt in den acht Tentakelanlagen, aus denen
die Lappen der Ephyra entstehen, liber eine ausgepragte Expression (Abb. 2.7 r’, Pfeile).
In der spaten Strobila war keine ausgepragte Expression wahrzunehmen (Abb. 2.7 s).
Die Ephyra hingegen weist das Transkript, in vier Bereichen von Zellen um das
Hypostom, jeweils zu den Fliigellappen hin ausgerichtet, auf (Abb. 2.7 t). Der Polyp weist
keine Anzeichen einer Expression von EGF auf. (Abb. 2.7 q). Die 454-Sequenzierung
bestatigte die Expression von EGF in den einzelnen Lebensstadien. Die Strobila verfiigt
liber 995 Reads, die Ephyra iiber 257 Reads und im Polypen, in dem keine Expression
detektiert werden konnte, sind nur 2 Reads vorhanden (Tab. 2.3). Das zweite in
endodermalen Zellen exprimierte Gen ist C1160. Die Expression von Cl1160 beginnt mit
der Entstehung des Gastrovaskularsystems des Ephyrastadiums wahrend der
Strobilation (Abb. 2.7 z). Die spateren Lappentaschen des Gastrovaskularsystems der
Ephyra weisen bereits im ersten Segment der frithen Strobila eine ausgepragte
Expression auf (Abb. 2.7 z, Z', Pfeile). Mit fortschreitender Strobilation exprimiert jedes
Segment Cl160 in den Zellen des stark pigmentierten Gastrovaskularsystems (Abb. 2.7
aa). Auch in der Ephyra exprimieren die Zellen des kompletten Gastrovaskularsystems,
ausgenommen der Bereich um das Hypostom, das Transkript (Abb. 2.7 bb). Das
Polypenstadium zeigt keine Expression (Abb. 2.7 y). Verifiziert wurde die Expression
von Cl160 durch die 454-Sequenzierung, die keine Reads im Polypen aufweist, dafiir

aber 283 Reads in der Strobila und 1227 Reads in der Ephyra (Tab. 2.3).
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Abb. 2.7: whole mount in situ Hybridisierung gegen strobilationsspezifische Transkripte von Aurelia
aurita. a-d: C1390, antisense-Sonden-Hybridisierung; e-h: C1390, sense-Sonden-Hybridisierung; i-1: Cl631,
antisense-Sonden-Hybridisierung; m-p: Cl631, sense-Sonden-Hybridisierung; q-t: Cl112, antisense-
Sonden-Hybridisierung; u-x: Cl112, sense-Sonden-Hybridisierung; y-bb: Cl160, antisense-Sonden-
Hybridisierung; cc-ff: C1160, sense-Sonden-Hybridisierung. a, e, i, m, q, u, y, cc: Polypen, apikal; b, f, j, n, 1, v,
z, dd: junge Strobilae, lateral; c, g, k, o, s, w, aa, ee: spite Strobilae, lateral; d, h, 1, p, t, x, bb, ff: Ephyrae, oral.
b’: Expression von Cl390 in ektodermalen Zellen der junge Strobila, apikal; j’: Expression von Cl631 in
ektodermalen Zellen der junge Strobila, apikal; r’: endodermale Expression von Cl112 im ersten Segment
der jungen Strobila, lateral, Ausschnitt von r, 90° gegen den UZS gedreht; z’: endodermale Expression von
Cl160 in der jungen Strobila, apikal. GrofRenmafistab in a, b, c und d je 1 mm.

Fir neun weitere Gene, die fiir Rezeptoren (03_aurelia_rc_finalASM_848, frizzled;
celera_v01_contig 15429, Melanocortin-Rezeptor), transkriptions-regulierende Proteine
(celera_v01_contig 14607, EED; F30U4RL01CQ90Z, DNMT) oder
Transkriptionsfaktoren (02_aurelia_rc_final_rsASM#1_3545, budhead;
F30U4RLO2GHC(C]6, pax 6; 03_aurelia_rc_finalASM_7593, Tbx; 3169fA_c02_1186, chordin;
02_aurelia_rc_final_rs_ASM#1_13042, MSX) kodieren, konnte keine Expression in der
ISH detektiert werden (Tab. 2.3). Die Transkripte der untersuchten Gene sind
moglicherweise zu schwach exprimiert und konnten deswegen nicht von einer

unspezifischen Farbung unterschieden werden.

Um mogliche Induktoren fiir die Strobilation zu kategorisieren, sollten mit den drei
Genen Cl112, CI390 und Cl631, die nach den Ergebnissen der in situ Hybridisierung
unmittelbar nach dem Beginn der Segmentierung exprimiert wurden, weitere
Hybridisierungen durchgefiihrt werden. Dabei sollte ihre Expression noch vor dem
Beginn der Strobilation iiberpriift werden. Dafiir wurde die Strobilation mit einer
Temperaturreduzierung induziert. Nachdem 10 % der Tiere in der Kultur strobilierten,
wurden Polypen ohne Anzeichen der Metamorphose fixiert. Zudem wurden Strobilae
mit nur einem Segment fiir diese Hybridisierung verwendet. Fiir das Gen Cl112 konnte
die Expression in endodermalen Zellen in induzierten Polypen ohne morphologische
Anzeichen der Strobilation detektiert werden (Abb. 2.8 a). Im bereits segmentierten Teil
der Strobila wurde eine merklich erhohte Expression detektiert (Abb. 2.8 d). Das zweite
untersuchte Gen, CI390, ist ausgeprdgt in allen ektodermalen Zellen des induzierten
Polypenstadiums, aufder in den Zellen der Tentakel, exprimiert (Abb. 2.8 b). In der
untersuchten Strobila ist das Transkript weiterhin hochgradig exprimiert vorhanden
(Abb. 2.8 €). In der ISH mit dem dritten Gen, Cl631, konnte keine Expression in den
induzierten Polypen festgestellt werden (Abb. 2.8 c¢). Das Gen Cl631 wird erst in der

Strobila, an der apikalen Grenze des zweiten entstehenden Segments im Ektoderm,

39



Kapitel 2: Ergebnisse

exprimiert (Abb. 2.8 f). In den Kontrollen konnte keine Expression detektiert werden

(nicht gezeigt).

a) Cl112 b) C1390 c) Cl631

Abb. 2.8: whole mount in situ Hybridisierung gegen strobilationsspezifische Transkripte von Aurelia
aurita. a, d: Cl112, antisense-Sonden-Hybridisierung; b, e: C1390, antisense-Sonden-Hybridisierung; c, e:
Cl631, antisense-Sonden-Hybridisierung. a, b, c: zur Strobilation induzierte Polypen, lateral; d, e, f: junge
Strobilae mit einem Segment, lateral.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass zwei Gene - C1390 im Ektoderm und
Cl112 im Endoderm - unmittelbar vor der Strobilation des Polypen exprimiert werden.
Sie sind mogliche Induktoren der Strobilation. Zudem konnte belegt werden, dass der
SHH Signaltransduktionsweg am Prozess der Segmentierung wahrend der Strobilation
beteiligt ist. Weitere Gene, wie das sezernierte Morphogen BMP und der
Transkriptionsfaktor HMG, scheinen eine Rolle fiir die Entwicklung der Lappen und der
Rhopalien zu spielen. Der Retinoic-X-Rezeptor hingegen konnte nur in den Rhopalien

gefunden werden.

2.2.6 Spezifische Gene des Polypen und der Ephyra

Die verschiedenen, sich morphologisch stark voneinander unterscheidenden,

Lebensstadien innerhalb des Lebenszyklus von Aurelia aurita benétigen offensichtlich
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stadienspezifisch exprimierte Gene. Um diese genauer zu untersuchen, wurden Gene
ausgewahlt, die vorwiegend im Polypen oder in der Ephyra exprimiert werden (K. 2.2.2,
Abb. 2.2 c-d, Tab. 2.3 griin & rot markiert). Diese und weitere andere Gene sind
hochstwahrscheinlich fiir die Funktionen und die morphologischen Strukturen des
Polypen oder der Ephyra verantwortlich. Um die Expressionsdomanen der einzelnen
Gene genauer zu untersuchen, wurde die ISH mit den vier verschiedenen Lebensstadien
- Polyp, frithe Strobila, spate Strobila und Ephyra - durchgefiihrt. Insgesamt wurden
sechs verschiedene Gene mit der whole mount in situ Hybridisierung auf ihre Expression

in den einzelnen Lebensstadien untersucht.

Es konnten zwei polypenspezifische Gene detektiert werden - beide gehdéren zu der
Gruppe der taxonomically restricted genes (K. 2.2.2, Tab. 2.3 rot markiert). Das Gen,
aurelia_bs_polyp_run090409_5, CI5 genannt, kodiert fiir ein sezerniertes Protein mit
mehreren Arginin-Wiederholungen. Die Expression von Cl5 findet ausschliefdlich in
einem schmalen Streifen von ektodermalen Zellen an der Aufdenseite jeder Tentakel des
Polypenstadiums statt (Abb. 2.9 a, a’, Pfeil). In der jungen Strobila war noch eine
Expression in den Tentakeln erkennbar (Abb. 2.9 b), die mit fortschreitender
Metamorphose endete (Abb. 2.9 c). Auch in der Ephyra konnte kein Transkript
nachgewiesen werden (Abb. 2.9 d). Die Ergebnisse der 454-Sequenzierung weisen eine
identische Expressions-Charakteristik auf. C15 wurde ausschliefdlich aus 1409 Reads des
Polypen und 38 Reads der Strobila zusammengefiigt (Tab. 2.3). Das zweite Gen dieser
Gruppe, db454_aurelia_celera_v01_contig 4176, Cl2 genannt, kodiert ebenfalls fiir ein
sezerniertes Protein mit mehreren Arginin-Wiederholungen. Es wird sehr stark im
Polypen (488 Reads) und nur noch gering in der Strobila (13 Reads) und der Ephyra (4
Reads) exprimiert (Tab. 2.3). Die ISH gegen das Transkript von Cl2 detektierte
ausschliefdlich eine starke Expression in allen endodermalen Zellen des Polypen, alle

weiteren Lebensstadien waren signalfrei (nicht gezeigt).

Die zwei untersuchten ephyraspezifischen Gene weisen Homologien zu bereits
bekannten Genen auf (K. 2.2.2, Tab. 2.3 griin markiert). Mesoglein (C13975) wurde
bereits als sezernierte mesoglein variante 1, die in Mesogleazellen exprimiert wird,
beschrieben (Matveev et al., 2007). Allerdings verfiigt C13975 iiber eine zusatzliche
Transmembrandomadne, somit ist mesoglein kein sezerniertes Protein, sondern ein
Transmembranprotein. Die Auswertung der ISH von mesoglein wies, wie zu erwarten,
transkript-exprimierende Zellen in der extrazellularen Matrix der Ephyra auf (Abb. 2.9 ],
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I’, Pfeil). Zudem konnte eine Expression in endodermalen Zellen am Hypostom in vier
Arealen, jeweils zu den Stammlappen ausgerichtet, detektiert werden (Abb. 2.9 k, I). Im
Polypen und in der frithen Strobila war keine Expression detektierbar (Abb. 2.9 i, j). Die
454-Sequenzierung belegt, dass strobilaspezifische Expressionsprofil des Transkripts
mit einem Read im Polypen, zehn Reads in der Strobila und 238 Reads in der Ephyra
(Tab. 2.3). Das zweite untersuchte Gen, 03_aurelia_rc_ephyra_finalASM_3300, kodiert
unter anderem die Endregion der schweren Kette von Myosin. Die ISH gegen das
Transkript 03_aurelia_rc_ephyra_finalASM_3300 (im Weiteren myosin tail genannt)
weist eine endodermale Expression in den Liangsmuskeln und im Ringmuskel der
Ephyra auf (Abb. 2.9 t, t'). In der spaten Strobila ist die Expression des myosin tail in den
Muskeln jedes einzelnen Segments bereits ausgepriagt vorhanden (Abb. 2.9 s). Im
Polypen und der frithen Strobila konnte keine Expression nachgewiesen werden (Abb.
2.9 q, r). Die Ergebnisse der 454-Sequenzierung entsprechen der ISH. Das Contig wurde
zusammengesetzt aus zwei Reads des Polypen und 291 Reads der Ephyra (Tab 2.3). Aus
dem Strobilastadium war kein Read vorhanden, da fiir die 454-Sequenezierung des
Strobilastadiums grofdtenteils junge Strobilae verwendet wurden und das myosin tail

Transkript erst in der spaten Strobila exprimiert wird.

Zwei weitere untersuchte Gene werden sowohl im Polypen als auch in der Ephyra
exprimiert (Tab. 2.3). Beide kodieren vermutlich Toxine. Die Expression des Gens
03_aurelia_rc_polyp_finalASM_1549 wurde in Driisenzellen des Polypen und der Ephyra
in einem, mit der Expression von zebra vergleichbaren Muster, detektiert (nicht
gezeigt). Das widerspricht den Ergebnissen der 454-Sequenzierung, da dieses Gen mit
nur einem Read in der Strobila und vier Reads in der Ephyra, im Vergleich zu 78 Reads
im Polypen, als polypenspezifisch klassifiziert worden war. Das zweite untersuchte Gen,
03_aurelia_rc_polyp_finalASM_1270, enthalt die Information fiir ein sezerniertes Protein,
das in der blastx Analyse eine Sequenzahnlichkeit von 3e18 fiir ein Toxin [Q9GV72.1]
von Carybdea rastonii (Cubozoa) aufweist. Die 454-Sequenzierung weist das Transkript
im Polypen mit 63 Reads und der Epyhra mit 113 Reads nach. Die Ergebnisse der ISH
entsprechen der 454-Sequenzierung. Die Expression des Gens konnte in endodermalen
Driisenzellen im Polypen und in der Epyhra in einem vergleichbaren Muster wie

03_aurelia_rc_polyp_finalASM_1549 detektiert werden (nicht gezeigt).
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Abb. 2.9: whole mount in situ Hybridisierung gegen stadienspezifische Gene in Polyp, Strobila und Ephyra
von Aurelia aurita. a-d: C15 (aurelia_bs_polyp_run090409_5), antisense-Sonden-Hybridisierung; e-h: CI5
(aurelia_bs_polyp_run090409_5), sense-Sonden-Hybridisierung; i-l: mesoglein (Cl3975), antisense-
Sonden-Hybridisierung; m-p: mesoglein (Cl3975), sense-Sonden-Hybridisierung; q-t myosin tail
(03_aurelia_rc_ephyra_finalASM_3300), antisense-Sonden-Hybridisierung; u-x: myosin tail
(03_aurelia_rc_ephyra_finalASM_3300), sense-Sonden-Hybridisierung. a, e, i, m, g, u: Polypen, apikal; b, f, j,
n, r, v: junge Strobilae, lateral; c, g, k, o, s, w: spite Strobilae, lateral; d, h, 1, p, t, x: Ephyrae, oral. a”:
Tentakel, apikal, Ausschnitt von a vergrofert; 1: Mesogleazellen, apikal, Ausschnitt von | in 63 x
Vergrofierung; t': Ephyra, sagittal. Grofdenmaf3stab in a, b, c und d je 1 mm.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass spezifisch exprimierte Gene, die nur in
einem Lebensstadium exprimiert werden, existieren. Filir das Polypenstadium konnten
Cl5 und Cl2, die beide fiir Proteine mit Arginin-Wiederholungen kodieren, mit der ISH
als stadienspezifisch verifiziert werden. Im Ephyrastadium wurde durch die ISH die

Expression der beiden Gene mesoglein und myosin tail als stadienspezifisch bestatigt.

2.2.7 Stammzellspezifische Gene

Die Lebensstadien Polyp und Meduse unterscheiden sich im Bezug auf ihr
Regenerationspotential und die Fahigkeit zur sexuellen Reproduktion stark
voneinander. Dementsprechend sollte eine Veranderung in der Expression
stammzellspezifischer Gene, ausgelost durch die Metamorphose, stattfinden. In
verschiedenen Hydrozoa, wie z. B. Hydra, werden Stammzellen durch schmale,
spindelférmige ,interstitielle Zellen® im Ektoderm reprdsentiert. Aus diesen
interstitiellen Zellen entwickeln sich die Nervenzellen, Nematocyten, Driisenzellen und
Gameten (Bosch et al, 2010). Um zu verstehen, welche Zellen bei Aurelia aurita einen
Stammzellcharakter besitzen, wurden vier stammzellspezifische Gene, die in der blastx
Analyse liber grofde Homologien zu den Proteinen von nanos, cniwi, sox2 und KLF13
verfiigen, ausgewahlt (K. 2.2.3, Abb. 2.4 a, Tab. 2.3 orange markiert). Mit der ISH wurde
ihre Expression in vier unterschiedlichen Lebensstadien, Polyp, frithe und spéate Strobila
und Ephyra, untersucht. Ein besonderer Aspekt dabei war, Einblick in die Entwicklung

und Anlage der Gonaden der Ephyra zu erlagen.

Das Transkript des Gens nanos (3_aurelia_rc_finalASM_12850) konnte in der jungen
Strobila in ektodermalen Zellen an den Entstehungsorten der Rhopalien, der
weiterentwickelten Ephyra-Anlage, detektiert werden (Abb. 2.10 b, Pfeile). In der spaten
Strobila konnte die Expression in zwei parallel zueinander liegenden Gruppen von
ektodermalen Zellen an den Entstehungsorten der Rhopalien beobachtet werden (Abb.
2.10 ¢, c’, Pfeile). Die Ephyra weist in den Rhopalien ebenfalls eine Expression in den
ektodermalen Zellen auf (Abb. 2.10 d). Im Polypen konnte kein Transkript detektiert
werden (Abb. 2.10 a). Dieses Expressionsmuster entspricht der 454-Sequenzierung mit
einer vergleichsweise hohen Expression in der Strobila (19 Reads) und einer sehr
geringen in der Ephyra (2 Reads). Im Polypen ist wie in der ISH kein Transkript

exprimiert (Tab. 2.3). Fiir die drei weiteren untersuchten Gene, cniwi, sox2 und KLF13,
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konnte keine signifikante Expression in der ISH detektiert werden. Es ist moglich, dass
sie nur sehr schwach exprimiert werden und sich deswegen nicht von der
unspezifischen Farbung unterscheiden. Die mogliche geringe Expression wird durch die
Ergebnisse der 454-Sequenzierung bestatigt, in der keines der drei Gene, cniwi, sox2 und

KLF13, mehr als drei Reads aufweist.

Abb. 2.10: whole mount in situ Hybridisierung gegen das Transkript des Gens nanos,
(3_aurelia_rc_finalASM_12850) in Aurelia aurita. a-d:, antisense-Sonden-Hybridisierung; e-h: sense-
Sonden-Hybridisierung. a, e: Polypen, apikal; b, f: junge Strobilae, lateral; c, g: spate Strobilae, lateral; d, h:
Ephyrae, oral. c¢: Gruppen nanos-positiver Zellen in der spaten Ephyra, lateral, Ausschnitt von c.
Grofdenmafistab in a, b, cund d je 1 mm.

Zusammenfassend konnten zwar nanos-exprimierende Zellen detektiert werden, sie
weisen aber weder die Form noch die erwartete Lokalisation von Stammzellen auf.
Somit konnten keine Beweise fiir die Existenz von Stammzellen im Polypen oder fiir die

Entwicklung und Anlage der Gonaden der Ephyra bei Aurelia aurita erbracht werden.

2.2.8 Nervensystemspezifische Gene

Eine weitere spannende Fragestellung umfasst die Verdnderungen des diffusen
Nervensystems des Polypen waihrend der Metamorphose zum organisierten
Nervensystem der Meduse mit Sinnesorganen. Um Neuronen mit der ISH zu detektieren,
wurden Transkripte verwendet, die fiir Prakursor-Neuropeptide, fiir Arginin-

Phenylalanin-Amide (RFamid) und Leucin-Tryptophan-Amide (LWamid) kodieren (K.
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2.2.3, Abb. 2.4 b, Tab. 2.3 violett markiert). Die untersuchten Lebensstadien umfassen

den Polypen, die frithe und spate Strobila und die Ephyra.

Abb. 2.11: whole mount in situ Hybridisierung gegen Prakursor-Neuropeptide, um die Verdnderungen des
Nervensystems wahrend der Strobilation von Aurelia aurita darzustellen. a-d: Prakursor-Neuropeptid fiir
RFamid, (celera_v01_contig_11246) antisense-Sonden-Hybridisierung; e-h: Prakursor-Neuropeptid fiir
LWamid, (celera_v01_contig_19898) antisense-Sonden-Hybridisierung. a, e: Polypen, apikal; b, f: friihe
Strobilae, lateral; ¢, g: spate Strobilae, lateral; d, h: Ephyrae, oral. d’: Querschnitt durch die halbkreisférmig
angeordneten Prakursor-Neuropeptide der RFamid-positiven Zellen, apikal, Ausschnitt von d in 40 x
Vergrofderung; h’: Prakursor-Neuropeptid fiir LWamid-positive Zellen, apikal, Ausschnitt von h in 40 x
Vergrofierung; *: Statocyste. Groéfienmafistab in a, b, cund d je 1 mm.

Das Transkript des Gens RFamid (celera_v01_contig 11246) konnte im Polypen, in
ektodermalen Zellen des Hypostoms und in den Tentakeln detektiert werden (Abb. 2.11
a). Wahrend des Verlaufs der Strobilation nimmt die Expression des Transkripts in den
Zellen des Ektoderms der spateren Ephyrae deutlich zu (Abb. 2.11 b, c). Die Ephyra
weist in der Exumbrella und der Subumbrella iiber das komplette Ektoderm verteilt,
markierte Neuronen auf (Abb. 2.11 d). Zudem war um die Rhopalien der Epyhra eine
halbkreisférmige Ansammlung von markierten Neuronen nachzuweisen (Abb. 2.11 d, d’,
Pfeile). Die markante Zunahme von Neuronen, die einhergeht mit der erhdhten
Expression, spiegelt sich auch in den Ergebnissen der 454-Sequenzierung wieder. Das
RFamid-codierende Gen wird schwach im Polypen (6 Reads) und der Strobila (6 Reads)
und merklich gesteigert in der Ephyra (112 Reads) exprimiert (Tab. 2.3). Das zweite
untersuchte Prakursor-Neuropeptid LWamid (celera_v01_contig 19898) wird im
Vergleich zu RFamid wesentlich geringer exprimiert. Das Transkript von LWamid
konnte ebenfalls in Ektoderm-Zellen des Hypostoms des Polypen, aber nicht in den

Tentakeln nachgewiesen werden (Abb. 2.11 e). Wahrend der Strobilation entwickeln
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sich um die Rhopalien weitere markierte ektodermale Zellen (Abb. 2.11 f, g). Die Ephyra
verfligt ausschlief3lich tiber markierte Zellen um das Hypostom und um die Rhopalien,
aber es waren keine Zellen im Ektoderm der Exumbrella und der Subumbrella markiert,
wie bei der Hybridisierung von RFamid (Abb. 2.11 h, h’, Pfeile). Die Ergebnisse werden
durch die 454-Sequenzierung mit vier Reads des Polpyen, zwei Reads der Strobila und

acht Reads der Ephyra bestatigt (Tab. 2.3).

Die Ergebnisse der ISH weisen, wie zu erwarten, eine starke Zunahme der Expression an
Prakursor-Neuropeptiden, einhergehend mit einer steigenden Anzahl von Neuronen, im

Verlauf der Metamorphose des Polypen zur Ephyra, auf.

2.3 Epigenetische Inhibition der Metamorphose

Wie bereits durch die 454-Sequenzierung belegt und durch die ISH bestatigt wurde, gibt
es stadienspezifisch exprimierte Gene. Einige Beispiele dafiir sind CI5 und Cl2 im
Polypen, C1390 und patched in der Strobila und mesoglein und myosin tail in der Ephyra
(K. 2.2.5 & 2.2.6). Aber wie ist es moglich, dass Gene nur in einem Lebensstadium
exprimiert werden? Ein moglicher Mechanismus ist die epigenetische Regulation von
Genen. Sie beschreibt die Modulierung der Genexpression durch DNA-Methylierung und
Histonmodifizierung ohne eine Verdanderung der Gensequenz (Strachan & Read, 2005).
Um den Einfluss der DNA-Methylierung wahrend der Strobilation von Aurelia aurita zu
ergriinden, wurde ein Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-2-Deoxycytidin (5-Aza-CdR)
verwendet. 5-Aza-CdR wurde bereits bei verschiedenen humanen Tumorzelllinien
verwendet, um abgeschaltete Gene wieder zu exprimieren (Bender et al., 1998). Mit der
Inkubation von Polypen in der Methyltransferase-inhibierenden Chemikalie sollte die
Strobilation durch die Aktivierung strobilationsspezifischer Gene induziert werden.
Doch die Behandlung von Polypen mit 5-Aza-CdR konnte keine Strobilation ausldsen.
Wurden aber Polypen zur Strobilation durch eine Temperaturreduzierung induziert und
wahrend dieses Zeitraums mit 5-Aza-CdR behandelt, trat ein signifikanter Effekt auf. Die
Anzahl an strobilierenden Polypen wurde im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich

reduziert (Abb. 2.12).

Um diesen Versuch zu belegen, wurden in zwei unabhingigen Experimenten 3 x 20

(Experiment I) und 3 x 30 Polypen (Experiment II) zur Strobilation induziert und tliber
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den kompletten Zeitraum in 100 uM 5-Aza-CdR inkubiert, die Kontrolle hingegen wurde
lediglich mit Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelt. Durch die Behandlung mit 5-Aza-CdR
(Abb. 2.12, rote Balken) konnte die Anzahl an strobilierenden Polypen im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 2.12, blaue Balken) signifikant reduziert werden (Anhang 9.4). Die
wenigen Strobilae, die aus den 5-Aza-CdR inkubierten Polypen entstanden,
metamorphosierten im Vergleich zur Kontrolle zudem erst 48-72 Stunden spater
(Anhang 9.4 Tab. 9.1). Eine vollstindige Inhibition der Strobilation mit 5-Aza-CdR

konnte aber nicht erreicht werden.

Inhibition der Strobilation mit dem
Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-CdR
90
80

|
70

60 | |
o |

40
30
20
10

Strobilation in %

5-Aza-CdR Kontrolle 5-Aza-CdR Kontrolle

Experiment I Experiment II

Abb. 2.12: Diagramm zur Inhibition der Strobilation von Polypen mit dem Methyltransferase Inhibitor 5-
Aza-CdR. Die prozentuale Anzahl der strobilierenden Tiere aus einem Ansatz, die mit 5-Aza-CdR
behandelt wurden (rot), sind im Vergleich zu den Kontrolltieren (blau) angegeben. Die Anzahl der
Individuen in Experiment I lag zu Beginn des Versuchs bei 3 x 20 Polypen, die hdchste Anzahl an Strobilae
in allen Ansitzen war an Tag 36. Im Experiment Il wurden 3 x 30 Polypen zu Beginn des Versuchs
verwendet, die hochste Anzahl an Strobilae in allen Ansdtzen war an Tag 21. Die Konzentration von 5-Aza-
CdR lag bei 100uM. Als Kontrolle wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) (das Losungsmittel fiir 5-Aza-CdR) in
der gleichen Verdiinnung 1:1000 in ASW verwendet. Eine vollstindige Tabelle mit Angaben zur Anzahl
der Strobilae ist im Anhang 9.4 Tab. 9.1 zu finden, die Daten zur Erstellung des Diagramms sind im
Anhang 9.4 Tab. 9.2. Standartabweichung: STABW.

Aus der Behandlung mit 5-Aza-CdR ging eindeutig hervor, dass durch die Inhibierung

der Methyltransferasen die Strobilation verhindert oder zumindest verlangsamt wurde.
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Das beweist, dass die DNA-Methylierung eine entscheidende Rolle beim Ubergang von

einem Lebensstadium zum nachsten spielt.

2.4 Mikroarray-Hybridisierung zur weiteren Analyse der Strobilation

Die Sequenzierung des Transkriptoms hatte einen ersten Einblick in die Prozesse der
Strobilation ermdoglicht. Schwach exprimierte Gene waren aber aufgrund der nicht
sdttigenden Sequenzierung im Transkriptom von Aurelia aurita unterreprasentiert. Um
ein umfassendes Expressionsprofil der Gene in den einzelnen Lebensstadien zu
erzeugen wurde eine Mikroarray-Hybridisierung durchgefiihrt. Sie sollte weitere
Einblicke in die Regulation der Metamorphose des Polypen zur Ephyra erbringen.
Zudem sollten weitere Kandidatengene zur Induktion und Steuerung der Strobilation
aufgedeckt werden. Dariiber hinaus sollten die Ergebnisse und die Sensitivitat der whole
mount in situ Hybridisierung mit der Mikroarray-Hybridisierung tiberpriift und bestatigt

werden.

2.4.1 Mikroarray-Erstellung, Hybridisierung und mRNA-Praparation

Fir die Erstellung der spezifischen Sonden des Mikroarray-Chips wurde die
aurelia_celera_v02 Transkriptom Datenbank verwendet. Mit Hilfe der eArray Software,
wurde fiir jedes Contig aus der Assembly ein spezifisches 60 bp Oligonukleotid
ausgewahlt, welches dann fiir den 44K Oligonukleotid Array verwendet wurde. Fiir die
Hybridisierung wurde mRNA aus Polypen (Abb. 2.13 P), Strobilae mit einem Segment
(Abb. 2.13 ES), vollstindig segmentierten Strobilae (Abb. 2.13 LS) und Ephyrae (Abb.
2.13 E) verwendet. Zusatzlich wurde mRNA aus Polypen eingesetzt, die zur Strobilation
induziert, unterdessen aber mit dem Methyltransferase-Inhibitor 5-Aza-CdR behandelt
wurden. Im Vergleich zu den ebenfalls induzierten Kontrollpolypen sollten sie eine
wesentlich geringere Verdanderung in der Expression strobilations-induzierender Gene
aufweisen (K. 2.3). Kurz vor Beginn der Strobilation an Tag 14 wurde aus den mit 5-Aza-
CdR behandelten Polypen (Abb. 2.13 A14) und den unbehandelten Polypen (Abb. 2.13
C14) mRNA extrahiert. An Tag 16, an dem ein Zehntel der Kontrolltiere zu strobilieren
begann, wurde wieder mRNA aus den mit 5-Aza-CdR behandelten (Abb. 2.13 A16) und
den unbehandelten Polypen (Abb. 2.13 C16) extrahiert und fiir die Hybridisierung
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verwendet. Fiir jeden untersuchten Zeitpunkt wurden drei biologische Replikate fiir je

eine Hybridisierung angefertigt.

4 N
Polyp zur Strobilation induzierte Polypen Strobila mit segmentierte Ephyra
Tag 14 Tag 16 zwei Segmenten Strobila -
P) Al4) A16) ES) LS)
+5-Aza-CdR
C14) C16)
% Kontrolle )

Abb. 2.13: Verwendete Lebensstadien fiir die mRNA-Prdparation zur Hybridisierung mit dem
Mikroarray-Chip. P: Polyp; A14: Polyp induziert zur Strobilation, behandelt mit 5-Aza-CdR zwei Tage vor
dem Zeitpunkt der Strobilation von 10 % der angesetzten Polypen; C14: Kontrolle zu A14, behandelt mit
DMSO; Al6: Polyp induziert zur Strobilation, behandelt mit 5-Aza-CdR, zum Zeitpunkt der Strobilation
von 10 % der angesetzten Polypen; C16: Kontrolle zu A16, behandelt mit DMSO; ES: Strobilae mit zwei
Segmenten; LS: vollstindig segmentierte Strobilae; E: Ephyrae 24 Stunden nach der Abschniirung.

2.4.2 Auswertung der Mikroarray-Hybridisierung

Die Auswertung der Mikroarray-Hybridisierung (MH) wurde mit der Genespring
Software (Agilent) ausgefiihrt und die Mittelwerte der Expressionsstarke
(Fluoreszenzintensitaten, Abb. 2.14 a) in relative light units (eng. RLU) fiir alle 33.272
Sonden aus den drei Replikaten in eine structured query language (SQL)-Datenbank
Ubertragen (siehe Anhang 9.8: 01 - Final_Table_with_clusters_280610.xls). Die
Normalisierung der Genexpression aller Sonden erfolgte anhand der Expression von
elongation factor 1 alpha (EF1) des Polypenstadiums. Dafiir wurde die Expression von
finf der acht EF1 Sonden in den anderen untersuchten Lebensstadien, an die des

Polypen adaptiert (siche Anhang 9.8: 02 - EFla Normalisierung.xls). Der dafir
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berechnete Normalisierungsfaktor wurde dann fiir alle anderen Expressionswerte des
jeweiligen Lebensstadium verwendet (siehe Anhang 9.8: 03 - EF1a Median normalisierte
Tabelle). Um Sonden auszuschliefien, die keine Hybridisierung aufwiesen, wurde ein
Grenzwert der Fluoreszenzintensititen von 50 RLU gesetzt, der in mindestens einem
der Lebensstadien gegeben sein musste. Der daraus resultierende, reduzierte Datensatz
mit 19.432 Sonden konnte dann exemplarisch mit den Ergebnissen der ISH und der
Anzahl der Reads einzelner Contigs der 454-Sequenzierung verglichen werden (Tab.
2.4). Allerdings muss dabei beachtet werden, dass die Strobila- und Ephyrastadien in
der Mikroarray-Hybridisierung einen bestimmten Zeitpunkt charakterisieren, entgegen
der 454-Sequenzierung, bei der ein Gemisch verschiedener Strobilastadien und
verschieden alte Ephyrae verwendet wurden. Ein direkter Vergleich zweier

Lebensstadien ist nur bei den Polypenstadien moglich.

b)
c)
/ T w0
H — - nn
‘ ,n. (SN o4am
/I 112-rA 112« Cl112
i 15329-FA 24031
| 13316-FA 21321
i rc 28113-FA 38668
| 5627-FA 10117
/ 26471-FA 36749
i 390-RA 390  « (CI390
1285-RA 1285
26229-FA 36452

a)

Al4
Clé

15345-FA 24053
26813-FA 37146
23005-FA 32583

. I 150-RA 160  « CI160
| N i54-RA 484  « myosin
| N 3211-FA 1422 « patched

| I 255-RA 295 - patched Il

Abb. 2.14: Mikroarray-Hybridisierung unterschiedlicher Lebensstadien von Aurelia aurita mit dem Fokus
auf die Strobilation. a: Grafik des Fluoreszenzsignals eines Mikroarray-Chips nach der Hybridisierung; b:
heatmap erstellt aus den Daten der Hybridisierungen 04 - cutoff 50_log10_19432; c: Ausschnitt der
heatmap mit ausgewdhlten Genen: Cl112, CI390, C1160, myosin, patched, patched 11, sowie weiteren
Kandidatengenen; P: Polyp, A14: Polyp induziert zur Strobilation, behandelt mit 5-Aza-CdR zwei Tage vor
dem Zeitpunkt der Strobilation von 10 % der angesetzten Polypen; C14: Kontrolle zu A14, behandelt mit
DMSO; Al6: Polyp induziert zur Strobilation, behandelt mit 5-Aza-CdR, zum Zeitpunkt der Strobilation
von 10 % der angesetzten Polypen; C16: Kontrolle zu A16, behandelt mit DMSO; ES: Strobilae mit nur
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einem Segment; LS: vollstindig segmentierte Strobilae; E: Ephyrae 24 Stunden nach der Abschniirung. c:
heatmap mit folgenden Abstufungen von rot: starkes Signal, schwarz: kein Signal.

Die normalisierten Ergebnisse wurden zusatzlich, um sie tbersichtlich zu illustrieren,
einer logarithmischen Transformation (log10) unterzogen (siehe Anhang 9.8: 04 -
cutoff 50_log10_19432.xls). Der resultierende Datensatz konnte dann mit Hilfe der
Mayday Software nach den Fluoreszenzintensititen innerhalb der untersuchten
Lebensstadien geclustert und eine heatmap (Abb. 2.14 b) erstellt werden. Aus der
heatmap wurden die bereits in Tabelle 2.4 selektierten Gene ebenfalls exemplarisch

zusammengefasst (Abb. 2.14 c¢) und konnten damit verglichen werden.

Das Expressionsmuster der TRGs C1112 und CI390 der MH entsprach exakt der in der
ISH belegten Expression in den verschiedenen Lebensstadien, sowie der 454-
Sequenzierung (Tab. 2.4, K. 2.2.5). Die Transkription von Cl112 wird unmittelbar vor der
Metamorphose initiiert (Tab. 2.4 C14), ist am stdrksten in der vollstiandig segmentierten
Strobila (Tab. 2.4 LS) und wird fortgefiihrt in der Epyhra (Tab. 2.4 E). Die Expression
von CI390 beginnt bereits mehrere Tage vor der Strobilation (Tab. 2.4 C14). Sie ist sehr
stark wahrend der Metamorphose (Tab. 2.4 ES & LS) und damit verglichen, nur noch
gering in der Ephyra (Tab. 2.4 E) exprimiert. Besonders zu beachten ist, dass die mit 5-
Aza-CdR behandelten Polypen ebenfalls eine Expression aufweisen, wenn auch nur
ungefahr halb so stark wie die Kontrollpolypen (Tab. 2.4 A14 & C14 sowie A16 & C16).
Die heatmap (Abb. 2.14 c) veranschaulicht die Expression von Cl112 und C1390, beide
Gene sind nicht im Polypen (Abb. 2.14 c P) vorhanden und haben die héchste Expression
wahrend der Metamorphose (Abb. 2.14 ¢ ES & LS). Im Ephyrastadium werden sie

hingegen nur noch gering exprimiert.

Die in der 454-Sequenzierung und der ISH belegte starke Expression des TRG Cl160
konnte ebenfalls verifiziert werden (Tab. 2.4, K. 2.2.5). Die Expression des Transkripts
von Cl160 beginnt bereits in der Strobila mit zwei Segmenten (Tab. 2.4 ES) und steigert
sich weiter lber das vollstindig segmentierte Strobilastadium (Tab. 2.4 LS) bis in die
Ephyra (Tab. 2.4 E). Die heatmap spiegelt diese eindeutige Steigerung der Expression
von C1160 wieder (Abb. 2.14 c)

Tab. 2.4: Exemplarischer Auszug aus den normalisierten Daten in RLU (03 - EFla Median normalisierte
Tabelle) der Mikroarray-Hybridisierung, beginnend mit dem Probennamen auf dem Mikroarray-Chip,
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gefolgt von den untersuchten Lebensstadien: P, A14 (rot), C14 (blau), A16 (rot), C16 (blau), ES, LS, E und
der dazugehorigen Fluoreszenzintensitit aus der Mikroarray Hybridisierung. Daneben sind die Namen
der verwendeten Transkripte fiir die Sonden des Mikroarray-Chips aus der Celera_02 Assembly, sowie der
Genname und die Anzahl an Reads, aus dem der Contig zusammengesetzt wurde, aufgefiihrt.

Celera 02 Gen- Po St
Probenname
Mikroarray P i cils Al C16 = & £ Assembly name Reads | Reads | Reads
3,9 33,6 | 111,9 | 244,3 798,1 | 10850,0 | 23887,1 | 6096,6 B}
CUST_52_PI ’ ’ ’ y 2 /A 12 y 11§2RA Cl112 2 995
424983781 =
CUST 20065 3,8 43,6 32,8 66,7 44,6 71,3 92,0 12,8 15323_; o s
_P1424983781 A_24031
CUST 26588 3,5 72,4 60,3 98,4 83,4 185,7 201,5 21,1 13312_; ) s
_P1424983781 A_21321
3,2 44,1 46,7 54,6 55,1 94,4 129,1 18,4 _
CUST 32839 ’ ’ ’ ’ ’ , ’ i |r=i\_2388161638 0 2
P1424983781 =
cusT 15619 | 35 55,5 57,8 56,9 42,0 187,3 188,3 26,7 562;_F 5 e
P1424983781 A_10117
cusT 24605 | 1 25,8 28,4 29,6 30,4 70,9 97,5 17,4 26221_2 o .
P1424983781 A_3674
6,5 |3883,8]| 7965,3 | 35973,0 | 76597,6 | 231322,6 | 238804,2 | 3098,3 =
CUST_204_ ! ! ! ! ! ' ! ! ;io . CI390 0 2002
P1424983781 —
9,1 | 2706,2 | 6173,1 | 27249,5 | 63902,4 | 267544,7 | 294650,0 | 2853,5 )
CUST_13568_ , , , , , , 128528 . 1416
P1424983781 RA_1285
cusT 24605 | 111 [ 67511 |14089,3 | 58169,0 | 1201233 | 2615339 | 271524,5 | 5825,1 26§§9_F2 o 5
P1424983781 A_3645
CUST 7377 12,6 | 6595,2 | 14455,9 | 62939,6 | 134798,3 | 319411,3 | 320616,8 | 6098,1 15343_2 o 5
P1424983781 A_2405
13,1 | 6303,2 | 14197,3 | 61825,5 | 132233,0 | 294859,1 | 303980,1 | 6015,2 _
CUST_24826_ ' ' ' ' ' ' f\fig%i‘"; 0 2
P1424983781 =
136,6 | 2219,3 | 528,4 | 2954,5 399,0 940,6 1334,9 119,7 }
CUST_23267_ ' ' ' ' ' f\3ggg8F3 1 6
P1424983781 -
51,2 35,4 55,7 97,6 57,8 445,9 2315,0 | 12454,1 =
CUST_80_ ! ! ! ! ! ! ! ! ;\er G Cl160 0 283 | 1227
P1424983781 =
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Die Expression von myosin tail konnte in der MH ausschliefllich in der Ephyra
nachgewiesen werden (Tab. 2.4). Die fiir die MH verwendeten Strobilationsstadien ES
und LS befanden sich noch am Beginn der Metamorphose, myosin tail wurde aber erst in
der spaten Strobila exprimiert (Abb 2.7 s). In der heatmap wurde myosin tail aufgrund
der logarithmischen Transformation nicht richtig prasentiert. Entgegen der 454-
Sequenzierung und der ISH wurde es in der heatmap in allen untersuchten
Lebensstadien schwach exprimiert und verstarkt in der Ephyra dargestellt (Abb. 2.14 ¢
E).

Die Fluoreszenzintensitiaten der Rezeptoren des SHH-Signalwegs patched wiesen zwar
das erwarteten Expressionsprofil auf aber im Vergleich mit den Ergebnisse der 454-
Sequenzierung und der ISH waren sie wesentlich geringer exprimiert (Tab. 2.4, Abb 2.4).

Patched wird mit dem Beginn der Segmentierung (Tab. 2.4 ES) exprimiert, die
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Expression steigt wahrend des Prozesses der Segmentierung (Tab. 2.4 LS) gering an und
auch in der 24 Stunden alten Ephyra ist noch eine Expression vorhanden (Tab. 2.4 E).
Patched II wird hingegen, wie auch in der ISH belegt, konstitutiv in jedem untersuchten
Lebensstadium exprimiert. Die Darstellung der beiden patched Rezeptoren in der
heatmap stimmte mit den Ergebnissen der 454-Sequenzierung und der ISH tberein

(Abb. 2.14 c).

Interessanterweise konnten weitere wahrend der Strobilation hochexprimierte Gene,
die Splice-Varianten des TRG Cl390 darstellen, durch die Mikroarray-Hybridisierung
ermittelt werden. Dazu gehoren die Gene 1285-RA_1285, 26229-FA_36452, 15345-
FA_24053 und 26813-FA_37146 (Tab. 2.4). Zudem konnten weitere TRGs: 23005-
FA 32583, 15329-FA 24031, 13316-FA_21321, rc_28113-FA_38668, und 26471-
FA_36749, die z. B. einen Einfluss auf die Musterbildung wahrend der Strobilation
haben, entdeckt werden. Ebenfalls in diese Gruppe gehort das Gen 5627-FA_10117 (Tab.
2.4), das in der blastx Analyse eine hohe Homologie von 9e28 zu dem small nuclear
ribonucleoprotein G [NP_003087.1] von Homo sapiens aufwies und wahrscheinlich auf

Grund der erhohten Zellproliferation hoch reguliert ist.

Zusammenfassend wurde durch die Mikroarray-Hybridisierung die Expression der
TRGs C1390 und Cl160 noch vor den ersten morphologischen Anzeichen der Strobilation
bestdtigt und ihre mogliche Funktion als Induktoren fiir die Strobilation damit
bekraftigt. Die verwendeten Datensitze aus der 454-Sequenzierung und der
Mikroarray-Hybridisierung ergianzen sich perfekt und konnten bereits durch die in situ
Hybridisierungen validiert werden. Ein Beispiel dafiir sind die TRGs C1390 und Cl631,
die sowohl in der 454-Sequenzierung, als auch in der Mikroarray-Hybridisierung die am
hochsten exprimierten Gene wahrend der Strobilation darstellen. Zusammen verfiigen
die Datensitze der 454-Sequenzierung und der Mikroarray-Hybridisierung iiber ein
enormes Potential, den Prozess der Strobilation aufzudecken. Es konnten bereits
weitere Kandidatengene fiir die Induktion und Steuerung der Metamorphose aufgedeckt

werden, welche noch nicht im Detail analysiert wurden.
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2.5 Generierung transgener Aurelia aurita

Der zweite Teil meiner Arbeit umfasste die Etablierung transgener Aurelia aurita, um
die zelluldaren Veranderungen und Differenzierungsprozesse wahrend des gesamten
Entwicklungszyklus und im Besonderen widhrend der Metamorphose des Polypen zur
Meduse zu analysieren. Die Zellen des Polypen werden wahrend der Metamorphose
grundlegend reorganisiert. Die Markierung lebender Zellen durch die Expression von
GFP konnte die Entwicklung und Abstammung medusenspezifischer Organe wie der
Gonaden, der Rhopalien, der quergestreiften Muskulatur und des strukturierten
Nervensystems erklaren. Zudem konnte die Differenzierung und Entwicklung von
Stammzellen wahrend der Strobilation verfolgt werden, denn im Gegensatz zu dem
potentiell unsterblichen Polypen besitzt die Meduse keine regenerativen Eigenschaften

und ist sterblich.

Zur Generierung transgener Aurelia aurita sollten Embryonen durch die Mikroinjektion
plasmidbasierter DNA-Vektor-Systeme genetisch manipuliert werden. Dazu wurden
Reporter-Konstrukte aus pGEM-T und pMiLRneo Backbone Plasmiden mit
verschiedenen Reporter-Genen unter der Kontrolle von konstitutiv stark exprimierten
Promotoren erstellt. Die Identifizierung und Auswahl der hoch exprimierten Gene
erfolgte aus zwei complementary DNA (cDNA) basierten Transkriptom-Datenbanken von
Aurelia aurita. Im Anschluss daran wurden potentielle Promotorbereiche und
Terminatorsequenzen aus genomischer DNA (gDNA) von Aurelia aurita amplifiziert und

in die Reporter-Konstrukte kloniert.

2.5.1 454-Sequenzierung und de novo Assemblierung des Transkriptoms von Aurelia
aurita aus der Ostsee

Flr die Mikroinjektion von Reporter-Konstrukten standen ausschliefdlich Embryonen,
prapariert aus Medusen von Aurelia aurita der Ostsee (engl. baltic sea: bs), zur
Verfiigung (siehe K. 2.1). Fiir die Selektion konstitutiv stark exprimierter Gene, deren
Promotoren in Reporter-Konstrukten verwendet werden sollten, wurde aus diesem
Grund das Transkriptom aus Polypen der Ostsee mit dem Roche Genome Sequenzer FLX
System sequenziert. Das Ergebnis der Sequenzierung mit 0,5 FLX-Chips betrug 34,7 Mb,
bestehend aus 157.412 Reads (Tab. 2.5). Fiir die Analyse der Expression der Transkripte
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wurde der TGICL Assembler verwendet, der die fragmentierten Daten zu einem
Transkriptom rekonstruierte. Die erstellte TGICL Assembly aurelia_bs_polyp_run090409
umfasste 9.567 Contigs und 1.974 Singletons (Tab. 2.6, Anhang 9.8).

Tab. 2.5: Ubersicht der Sequenzen aus den 454-Sequenzierungen der Polypen von Aurelia aurita. Es
wurden je Lebensstadium 0,5 GS FLX-Chips sequenziert. Die Ausbeute der Sequenzierung kann aus der
Anzahl der Reads und der sequenzierten Basen abgelesen werden.

Anzahl der
Lebensstadium verwendeten GS Reads Sequenzierte Basen
FLX-Chips
Polyp 0,5 157.412 34,7 Mb
Total 0,5 157.412 34,7 Mb

Tab. 2.6: Ubersicht {iber das Transkriptom des Polypen. Neben dem Lebensstadium ist der Name der
Assembly mit der Angabe zur Anzahl der darin enthaltenen Contigs und Singletons angegeben.

Lebensstadium Name des Transkriptoms Assembler | Contigs | Singletons

Polyp aurelia_bs_polyp_run090409 TGICL 9.567 1.974

2.5.2 Identifizierung und Auswahl von konstitutiv exprimierten Genen

Fir die Selektion von konstitutiven Genen von Aurelia aurita standen zwei Datenbanken
zur Verfligung. Zuerst stand nur eine EST (expressed sequence tags) Bibliothek von
Planulalarven zur Verfiligung, die von Prof. Kiyokazu Agata, Universitdt Kyoto, Japan,
bereitgestellt worden war (persdnliche Kommunikation, siehe Anhang 9.8). Nach der
Sequenzierung des Transkriptoms von Ostsee-Polypen - aurelia_bs_polyp_run090409 -
stand eine zweite Datenbank, die zudem Aufschluss iiber die Expression der Gene gab,

zur Verfiigung.

Da anfanglich nur die EST-Bibliothek von Planulalarven zur Verfiigung stand, wurden
aus dieser Datenbank Transkripte selektiert, die ein hohes Expressionslevel erwarten
lielen. Die Auswahl fiel auf die Transkripte von p-aktin (CL1Contig2), tubulin
(CL2Contigl), ubiquitin (CL18contigl) und histon 3 (CL200Contigl) (Tab. 2.7). Anhand
der Sequenzierung des Transkriptoms von Ostsee-Polypen konnte die Expression der
ausgewahlten Transkripte aus der Planula-EST-Bibliothek liberpriift werden. Fiir die
Ubereinstimmung der Sequenzen wurde der basic local alignment search tool for
nucleotides (blastn) Algorithmus verwendet, um gleiche Transkripte beider

Datenbanken einander zuordnen zu kénnen. Die Anzahl an Reads der vergleichbaren
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Contigs von aktin (CL1Contig2) mit 427 Reads und tubulin (CL2Contigl) mit 289 Reads
im aurelia_bs_polyp_run090409-Transkriptom war sehr hoch (Tab. 2.7). Die
Expressionswerte von ubiquitin (CL18contigl) mit 20 Reads und histon 3

(CL200Contig1) mit 29 Reads waren vergleichsweise gering (Tab. 2.7).

Mit dem Vorhandensein eines Transkriptoms aus Ostsee-Polypen wurden zwei weitere
Haushaltsgene selektiert, die liber eine sehr hohe Anzahl an Reads verfiigten und somit
ein hohes Expressionslevel erwarten liefden: aktin (aurelia_bs_polyp_run090409_21) mit
726 Reads und EF1 (elongations faktor 1 alpha) (aurelia_bs_polyp_run090409_45) mit
434 Reads (Tab. 2.7).

Tab. 2.7: Dargestellt sind ausgewahlte, konstitutiv stark exprimierte Gene von Aurelia aurita mit der
Angabe zum Gen-Namen, dem Sequenz-Namen des vergleichbaren Transkripts in den verschiedenen
Datenbanken, der Lange des Transkripts und der Anzahl der Reads, die Auskunft iiber die Expression der
Transkripte gibt.

Gen-Name Planula EST, Trap_skript— bs Polyp Transkriptom Sequenz- Tralj_skript- Anzahl der

Sequenz- Lange Name Lange Reads
Name

EST aus Planulalarven

aktin CL1Contig2 1.564 bp aurelia_bs_polyp_run090409_49 1.591 bp 427

tubulin CL2Contig1l 1.543 bp aurelia_bs_polyp_run090409_34 1.584 bp 289

ubiquitin CL18contigl 2.058 bp aurelia_bs_polyp_run090409_885 822 bp 20

histon 3 CL200Contigl 800 bp aurelia_bs_polyp_run090409_635 1.306 bp 29

Transkriptome aus Ostsee-Polypen

aktin aurelia_bs_polyp_run090409_21 1.387 bp 726

EF1 CL3Contig4 1.955 bp aurelia_bs_polyp_run090409_45 1.622 bp 434

2.5.3 Amplifikation von Promotoren und Terminatoren von konstitutiv
exprimierten Genen

Nach der Selektion der konstitutiven Gene, wurden deren flankierende Bereiche als
Promotoren und Terminatoren fiir die Herstellung der Reporter-Konstrukte kloniert.
Flr Aurelia aurita existiert bisher kein sequenziertes Genom, auch sind bislang keine
spezifischen Promotor-Elemente zur Regulierung der Genexpression bekannt. Da nur
die Transkripte der selektierten Gene vorhanden waren, wurden diese aus gDNA von
Medusen aus der Ostsee amplifiziert und sequenziert. Aus den gewonnenen Sequenz-
Informationen wurden Primer erstellt, um mittels der Technik der Splinkeretten-PCR,
die flankierenden Bereiche zu klonieren (Thomsen et al., 2004). Die Amplifikate wurden

kloniert, sequenziert und der potentielle Promotorbereich oder die Terminatorsequenz
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mit dem bekannten genomischen Bereich verglichen. Dieser Prozess wurde fiir die Gene
der Transkripte von aktin (CL1Contig2), tubulin (CL2Contigl), ubiquitin (CL18contig1)
histon 3 (CL200Contigl), aktin (aurelia_bs_polyp_run090409_21) und EF1
(aurelia_bs_polyp_run090409_45) durchgefiihrt. Die Splinkeretten-PCR wurde so oft
wiederholt, bis eine ausreichend grofde Sequenz der potentiellen Promotor- und
Terminations-Bereiche bekannt war (Tab. 2.8, vollstindige Sequenzen, siehe Anhang
9.2). Mit spezifischen Primern wurde daraufhin der potentielle Bereich des Promotors

oder Terminators amplifiziert und in die Reporter-Konstrukte P1-14 kloniert.

Tab. 2.8: Dargestellt sind die Sequenzierungs-Ergebnisse potentieller Promotoren und Terminatoren
konstitutiv stark exprimierter Gene von Aurelia aurita mit der Angabe des Gen-Namens, des Sequenz-
Namens des Transkripts in den verschiedenen Datenbanken, der Anzahl der Reads, die Auskunft tiber die
Expression der Transkripte gibt und dem sequenzierten potentiellen Promotor- und Terminator-Bereich
in bp.

Gen-N S N cDNA Anzahl Sequenzierter Sequenzierter

en-Name equenz-Name Sequenz- | der Reads potentieller potentieller
Lange Promotor Terminator

aktin CL1Contig2 1.564 bp 427 -1.647 bp 1.166 bp

tubulin CL2Contig1l 1.543 bp 289 -1.183 bp 596 bp

ubiquitin CL18contigl 2.058 bp 20 -744 bp

histon 3 CL200Contigl 800 bp 29 -1.357 bp

aktin aurelia_bs_polyp_run090409_21 | 1.387 bp 726 -1.355 bp 1.445 bp

EF1 aurelia_bs_polyp_run090409_45 | 1.622 bp 434 -1.573 bp

2.5.4 Konstrukte

Die potentiellen Promotoren der Gene aktin, EF1, tubulin ubiquitin und histon 3 mit einer
Lange von 744 bis 1.641 Basenpaaren, sowie die potentiellen Terminatoren der Gene
aktin und tubulin, mit einer Lange von 576 bis 1.439 Basenpaaren, wurden iiber
Restriktionsschnittstellen in pGEM-T Backbone Plasmide (P1-13) (Promega) in Einzel-
oder Doppel-Konstrukte ligiert (Abb. 2.15). Zusatzlich diente ein pMiLRneo Backbone
Vektor mit flankierenden inverted terminal repeats (ITRs) als Grundlage fiir ein weiteres
Konstrukt (P14) (Abb. 2.15). Die Inserts beinhalten den, dem Gen vorgelagerten,
potentiellen Promotorbereich und das Startcodon. Darauf folgen ein bis sechs weitere
Codons, der genomischen Sequenz des konstitutiven Gens. Die Inserts der potentiellen
Terminatoren beginnen mit dem Stopcodon, worauf die dem Gen nachgelagerte Sequenz
folgt. Jeder der Vektoren P1-14 verfiigt iiber eine Ampicillin-Resistenz. Der Vektor P4

tragt mCherry, die Vektoren P9, P11, P13 Kaede, als Reportergen. Alle weiteren
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Konstrukte beinhalteten GPF als Reportergen. Aufgrund der Moglichkeit der besseren
Integration grofierer Vektoren, wurden auch Doppelkonstrukte (P2, P7) verwendet, die
DsRed unter der Kontrolle des f-aktin-Promotors und -Terminators aus Hydra vulgaris
als zweites Reportergen in einem entgegengesetzten open reading frame (ORF)
beinhalten (Abb. 2.15). Insgesamt wurden 14 Plasmide fiir die Mikroinjektion in
Embryonen vorbereitet. Ihre genauen Sequenzen kénnen im Anhang 9.3 mit Angabe der
verwendeten Restriktionsschnittstellen und der genauen Gréfie der Promotoren und

Terminatoren eingesehen werden.

( ™
P1 P2 aktin aktin aktin aktin
| tubulin Promoter GEFP aktin Terminator \y; Promoter GFP Terminator ,Terminator Promoter
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N\ (
P3 P4
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T Ll - - T
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1 - T - -
(CL1Contig2) (CL1Contig2) (CL1Contig2)
Asis Ascl ' Asis] Ascl
e e N
P7 ) aktin aktin aktin P8
\, histon 3 T Terminator, Terminator Promoter \_;__EF1 Promoter GFP aktin Terminator _ J
T Promoter (bsp-c 49) | Hydra_!:lwk f (bspcl21)  ,iy
L AsiSI Ascl EcoRI FselHindlll ~ Apal . AsiSI
A
P9 P10
\I EF1 Promoter aktin Terminator I EF1 Promoter GFP aktin Terml.nator
(bsp c121) Ascl (CL1Contig2) Ascl
b/ AsiSI ) AsiSI
( N\
P11 P12
I EF1 Promoter aktin Termlmator I I aktin Promoter GFP aktin Terminator
(CL1Contig2)  ,cr ; (bsp cI21) (bsp cl21) Ascl
Abal Sb, AsiSI al AsiSI
A
P13 P 144 Minos ITRs Minos ITRs.
I aktin Promoter | EF1 Promoter GFP aktin Terminator

ktin Terminator
[ Kaede | “
_e < Ospeizl) 1 T

Il
T  (bspa21) e
atl i

I
. (bsp c121) BamHI

Abb. 2.15: Ubersicht der Konstrukte P1-14 kloniert aus den potentiellen Promotoren der Gene aktin, EF1,
tubulin, ubiquitin und histon 3, sowie die potentiellen Terminatoren der Gene aktin und tubulin. Die
Konstrukte P1-13 verfiigen iiber einen pGEM-T Backbone (Promega), das Konstrukt P14 iiber einen
pMiLRneo Backbone. Alle Vektoren besitzen GFP als Reportergen, ausgenommen P4, das tiber mCherry
und P9, P11, P13, die iiber Kaede als Reportergen, verfiigen. P2 und P7 stellen zudem Doppel-Konstrukte
dar, die DsRed unter der Kontrolle des aktin-Promotors und -Terminators aus Hydra vulgaris in einen
entgegengesetzten ORF verwenden. Die genauen Sequenzen der 14 Plasmide kénnen im Anhang 9.3 mit
Angabe der verwendeten Restriktionsschnittstellen und der genauen Groéfde der potentiellen Promotoren
und Terminatoren eingesehen werden.
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2.5.5 Injektion von Reporter-Konstrukten in Zygoten und Embryonalstadien von
Aurelia aurita

Die Injektion der Reporter-Konstrukte erfolgte saisonal, sobald sexuell reife Medusen
beider Geschlechter auftraten. Die Verfiigbarkeit von Embryonen der Jahre 2008/2009
und die verwendeten Konstrukte kénnen aus den Injektionsdaten der im Anhang 9.5
dargestellten Tabelle 9.3 abgelesen werden. Fiir die Injektion wurden ausschliefilich
Zygoten und Blastomere der 2-Zell- oder 4-Zellstadien verwendet. Die Zygoten von
Aurelia aurita (Abb. 2.16 1) waren mit einem Durchmesser von 120-150 pm im Vergleich
mit einem Embryo von Hydra vulgaris AEP um den Faktor vier kleiner (Abb. 2.16 k). Fiir
die Mikroinjektion der Reporter-Konstrukte musste dementsprechend eine kleinere

Haltekapillare und ein geringerer Injektionsdruck verwendet werden (K 7.9.2).

Abb. 2.16: a-j: Unterschiedliche Entwicklungsstadien injizierter RITC-Embryonen, k-1: Embryonen vor der
Injektion an der Haltekapillare, a, b: Laterale Ansicht einer Zygote wihrend der ersten dquatorialen
Furchung die vom animalen zum vegetalen Pol verlauft; c, d: Laterale Ansicht eines Embryo wahrend der
zweiten dquatorialen Furchung; e, f: Apikale Ansicht eines Blastulastadiums 24 Stunden nach der
Injektion; g, h: Apikale Ansicht eines Gastrulastadiums 48 Stunden nach der Injektion; i, j: Apikale Ansicht
eines Gastrulastadiums 72 Stunden nach der Injektion. k: Laterale Ansicht einer Blastomere im 2-
Zellstadium von Hydra vulgaris an der Haltekapillare, links im Bild die Injektionsnadel; I: Laterale Ansicht
einer Blastomere im 2-Zellstadium von Aurelia aurita an der Haltekapillare, links im Bild die
Injektionsnadel. Die Bilder k und 1 wurden bei gleicher Vergroflerung erzeugt; die Bilder a, c, e, g, i
wurden unter Fluoreszenzlicht hergestellt, die Bilder b, d, f, h, j mit Durchlicht. Gr6fenmafistab in a 10
pum, in kund 1je 0,1 mm.
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Die Injektionsansitze, ausgenommen Injektion 7 (Anhang 9.5 Tab. 9.3), wurden mit 1-2
% Rhodamine-B-isothiocyanate (RITC) versetzt, das als Kontrolle fiir eine gelungene
Injektion diente. Da die Embryonen und Planulalarven von Aurelia aurita keine
Eigenfluoreszenz aufwiesen, konnte im Anschluss an die Injektion die weitere
Entwicklung der RITC-positiven Embryonen bis zum Polypen verfolgt werden. In
Abbildung 2.14 a-j sind verschiedene RITC-positive Embryonalstadien abgebildet. Die
Anzahl der lebensfahigen RITC-positiven Embryonen lag nach der Injektion (sieben
Tage) bei den Injektionen 6-20 bei einem Fiinftel der injizierten Tiere (Anhang 9.5 Tab.
9.3). Fiir die folgenden Injektionen 21-52 wurde keine Statistik gefiihrt, da sich deutlich
mehr RITC-positive Embryonen zu Polypen entwickelten als zuvor. Nach der
Nahrungsaufnahme der Polypen wiesen etwa ein Viertel der Tiere eine starke

Autofluoreszenz auf, welche die Lokalisierung von RITC stark erschwerte.

2.5.6 Injektion linearisierter Konstrukte und genomischer DNA

Der Mechanismus der Integration von Reporter-Konstrukten wahrend der
Embryogenese ist unbekannt. Daher wurde neben ringférmigen und auch linearisierte
Reporter-Konstrukte injiziert, fiir den Fall, dass linearisierte Konstrukte besser
integriert werden konnen. Zudem wurde zu den linearisierten Konstrukten auch
geschnittene genomische DNA von Aurelia aurita hinzugefiigt. Diese DNA war mit dem
gleichen Restriktionsenzym wie die Vektoren geschnitten worden. Die Maskierung der
Konstrukte mit eigener DNA sollte die Reporter-Konstrukte vor dem Abbau im Embryo
und dem Prozess des Gen-silencing wahrend der Entwicklung schiitzen. RITC-positive
Embryonen aus den Injektionen 16, 39 und 42 (Anhang 9.5 Tab. 9.3), bei denen
ausschliefllich linearisierte Konstrukte verwendet wurden, entwickelten sich zu
intakten Polypen. Aus den Injektionen 40, 41, 43, 44, 47 mit linearisierten Konstrukten
(Anhang 9.5 Tab. 9.3), die zusitzlich genomische DNA enthielten, entstanden ebenfalls
intakte RITC-positive Polypen. Stabile transgene GFP-exprimierende Polypen konnten

jedoch nicht generiert werden.
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2.5.7 Generierung transgener Aurelia aurita durch die Verwendung von Minos-
Transposase

Die Minos-DNA-Transposase wurde bereits bei verschiedenen Vertebraten und
Invertebraten zur Erstellung von Transgenen eingesetzt (Pavlopoulos et al., 2007). Das
Plasmid P14 verfiigt Uiber zwei inverted terminal repeats (ITRs)-Elemente, die das GFP-
Reporterkonstrukt flankieren und es zu einem Transposon zusammensetzen. Bei der
Verwendung von P14 (Abb. 2.15) in den Injektionen 49-52 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) wurde
0,1 pg/pl Minos-Transposase-mRNA mitinjiziert. Das Enzym sollte wahrend der
Embryogenese translatiert werden, um das Transposon aus P14 in die DNA von Aurelia
aurita zu integrieren. Die Embryonen aus diesen Injektionen zeigten keinen Unterschied
zu den anderen Injektionen. Eine Verbesserung der Integration konnte nicht
nachgewiesen werden. Polypen, die stabil GFP exprimierten konnten nicht hergestellt

werden.

2.5.8 Injektion von GFP-mRNA

Die Injektionen 49-52 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) enthielten zusitzlich GFP-mRNA im
Injektionsansatz. Die Translation der mRNA wahrend der Embryogenese sollte als
Kontrolle der Translation der Minos-Transposase-mRNA (K. 2.5.7) dienen. Die
injizierten Embryonen wurden iiber die komplette Embryogenese alle 12 Stunden auf
die Expression von GFP hin kontrolliert. Es konnte jedoch keine GFP-Fluoreszenz

festgestellt werden.

2.5.9 Transgene Aurelia aurita

Die RITC-positiven Embryonen aus den Injektionen 1-52 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) wurden
alle 24 Stunden auf die Expression von GFP kontrolliert. Als Kontrolle wurden nicht
injizierte Embryonen verwendet. Blastula- und frithe Gastrula-Stadien zeigten kein
detektierbares Signal im Spektrum von GFP. Eine Woche nach der Injektion war bei 55
Planulalarven ein anteriores endodermales GFP-Signal sichtbar (Abb. 2.17 d) (Anhang
9.5 Tab. 9.3). Wesentlich geringer war die Anzahl (6) der Planulae, die ein ektodermales

Signal aufwiesen (Abb. 2.17 a, Tab. 2.9). Zudem war ein Drittel der fluoreszierenden
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Planulalarven (Abb. 2.17 f) stark deformiert und die Metamorphose zum Polypen setzte,

im Vergleich mit den Kontrolltieren, um 2-3 Wochen verzogert ein.

Die Planulalarven, die ein ektodermales GFP-Signal aufwiesen (Abb. 2.17 a), aus den
Injektionen mit den Reporter-Konstrukten P9 und P12 (Abb. 2.15) unter der Steuerung
eines EF1 oder eines aktin-Promotors, entwickelten sich zu Polypen ohne jegliche GFP-

Fluoreszenz (Tab. 2.9).

Aus Planulalarven, die eine endodermalen GFP-Fluoreszenz aufwiesen (Abb. 2.17 d, f),
aus den Injektionen der Reporter-Konstrukte P2, P6 und P7 (Abb. 2.15) unter der
Steuerung eines aktin- oder eines histon-Promotors, entwickelten sich zehn Polypen, die
ein ebenfalls endodermales GFP-Signal aufwiesen (Abb. 2.17 g, h, Tab. 2.9). Als Kontrolle
dienten nicht injizierte Polypen (Abb. 2.17 j).

Tab. 2.9: Ubersicht {iber die transient transgenen Larven und Polypen von Aurelia aurita. Aufgefiihrt sind
die Plasmid-Nummer und der Plasmid-Name des injizierten Konstrukts, sowie die Anzahl der injizierten
Embryonen. Anschlieffend wird die Anzahl der Larven und der Polypen genannt, die iiber eine
endodermale oder eine ektodermale GFP-Fluoreszenz verfiigten, sowie die Anzahl der stabilen transgenen
Polypen.

Plasmid Plasmid- Injizierte Planulalarven mit _Planulalarven Polypc_an mit Polypgn mit Stabile
_Nr - Embryonen endodermal'er mit ektoderm_aler transienter transienter transgene
gesamt GFP Expression GFP Expression endodermaler ektodermaler GFP Polypen
GFP Expression GFP Expression
1 VTP-H12 33 5 0 1 0 0
2 VALP18 594 2 0 1 1 0
3 VTTG3 55 0 0 0 0 0
4 VA16M26 50 0 0 0 0 0
5 VUG11 97 0 0 0 0 0
6 VA16G3 192 4 0 2 0 0
7 VHPII4 599 10 0 6 1 0
8 VEGT3 527 0 0 0 0 0
9 VEKT7 549 16 4 0 0 0
10 VEG4 74 0 0 0 0 0
11 VEK12 174 0 0 0 0
12 VAGT2 867 18 2 0 0 0
13 VAKT1 416 0 0 0 0 0
14 LigAN3 527 0 0 0 0
Gesamt 14 4754 55 6 10 2 0

Die endodermale GFP-Fluoreszenz der Polypen wurde immer mehrere Stunden nach
der Nahrungsaufnahme detektiert. Fiir die darauf folgenden 48 Stunden verfiligten die
Polypen iiber eine starke Fluoreszenz. Weitere 24 Stunden spater war das GFP-Signal

nur noch schwach sichtbar und nach insgesamt 96 Stunden nicht mehr detektierbar.
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Durch erneute Nahrungszugabe konnte das Signal repliziert werden. Nicht transfizierte
Polypen wiesen keine Fluoreszenz nach der Nahrungsaufnahme auf. Auffallig waren
zudem Schwankungen in der endodermalen Lokalisation des GFP-Signals. Die
Fluoreszenz im Polypen konnte in wenigen Stunden vom Ring des Hypostoms (Abb. 2.17
g) in die Stolone (Abb. 2.17 h) wechseln. Es wurden sechs Polypen mit auffillig starker,
endodermaler Fluoreszenz selektiert und erfolgreich als Massenkultur angelegt. Aus den
einzelnen Polypen entstanden durch Fragmentation und durch Knospung an den
Spitzen der Stolone weitere Klone. Die anfangliche starke Intensitat des GFP-Signals war
in allen Polypen aus den drei Injektionen nach wenigen Wochen nicht mehr
wahrnehmbar. Auch durch erneute Nahrungszugabe konnte keine Fluoreszenz mehr
induziert werden. Stabile endodermal GFP-exprimierende Transgene konnten nicht

generiert werden (Tab. 2.9).

Abb. 2.17: Verschiedene Stadien transient transgener Aurelia aurita, a: Laterale Ansicht einer
Planulalarve mit ektodermaler GFP-Fluoreszenz, der aborale Pol befindet sich links; b: Laterale Ansicht
eines jungen Polypen mit ektodermaler GFP-Fluoreszenz; c: Apikale Ansicht eines jungen Polypen mit
ektodermaler GFP-Fluoreszenz in der Ndhe des aboralen Pols; d, e: Laterale Ansicht von Planulalarven mit
endodermaler GFP-Fluoreszenz am apikalen Pol; f: Laterale Ansicht von deformierten Planulalarven mit
endodermaler GFP-Fluoreszenz; g: Apikale Ansicht eines Polypen mit endodermaler GFP Fluoreszenz; g:
VergrofRerung der apikalen Ansicht von g; h, i: Polyp mit endodermaler GFP-Fluoreszenz in den Stolonen;
j: nicht injizierter Kontrollpolyp; k: Quetsch-Praparat KLSM-Aufnahme eines Polypen mit endodermaler
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GFP-Fluoreszenz; 1: Quetsch-Praparat KLSM-Aufnahme eines Kontroll-Polypen. a, b, ¢, d, f, g, g’ h, j: wurden
unter Fluoreszenzlicht hergestellt; e, j: wurden mit Durchlicht hergestellt. Grof3enmafistab in a, b, ¢ 0,1
mm, in g, h,j 1 mm und in kund lje 31,75 pm.

In zwei Fallen entwickelten sich aus den Planulalarven der Injektion 14 (Anhang 9.5
Tab. 9.3) mit P2 (Abb. 2.15), einem GFP-DsRed-Doppelkonstrukt unter der Steuerung
eines aktin-Promotors, nach der Metamorphose Polypen, die eine ektodermale GFP-
Fluoreszenz aufwiesen (Abb. 2.17 b, ¢, Tab. 2.9). Als Kontrolle wurden nicht injizierte
Polypen beobachtet (Abb. 2.17 j). Im kompletten Ektoderm waren stark GFP-
fluoreszierende Zellen verteilt. Die Polypen waren morphologisch intakt und verfiligten
iber Cnidocyten. Jedoch verschwand das GFP-Signal nach der ersten
Nahrungsaufnahme vollstidndig. Die Tiere und ihre Klone wurden tiber sechs Monate

gehaltert - es konnte aber keine GFP-Fluoreszenz mehr festgestellt werden (Tab. 2.9).

Zusammenfassend konnten durch die Injektionen 1-20 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) der
Reporter-Konstrukte P1-8 (Abb. 2.15) in Embryonen von Aurelia aurita keine stabilen
transgenen Polypen hergestellt werden. Auch die verwendeten Konstrukte P8-14 (Abb.
2.15), die bei den Injektionen 21-52 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) injiziert wurden, erbrachten
keine Steigerung der Effizienz. Aus 4754 injizierten Embryonen entwickelten sich 61
Planulalarven mit GFP-Fluoreszenz. Davon verfligten sechs Larven iiber ein
ektodermales und 55 iiber ein endodermales GFP-Signal. Nach der Metamorphose zum
Polypen konnte in zwei Fallen eine transiente ektodermale GFP-Fluoreszenz und in zehn
weiteren Polypen eine transiente endodermale GFP-Fluoreszenz beobachtend werden
(Tab. 2.9). Transgene Polypen, die stabil GFP-exprimierten, konnten jedoch nicht

hergestellt werden.

2.5.10 KLSM-Mikroskopie der transient transgenen Polypen von Aurelia aurita

Die endodermale Expression von GFP, in transient transgenen Polypen sollte durch
einen immunhistochemischen Nachweis von GFP belegt werden. Durch eine
Fluoreszenz-Antikorper-Farbung sollte die Expression des GFP-Proteins in Polypen mit
endodermalem GFP-Signal aus den Injektionen 3, 10 und 11 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) mit
P2, P6 und P7 (Abb. 2.15) belegt werden. Die Auswertung der Immunohistochemie mit

65



Kapitel 2: Ergebnisse

fixierten Polypen erbrachte keinen Nachweis von GFP-Protein in Polypen mit

endodermaler Fluoreszenz.

Um den Ursprung der endodermalen Fluoreszenz zu verstehen, wurden nun Quetsch-
Praparate von Polypen mit endodermalem GFP-Signal aus den Injektionen 3, 10 und 11
(Anhang 9.5 Tab. 9.3) mit P2, P6 und P7 (Abb. 2.15) angefertigt. Die Betrachtung erfolgte
mit dem KLSM. Es konnten 2-8 um grofe Vesikel im Cytosol festgestellt werden, die eine
deutliche Fluoreszenz im GFP Spektrum aufwiesen (Abb. 2.17 k). Das Signal war nicht
im Zellkern lokalisiert, aber die Verteilung und Intensitat der Fluoreszenz entsprach
dem Muster, welches bei intakten Polypen beobachtet worden war (Abb. 2.17 g’). Die
Kontrolle aus nicht-injizierten Polypen wies bei identischer Anregung keine
Fluoreszenz-Emission auf (Abb. 2.17 1). Es konnten keine weiteren Experimente
durchgefiihrt werden, da die Polypen aus den Injektionen 3, 10 und 11 (Anhang 9.5 Tab.
9.3) mit P2, P6 und P7 (Abb. 2.15) keine GFP-Fluoreszenz mehr zeigten. Der Ursprung
der transienten GFP-Fluoreszenz konnte nicht abschliefdend geklart werden. Es bleibt
unklar, ob es sich bei der Fluoreszenz um die des GFP oder eine Autofluoreszenz

gehandelt hat.

2.5.11 Extraktion genomischer DNA zur Uberpriifung der Integration von Reporter-
Konstrukten

Um die Integration der Reporter-Konstrukte in das Genom der transfizierten Polypen zu
Uberpriifen, sollte gDNA extrahiert werden. Dafiir musste zunachst eine Extraktions-
Methode fiir gDNA aus Polypen etabliert werden, da konventionelle Methoden wie die
Phenol-Chloroform-Extraktion ergebnislos verliefen. Die Extraktion von gDNA konnte
mit einem Protokoll unter Verwendung von Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
(Winnepenninckx et al., 1993) erfolgreich ausgefiihrt werden (K. 7.2.2). Anschlief3end
wurde aus Polypen, die keine Fluoreszenz mehr aufwiesen, aus den Injektionen 3, 10
und 11 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) mit P2, P6 und P7 (Abb. 2.15), gDNA extrahiert. Mit
spezifischen Primern sollte die Integration der Reporter-Konstrukte in das Genom der
Tiere verifiziert werden. Die PCR zur Amplifikation des Reporter-Konstrukts ergab in
keinem der getesteten Polypen ein positives Ergebnis. Die Integration der Reporter-

Konstrukte ins Genom konnten nicht bewiesen werden.
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2.5.12 Elektroporation

Als Alternative zur Mikroinjektion diente die Elektroporation zur Transfizierung. Sie
konnte im Gegensatz zur Injektion mit jedem Entwicklungsstadium von Aurelia aurita,
ausgenommen der Medusenstadien, vollzogen werden. Die Reporter-Konstrukte
wurden vor der ersten Injektion durch Elektroporation an Polypen und Strobilae
getestet. Auch Embryonalstadien und Planulalarven wurden mit Reporter-Konstrukten

elektroporiert.

Bei der anschlieflenden Beobachtung konnte RITC in nahezu jeder Zelle der
elektroporierten Tiere festgestellt werden, eine Lokalisation im Nukleus war nicht
auszuschliefden. Eine GFP-Expression und eine damit einhergehende Fluoreszenz
konnte nicht beobachtet werden, da ein Grofdteil der Kontrolltiere nach der
Elektroporation eine hohe konstante Autofluoreszenz im Spektrum von GFP aufwies,

welche die korrekte Detektion von GFP optisch unméglich machte.
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3. Diskussion

Ziel meiner Arbeit war es, einen tiefen Einblick in die molekularen Mechanismen,
welche die Strobilation von Aurelia aurita (Scyphozoa) kontrollieren, zu erméglichen.
Durch die 454-Sequenzierung des Transkriptoms, die whole mount in situ
Hybridisierung sowie die Mikroarray-Hybridisierung konnten bedeutende Gene, die
wahrscheinlich fiir die Initiierung sowie die Steuerung der Strobilation zustandig sind,
identifiziert werden. Zudem konnte eine epigenetische Regulation der Genexpression
wahrend der Metamorphose des Polypen zur Ephyra nachgewiesen werden. Diese
Modulation der Expression konnte zum einen durch die Mikroarray-Hybridisierung
sowie zum anderen durch das Ausbleiben der Strobilation belegt werden. Damit
einhergehend konnten stadienspezifisch exprimierte Gene detektiert und starke
Verdanderungen des Nervensystems, welche der Polyp wahrend der Metamorphose zur
Ephyra erfahrt, dokumentiert werden. Fiir die Existenz von Stammzellen konnten
ebenfalls weitere Beweise erbracht werden.

Die Erstellung von Reporter-Konstrukten mit spezifischen Promotoren und
Terminatoren sowie die Etablierung der Mikroinjektion und die erfolgreiche Aufzucht
von transfizierten Embryonen konnte ebenfalls etabliert werden. Allerdings konnten

ausschliefdlich transient GFP exprimierende Tiere generiert werden.

3.1 Veranderungen des Nervensystems wahrend der Strobilation

Die Modifikationen des Nervensystems in den unterschiedlichen Lebensstadien von
Aurelia aurita sind erstaunlich (Abb. 3.1). Aus einem diffusen Nervensystem entsteht im
Laufe der Entwicklung ein komplexes Nervensystem mit Rhopalien, die optische,
chemische und mechanische Reize wahrnehmen koénnen. Die ersten FMRFamid-
immunreaktiven Neuronen konnten im Ektoderm der frithen Planula detektiert werden.
Im weiteren Verlauf der Entwicklung der Planula entstehen zusitzliche Neuronen im
Apikalorgan (Nagayasu et al, 2008). Nach der Metamorphose zum Polypen konnten
FMRFamid-positive Neuronen in den Tentakelanlagen und in der Mundscheibe
nachgewiesen werden. Mit Hilfe der in situ Hybridisierung gegen das Transkript von

RFamid konnte diese Beobachtung im Polypen bestitigt werden. Wahrend des
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Prozesses der Metamorphose nimmt die Anzahl RFamid-positive Zellen im Ektoderm
der spateren Subumbrella und der Exumbrella stark zu. Diese Zellen stellen das
Nervensystem der Ephyra dar. Ein Antikérper gegen FMRFamide diente als Marker
gegen das diffuse Nervensystem, das in der gesamten Korperwand der Ephyra verteilt
ist und dort Nematocyten konnektiert (Nagayasu et al, 2009). Die aus der
Metamorphose hervorgehende Ephyra wies an der Basis der Rhopalien zusatzlich ein
Zentrum stark RFamid-positiver Zellen auf. Dieses Zentrum, bestehend aus FMRFamid-
immunreaktiven Neuronen, verbindet wahrscheinlich das diffuse Nervensystem mit
dem der Rhopalien (Nagayasu et al., 2009). Das von Nagayasu et al., 2009 beschriebene
Netz von Motoneuronen der Ephyra, das die periodischen Kontraktionen der
Subumbrella-Muskulatur ausldst, enthielt hingegen nur wenige RFamid-positive bzw.

FMRFamid-immunreaktive Neuronen.

a)
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Abb. 3.1: Whole mount in situ Hybridisierung gegen die Prakursor-Neuropeptide, RFamid (a und b) und
LWamid (c und d), um die Verdnderungen des Nervensystems wahrend der Strobilation vom Polypen (a
und c, lateral) zur Ephyra (b und d, oral) zu untersuchen. Das Transkript des Gens RFamid wird im
Polypen in ektodermalen Zellen des Hypostoms und der Tentakeln nachgewiesen. Bei der Ephyra wird es
hingegen im diffusen Nervensystem, das die Exumbrella und die Subumbrella innerviert, sowie um die
Rhopalien exprimiert. Das Transkript von LWamid wird ebenfalls im Hypostom des Polyen, aber nicht in
den Tentakeln detektiert. In der Ephyra wird die Expression des Gens LWamid in den Rhopalien und im
Hypostom belegt.

GLWamid-immunreaktive Zellen wurden unter anderem als epidermale, sensorische
Neuronen in den Rhopalien der Ephyra nachgewiesen (Nagayasu et al., 2009). In der in
situ Hybridisierung gegen das Transkript von LWamid konnten ebenfalls in zwei
Arealen an der Basis der Rhopalien LWamid-positive Zellen detektiert werden, die sich
wahrend der Metamorphose entwickelten. Die LWamid-positiven Zellen am Hypostom
der Ephyra konnten ebenfalls eine Funktion als epidermale, sensorische Neuronen

ubernehmen.

Ob die untersuchten Neuropeptide einen stimulierenden Einfluss auf die Induktion der
Strobilation haben, kann aus den bisherigen Ergebnissen nicht abgeleitet werden. Bei
Hydractinia echinata (Hydrozoa) konnte gezeigt werden, dass die Planulalarve durch
den Verlust von bioaktivem LWamid ihre Fahigkeit zur Metamorphose zum Polypen

verliert (Plickert et al., 2003).

3.2 Stammzellen und deren Einfluss auf die Differenzierungsprozesse
innerhalb der Metamorphose

Stammzell-Systeme wurden innerhalb der Cnidaria bisher nur bei den Hydrozoa
entdeckt. Bei Hydra magnipapillata (Hydrozoa) konnten die keimbahnspezifischen Gene
Cnnos1, Cnvasl und Cnvas2 schon in i-Zellen nachgewiesen werden (Mochizuki et al.,
2000 & 2001). In Hydractinia echinata (Hydrozoa) wurde das keimbahnspezifische Gen
Hevas ebenfalls in i-Zellen der Planula und des Polypen belegt (Rebscheret al., 2008). Bei
den Scyphozoa, Anthozoa und Cubozoa hingegen ist nichts iiber die Organisation eines
Stammzell-Systems bekannt. Bei Aurelia aurita konnte die Expression eines nanos-
homologen Gens wahrend der Strobilation in den ektodermalen Zellen, welche die
Rhopalien bilden, und in Zellen der Sinnesgrube der Ephyrae nachgewiesen werden. Im

Vergleich mit den i-Zellen des Hydra-Polypen wiesen diese Zellen Kkeine
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morphologischen Ahnlichkeiten auf. AuRerdem sind die Zellen, die das nanos-homologe
Gen exprimieren, in einem Bereich lokalisiert, dem keine hohe Zellproliferation
zugeschrieben wird (nach Bohm, 2009). Es ist fragwiirdig, ob aus diesen nanos
exprimierenden Zellen die Zellen der Keimbahn hervor gehen. Vielmehr ist
anzunehmen, dass die Expression keimbahnspezifischer Gene erst mit dem Beginn der

Geschlechtsreife der Medusen stattfindet.

Durch die in situ Hybridisierung gegen stammzellspezifische Gene konnten, weder im
Polypen noch in der Ephyra, Stammzellen in Aurelia aurita nachgewiesen werden. Aber
aus den in situ Hybridisierungen gegen Minicollagene und zebra konnten Zentren mit
stark erhohter Zellproliferation am Hypostom der Ephyra abgeleitet werden (Abb. 3.2 a,
b). Innerhalb dieser Areale wurde bereits mit einer Bromdesoxyuridin-Markierung eine
erhohte Zellproliferation nachgewiesen (Bohm, 2009). Interessanterweise konnte auch
das Transkript von mesoglein in den interstitiellen Bereichen der Proliferationszonen

am Hypostom detektiert werden (Abb. 3.2 a, b).

b) sagittal

Abb. 3.2: Mogliche Lokalisation von Stammzellen (blau) und Mesogleazellen (rot) in der Ephyra von
Aurelia aurita. Orale Ansicht der Ephyra (a) mit Arealen von vermutlichen Stammzellen, aus denen
Nematoblasten und Driisenzellen hervorgehen und Mesogleazellen im Hypostom. Die sagittale Ansicht der
Ephyra (b) zeigt zusatzlich die Mesogleazellen in der Mesoglea (grau). Die gestrichelte Linie zeigt die
Schnittebene von b an.
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Welche Funktion die, ebenfalls in amoboiden Zellen der Scyphozoen-Mesoglea
nachgewiesenen, mesoglein-Transkripte haben, ist nicht bekannt. Allerdings gibt es
Hinweise, dass einige dieser amodboiden Zellen an der Gametogenese teilnehmen
(Harrison & Westfall, 1991). Im Medusenstadium von Podocoryne carnea (Hydrozoa)
konnten die Transkripte von Pcnosl und PcnosZ, beides Orthologe von nanos, im
Manubrium, der Ort an dem die Gonaden lokalisiert sind, nachgewiesen werden (Torras

etal., 2004).

3.3 Differentielle Genexpression innerhalb der verschiedenen Lebensstadien:
Polyp, Strobila und Ephyra

Die Cnidaria verfiigen Uber den altesten Lebenszyklus innerhalb der Eumetazoa,
dennoch war bis zu Beginn dieser Arbeit nichts iiber die molekularen Mechanismen zu
dessen Regulation bekannt. Innerhalb der Insekten wurden bereits bei Drosophila
melanogaster von einem Drittel der exprimierten Gene, die Transkriptionslevel iiber
einen kompletten Entwicklungszyklus analysiert. Die Analyse ergab, dass sich von 3483
Genen wahrend der Embryogenese 2103, in der larvalen Phase 445, in der Puppen-
Phase 646 und im Adultstadium 118 Gene signifikant verandern. Das zeigt deutlich, dass
sich die Expression von iiber hundert Genen um das mindestens Vierfache wahrend
Anfang, Mitte und Ende der Embryogenese, wahrend der Transition von der Larve zur
Puppe und wiahrend des Endes des Puppenstadiums verandert (Arbeitman et al., 2002).
Dieses Beispiel belegt, dass jedes Lebensstadium bei Drosophila melanogaster iiber

stadienspezifisch exprimierte Gene verfiigt.

Um innerhalb der Cnidaria zu verstehen, wie auf der Basis von einem Genom
unterschiedliche Morphotypen entstehen, wurde im Zuge dieser Arbeit ein 29608
Contigs umfassendes Transkriptom (aurelia_celera_v02) aus drei verschiedenen
Lebensstadien von Aurelia aurita erstellt. Die Genexpressionsanalyse ergab, dass 1,1 %
(266 Gene) der polypspezifischen, 1,4 % (218 Gene) der strobilaspezifischen und 1,6 %
(191 Gene) der ephyraspezifischen Transkripte nur im jeweiligen Lebensstadium
exprimiert werden. Die tUbrigen 959 % (28.933 Gene) werden in allen drei
Lebensstadien exprimiert. Im Vergleich zu den Veranderungen der Genexpression aus

der Mikroarray-Analyse von Drosophila melanogaster war die Anzahl an
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lebensstadienspezifischen Genen aus der 454-Sequenzierung von Aurelia aurita
wesentlich geringer. Fiir die Auswahl stadienspezifischer Gene wurden allerdings sehr
stringente Parameter verwendet, die viele gering exprimierte Gene ausschlossen. Zudem
lag keine sidttigende Sequenzierung des Transkriptoms von Aurelia aurita vor.
Dementsprechend kann sich die Anzahl stadienspezifisch exprimierter Gene noch

wesentlich erhohen.

Bei einem weiteren Vertreter der Cnidaria Podocoryne carnea (Hydrozoa) wurden
bereits mit Hilfe der RNA fingerprinting Technik und 15 spezifischen Oligonukleotiden
762 lebensstadienspezifische Banden amplifiziert, von denen 7 % (54 Banden) dem
Polypen und 9 % (70 Banden) der Meduse zugeordnet werden konnten (Aerne et al,
1996). Im direkten Vergleich mit Podocoryne carnea war die Anzahl der
stadienspezifisch, in Polyp und Strobila, exprimierten Gene bei Aurelia aurita deutlich
hoher und die Verteilung der spezifisch in einen Lebensstadium exprimierten Gene
homogener. Allerdings kann hier kaum von einer Gegeniiberstellung der beiden
Datensitze gesprochen werden, da die Daten aus der RNA fingerprinting Technik von
Podocoryne carnea vermutlich nur einen kleinen Ausschnitt ihres Gesamt-

Transkriptoms reprasentieren.

3.4 Differentielle Genexpression wahrend der Strobilation von Aurelia aurita

Anhand ihrer charakteristischen Expressionsmuster aus der 454-Sequenzierung, der in
situ Hybridisierung und der Mikroarray-Hybridisierung konnten die untersuchten Gene,
die einen moglichen Einfluss auf die Strobilation haben, in vier Gruppen unterteilt
werden (Abb. 3.3): 1. Gene, die vor den ersten morphologischen Anzeichen der
Strobilation exprimiert werden (blau); 2. Gene, die mit der Ausbildung des ersten
Segments exprimiert werden (rot); 3. Gene, die im Anschluss an die Segmentierung
exprimiert werden (griin) und 4. Gene, die konstitutiv iber den gesamten Zeitraum
exprimiert werden (grau). Innerhalb dieser Gruppen stellen Homologe des Sonic
Hedgehog (SHH) Signalwegs, des transforming growth factor beta (TGF-b) Signalwegs,
des Retinoic-X-Rezeptors (RXR) und der sogenannten taxonomically restricted genes

(TRGs) die vermutlichen Induktoren und Regulatoren der Strobilation dar.
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Polyp zur Strobilation Strobila mit segmentierte Strobila innerhalb Ephyra
induzierter Polyp einem Segment Strobila der Metamorphose

v

CI1390
Cl112
patched

Cl631

Abb. 3.3: Exprimierte Gene wihrend der Strobilation in vier Gruppen unterteilt, unmittelbar vor den
ersten morphologischen Verdnderungen exprimiert (blau): C1390 und Cl112; mit der Entstehung des
ersten Segments der Strobila exprimiert (rot): patched und Cl631; im Anschluss an die Segmentierung
exprimiert (griin): BMP, Cl1661, RXR und CI160; und iiber den kompletten Zeitraum exprimierte Gene
(grau): patched I1. Die vertikale, gestrichelte Linie symbolisiert den Ubergang zur Strobilation.

Die erste Gruppe umfasste die Gene C1390 und Cl112. Diese werden unmittelbar vor den
ersten morphologischen Anzeichen der Strobilation exprimiert und koénnten die
potentiellen Induktoren fiir die Strobilation darstellen. CI390 und Cl112 stellten beide
taxonomically restricted genes (TRGs) dar. Wie bereits in Hydra gezeigt werden konnte,
konnen TRGs einen Einfluss auf die Morphogenese und die Musterbildung haben. In
Hydra vulgaris AEP wurde durch die Uberexpression des TRGs mHym301A aus Hydra
oligactis die Neubildung und Regeneration der Tentakeln so modifiziert, dass sie im
gleichen asynchronen Muster wie bei Hydra oligactis auftraten (Khalturin et al., 2008).
Des Weiteren kann die Etablierung eines TRGs in der Kodierung eines antimikrobiellen
Peptids (AMP) liegen, um mikrobielle Offensiven zu verhindern und um eine spezifische
Mikrobiota zu formen (Khalturin et al., 2009). Aufgrund der ausschliefdlichen Expression
von Cl390 und Cl112 wahrend der Strobilation, ist es jedoch hochst unwahrscheinlich,
dass sie fir ein AMP kodieren. Zudem gibt es ein weiteres Transkript, CI5

(aurelia_bs_polyp_run090409_5), das in der Proteinstruktur mit mehreren Arginin-
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Wiederholungen eine hohe Ahnlichkeit zu C1390 aufweist. Es wird exklusiv an der
Aufienseite der Tentakeln exprimiert und ist somit hdchstwahrscheinlich an der

Musterbildung beteiligt.

Die zweite Gruppe von Genen wird mit der Bildung des ersten Segments der Strobila
exprimiert. Zu dieser Gruppe gehorten patched, der Rezeptor des Sonic Hedgehog (SHH)
Signaltransduktionswegs und das TRG Cl631. Bei Drosophila kontrolliert der SHH-
Signalweg zusammen mit der wingless-Signalkaskade die Segmentierung des Embryos
und die darauffolgende Determinierung der Zellschicksale innerhalb der einzelnen
Parasegmente (Gilbert & Singer, 2006). Der SHH-Signaltransduktionsweg kénnte somit
ebenfalls an der Segmentierung der Strobila beteiligt sein. In der in situ Hybridisierung
konnte eine, diese Hypothese belegende, den Segmenten vorhergehende, ,Welle“ der
Expression des patched Transkripts nachgewiesen werden. Bei Platynereis dumerilii
(Polychaeta) konnte ebenfalls eine der Segmentierung vorausgehende Expression von
patched sowie von hedgehog und dem Transkriptionsfaktor gli noch vor der
Segmentierung belegt werden (Dray et al., 2010). Bei Amphibien wurde die Rolle des
SHH-Signaltransduktionswegs im Verlauf der Umgestaltung des Darms in der
Metamorphose bereits beschrieben. Dabei wird von Stammzellen innerhalb des
Darmepithels vermehrt SHH produziert, um die Zellproliferation zu erhéhen und
subepitheliale Fibroblasten zur Expression von BMP-4 anzuregen. BMP-4 reprimiert
wiederum die Zellproliferation und initiiert die Differenzierung (Ishizuya-Oka & Hasebe,
2008). Dariiber hinaus ist der SHH-Signaltransduktionsweg bei den Vertebraten wichtig
fir die Entwicklung der Extremititen und des Nervensystems (Gilbert & Singer, 2006).
Der SHH-Signalweg konnte ebenfalls einen Einfluss auf die Entwicklung des
Nervensystems, des Gastrovaskularsystems und die Formierung der Lappen innerhalb
der Strobilation haben, da das Transkript von patched auch im Anschluss an die
Segmentierung iiber den kompletten Zeitraum der Metamorphose stark exprimiert
wird. Das Gen Cl631 fallt in die Gruppe der oben bereits beschriebenen TRGs. Genauso
wie C1390 kodiert es fiir ein sezerniertes Peptid mit mehreren Arginin-Wiederholungen.
Auffallig war, dass C1631 nicht in der Basis der Strobila exprimiert wurde, aber iiber die
Strobilation hinaus noch in der Ephyra als Transkript vorhanden war. Somit kénnte eine

mogliche Funktion von Cl631, die eines Morphogens sein.
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Die dritte Gruppe von Genen wird im Anschluss an die Segmentierung der Strobila
exprimiert. Sie umfasste die Gene BMP, Cl1661, Cl160, und den RXR. Das Gen
03_aurelia_rc_finalASM_4359 kodiert fiir BMP, ein sezerniertes Morphogen und ein
Mitglied der TGFB-Superfamilie, deren zugehorige Proteine Prozesse wie Zellteilung,
Apoptose, Zellmigration und Differenzierung regulieren (Gilbert & Singer, 2006). Wie im
vorhergehenden Absatz diskutiert, wird innerhalb der Metamorphose des Darms bei
Amphibien BMP-4 exprimiert, welches die Differenzierung des Epithels initiiert
(Ishizuya-Oka & Hasebe, 2008). BMP konnte fiir die Differenzierungsprozesse der
Lappen und des Gastrovaskularsystems eine Rolle spielen. Das zweite Gen dieser
Gruppe HMG (Cl11661) kodiert fiir ein interessantes Peptid mit zwei High Mobility Group
(HMG)-Domdnen. Wahrend des Verlaufs der Metamorphose wird HMG verstarkt in
Zellen, aus denen vermutlich die Lappen und die Rhopalien hervorgehen, exprimiert. Die
Uberexpression des Drosophila Homologs des High Mobility Group Proteins (HMGD) in
Embryonen von Drosophila fiihrte zu einer Veranderung der Expression der early
response genes E74A und E75A, wodurch die Verpuppung und die Metamorphose der
Larve ausblieb (Chen et al., 2008). Das Transkript C11661 konnte ein vielversprechender
Kandidat fiir die Regulierung der Metamorphoseprozesse sein. Ein weiteres Gen Cl160
weist eine Domane der SOUL Superfamilie auf. In Mus musculus wurden Proteine, die
eine SOUL Domine enthalten und Ham-bindende Eigenschaften sowie eine
charakteristische optische Absorbtion aufweisen, in der Retina und in der Epiphyse
gefunden (Sato et al., 2004). Eine Funktion von Cl160 kénnte die Bindung von Ham-
Domanen sein. Dies wiirde den Nachweis des Transkripts in den pigmentierten Zellen
des Gastrovaskularsystems der Ephyra erklaren. Ein weiteres Gen, welches fiir den
Retinoic-X-Rezeptor kodiert, spielt eine besondere Rolle innerhalb der Strobilation.
Durch die Zugabe von all-trans-Retinsdure wahrend der Induzierung von Polypen zur
Strobilation, konnte die Metamorphose der Tiere im Vergleich zur Kontrolle deutlich
frither beobachtet werden (Dirksen, personliche Kommunikation). Zwar konnte in der in
situ Hybridisierung gegen das Transkript des Retinoic-X-Rezeptors nur ein Signal in
ektodermalen Zellen, welche vermutlich die Rhopalien bilden, detektiert werden, durch
eine RT-PCR konnte allerdings gezeigt werden, dass das Transkript des Retinoic-X-
Rezeptors in der Strobila wesentlich stirker exprimiert ist als in Polyp und Ephyra
(nicht gezeigt). Zudem wurde mittels einer RT-PCR die Expression zweier Transkripte
Uberpriift (nicht gezeigt), die moglicherweise fiir das Enzym Retinoldehydrogenase
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kodieren, welches das Substrat des Retinoic-X-Rezeptors katalysiert. Dabei wurde
festgestellt, dass eines der beiden Transkripte ausschliefilich in Polyp und Strobila stark
exprimiert wird, wahrend das andere Transkript nur gering, aber konstitutiv in allen
Stadien vorhanden ist. Aus diesen Daten kann ein induzierender Einfluss des Retinoic-X-
Rezeptors auf die Strobilation von Aurelia aurita abgeleitet werden. Vergleicht man den
Mechanismus der Metamorphose von Aurelia aurita mit dem der Amphibien, ware mit
dem Retinoic-X-Rezeptor ein Teil des metamorphoseinduzierenden Heterodimers
gegeben. Fraglich ist nur, welcher Rezeptor und welcher Ligand den anderen Teil des
Heterodimers darstellen. Einen Hinweis auf ein strobilationsinduzierendes,
hitzeinstabiles Molekiil bei Aurelia aurita, das eventuell den Liganden darstellt, gaben

bereits Verflitterungs-Experimente von Strobila-Segmenten an Polypen (Li, 2010).

Die vierte Gruppe von Genen enthalt das Transkript von patched II, eines weiteren
Rezeptors des SHH-Signaltransduktionswegs, das in allen untersuchten Lebensstadien
konstitutiv exprimiert wird. Da patched II nur den Rezeptor darstellt, kann keine
Aussage tliber seine Aktivierung getroffen werden. Welche Funktionen der SHH-
Signalweg innerhalb der Strobilation erfiillen kann, wurde bereits im Zusammenhang

mit patched (s. 0.) beschrieben.

Aus diesen Resultaten ldsst sich folgendes Modell postulieren (Abb 3.4): Durch die
Aktivierung eines bisher unbekannten Rezeptors durch seinen Liganden wird ein
Heterodimer mit dem, durch Retinsdure aktivierten, Retinoic-X-Rezeptor gebildet.
Dieses Dimer bindet dann an die hormone responsive elements der Zielgene der
Metamorphose und aktiviert deren Transkription. Zu diesen early response genes zahlen
im Ektoderm Cl390, patched, C1631, BMP und Cl1661, im Endoderm sind es Cl112 und
Cl1160. Ziel weiterfiihrender Untersuchungen sollte es sein, den bisher unbekannten
Rezeptor und seinen Liganden zu bestimmen und die Kaskade der durch ihn regulierten

Gene zu ergriinden.
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Abb. 3.4: Modell der moglichen Induzierung der Strobilation von Aurelia aurita. Ein bisher unbekannter
Rezeptor wird durch seinen Liganden aktiviert und bildet ein Heterodimer mit dem durch Retinsdure
aktivierten Retinoic-X-Rezeptor. Das Heterodimer bindet an die hormone responsive elements der Zielgene
(early response genes) und aktiviert deren Transkription. Zu den Zielgenen zdhlen im Ektoderm Cl390,
patched, C1631, BMP und Cl1661, im Endoderm sind es Cl1112 und Cl160. RXR: Retinoic-X-Rezeptor, Ra:
Retinsdure, HrE: hormone responsive element.

3.5 Epigenetische Inhibition der Strobilation

Die Inhibition epigenetischer Mechanismen, hat einen grofien Einfluss auf die
Metamorphose. Wie schon bei Apis melifera (Arthropoda) belegt, entstehen aus Larven,
durch das Ausschalten der DNA-Methyltransferase Dnmt3, nach der Metamorphose
Koniginnen mit vollstdndig entwickelten Ovarien, anstelle von Arbeiterinnen (Kucharski
et al, 2008). Um einen Einfluss auf die Regulation der Genexpression durch die
Methylierung der DNA wahrend der Metamorphose von Aurelia aurita nachzuweisen,
wurden Polypen zur Strobilation induziert und mit 5-Aza-CdR behandelt. Das Resultat
dieser Inkubation war die vornehmliche Inhibition der Strobilation. Auch die Ergebnisse
der Mikroarray-Hybridisierung belegen eine deutliche Reduzierung der Expression
strobilationspezifischer Gene der mit 5-Aza-CdR behandelt Tiere im Vergleich zu der

Kontrolle.

Eine mogliche Erklarung fiir die tiberwiegende Inhibition der Strobilation durch die
Behandlung mit 5-Aza-CdR ist, dass regulative Elemente polypenspezifischer Gene einen
kritischen Methylierungsgrad nicht mehr erreichen kénnten. Somit bliebe den meisten

Polypen der Eintritt in die Metamorphose verwahrt. Bei den Mammalia (Chordata)
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konnte bewiesen werden, dass wahrend der Entwicklung der Keimzellen eine starke de
novo-Methylierung stattfindet (Strachan & Read 2005). Wahrend der Metamorphose
von Aurelia aurita miissten die Gene des momentanen Lebensstadiums ebenfalls de
novo-methyliert und die Gene des folgenden Lebensstadiums demethyliert werden. Es
widre moglich, dass durch die Behandlung mit dem Methyltransferase-Inhibitor
polypenspezifische Gene nicht mehr methyliert werden kdénnten und somit weiter
exprimiert wiirden. Unter diesen Genen kdnnten sich ein oder mehrere Strobilations-
Repressor-Gene befinden, welche die Demethylierung strobilationsinduzierender,
regulativer Elemente verhindern (Abb. 3.5). Die Metamorphose des Polypen bleibt
dadurch aus und die early response genes, welche die Strobilation initiieren wiirden

nicht exprimiert.

’ L Strobilations- J

Repressor
{ Strobilations-Induktor }‘/

v

L early response genes 1

Abb. 3.5: Inhibition der Strobilation mit 5-Aza-CdR. Durch die Behandlung mit 5-Aza-CdR wird die DNMT
inaktiviert. Die moglichen ,Strobilations-Repressor-Gene“ kdnnen nicht mehr methyliert werden, die
Strobilation wird verhindert. Die Expression der mdoglichen ,Strobilations-Induktor-Gene“ bleibt
unterdriickt und es werden keine early response genes fiir die Metamorphose aktiviert.

Der Versuch mit Larven von Apis melifera, die durch die Injektion von Dnmt3 small
interfering RNA die Entwicklung zu Koniginnen durchliefen, anstatt sich zu
Arbeiterinnen zu entwickeln (Kucharski et al, 2008), unterscheidet sich im Resultat
stark von der Behandlung von Polypen mit 5-Aza-CdR. Zum einen wurde die
Metamorphose der Polypen durch die Behandlung zum Teil inhibiert und zum anderen

wies das Produkt der Metamorphose, die Ephyra, keine sichtbaren Veranderungen auf.
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Es wire aber ein interessanter Ansatz Embryonen von Aurelia aurita mit 5-Aza-CdR zu

behandeln, um anschlief3end das Resultat der Entwicklung zu untersuchen.

3.6 Transgene Aurelia aurita

Die Generierung transgener Polypen sollte die in vivo-Beobachtung und -Verfolgung
einzelner Zell-Linien im Prozess der Strobilation ermdglichen. Im Anschluss an die
Injektion von GFP-Reporter-Konstrukten in Zygoten von Aurelia aurita konnten
transient GFP exprimierende Planulalarven beobachtet werden. Im Gegensatz zu den
transgenen Embryonen von Hydra vulgaris (Hydrozoa), bei denen bereits 2-3 Tage nach
der Injektion eine Expression von GFP nachzuweisen war (Wittlieb et al, 2005),
besafden die injizierten Embryonen von Aurelia aurita erst nach 7 Tagen eine GFP-
Fluoreszenz. Eine spdte Expression der Reporter-Proteine wurde ebenfalls bei
transfizierten Embryonen von Nematostella vectensis (Hydrozoa) belegt. Zwar verfligten
diese bereits nach 24 Stunden iiber eine transiente Expression des Reporterproteins
mCherry, aber erst nach 5-9 Tagen der Entwicklung waren eindeutige transgene Zellen
zu beobachten (Renfer et al., 2010). Die verzogerte Expression von GFP kdnnte zum
einen auf eine sehr spite Integration des Reporter-Konstrukts in das Genom
zurlckgefiihrt werden, zum anderen kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Expression der Gene, deren Promotoren verwendet wurden, erst in einem spateren
Entwicklungsstadium erfolgte. Eine weitere Moglichkeit ware, dass die Plasmide

ausschliefdlich transient exprimiert wurden und nicht ins Genom integrierten.

1,28 % aller injizierten Embryonen von Aurelia aurita wiesen im Planula-Stadium eine
GFP-Fluoreszenz auf, die Anzahl der transienten Polypen mit einem GFP-Signal lag bei
0,25 %. Die geringe Anzahl an GFP-exprimierenden Planulalarven entstand durch die
hohe Mortalitdit der injizierten Embryonen. Sie ist wahrscheinlich auf die
Reproduktionsstrategie von Aurelia aurita, basierend auf vielen Embryonen, die nur
geringe Mengen an Dotter enthalten, zuriickzufiihren. Im Gegensatz zu einem weiblichen
Polypen von Hydra vulgaris, der 1-2 Embryonen pro Woche bildet (Martin et al., 1997),
kann eine reife weibliche Aurelia aurita Meduse 414.000 Planulalarven enthalten, die
innerhalb von 7,1 Tagen entlassen werden (Ishii & Takagi, 2003). Da nur zwei
Individuen fiir eine erfolgreiche Reproduktion im nachsten Lebenszyklus bendtigt
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werden, kann die Anzahl der tiberlebenden Embryonen von Aurelia aurita entsprechend

gering ausfallen.

Um den Verlust der GFP-Fluoreszenz nach der Umwandlung der Planula zum Polyen
erklaren zu konnen, miissen zunachst der Verlauf der Metamorphose und die damit
einhergehenden Prozesse nachvollzogen werden. Wahrend der Metabolie finden
grundlegende morphologische und zellulire Anderungen statt. Innerhalb der
Metamorphose, findet eine sekundidre Gastrulation statt, bei der aus Zellen des
Ektoderms ein sekundires Endoderm entsteht, welches das primire Endoderm ersetzt.
Die Zellen des primdren Endoderms sammeln sich unterdessen am aboralen Pol und
weisen eine hohe apoptotische Aktivitdt auf. (Yuan et al, 2008) Der Verlust der
endodermalen GFP-Expression konnte auf die Apoptose der Zellen des primdren
Endoderms wahrend der Metamorphose der Planulalarve zum Polypen zurtickgefiihrt
werden. Die wenigen transient transgenen Polypen mit einer endodermalen
Fluoreszenz, die nach der Metamorphose vorhanden waren, konnten durch
endodermale GFP-positive Zellen, die keine Apoptose vollzogen haben, entstanden sein.
Der Verlust der ektodermalen Fluoreszenz der Planulalarven nach der Metamorphose
kann damit aber nicht erklart werden. Allerdings finden im Verlauf der Metamorphose
epigenetische Verdnderungen im genetischen Material statt. Es ist somit durchaus
moglich, dass ein ins Genom integriertes Reporter-Konstrukt im Verlauf der
Metamorphose methyliert und damit ausgeschaltet wird. Bei Danio rerio (Osteichthyes)
konnte belegt werden, dass Nachkommen von Larven mit robuster GFP-Fluoreszenz,
diese durch epigenetische Verdnderungen innerhalb weniger Generation verlieren oder
nur noch mosaikartig aufweisen (Goll et al, 2009). Warum aber die Polypen mit
endodermaler GFP-Fluoreszenz diese nach wenigen Wochen verloren haben, bleibt
unklar. Zudem konnte kein Beweis fiir die Integration der GFP-Reporter-Konstrukte in
das Genom erbracht oder GFP-positive Zellen nachgewiesen werden. Somit kann es sich
bei der beobachteten GFP-Fluoreszenz entweder um eine transiente Expression oder

um eine Autofluoreszenz des Gewebes gehandelt haben.
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3.7 Ausblick

Die Frage, ob Zellen des Hypostoms der Ephyra von Aurelia aurita fiir die Keimbahn
rekrutiert werden und ob mesoglein-exprimierende Zellen dazugehdren, konnte in
Zukunft mit der Generierung von transgenen Aurelia aurita geklart werden. Polypen mit
GFP-positiven Stammzellen kénnten durch die Mikroinjektion eines GFP-Reporter-
Konstrukts unter der Kontrolle eines nanos-Promotors in Embryonen generiert werden.
Die GFP-positiven Stammzellen konnten dann tiber die Metamorphose verfolgt werden.
Dabei miisste aber beachtet werden, dass eine verstarkte Genexpression
keimbahnspezifischer Transkripte erst im spaten Adultstadium, einhergehend mit der

Geschlechtsreife der Medusen, auftreten kann.

Zudem konnten weitere GFP-Reporter-Konstrukte unter der Kontrolle von Prakursor-
Neuropeptid-Promotoren zur Generierung transgener Tieren verwendet werden. Die
resultierenden Polypen, die iber GFP-positive Neuronen verfligen wiirden, kénnten
dann wahrend der Strobilation beobachtet werden, um den Ursprung des komplexen

Nervensystems und seiner sensorischen Organe zu ergriinden.

Zusatzliche weiterfiihrende Experimente mit den stroblationsspezifischen Genen waren
ein RNAi knockdown der TRGs Cl112, CI390 und Cl631, um die Verdnderungen oder die
Verhinderung der Strobilation zu belegen. Zudem konnte tiberpriift werden, ob durch
die Zugabe von aufgereinigtem Protein von Cl112 oder CI390 die Strobilation initiiert
wird. Wire ein sequenziertes Genom vorhanden, kénnten aufierdem die flankierenden
Gene up- und downstream von Cl112 und Cl390 untersucht und deren Promotoren auf
hormone responsive elements analysiert werden. Zudem koénnte ein RNAi-induzierter
knockdown von Cl1661/HMG durchgefiihrt werden, um anschliefiend die Expression
von Transkripten, die Homologien zu den early response genes von Drosophila wie E74A
und E75A aufweisen, zu verfolgen. ETS (Celera_v01_contig_Cl4522), welches wie E74A
iiber eine ETS-Doméne verfiigt, ware hierflir ein geeigneter Kandidat. Ein weiterer
spannender Versuch widre die Pulsbehandlung von Strobilae mit Cyclopamin, einem
Inhibitor des SSH-Signalwegs (Stanton & Peng, 2009), um die Auswirkungen des
Verlustes des SHH-Signalwegs auf die Strobilation und im Speziellen auf die

Segmentierung zu beobachten.
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In der weiteren Auswertung der aus der Mikroarray-Hybridisierung gewonnenen Daten
sollte der Fokus speziell auf die Induktion der Strobilation gelegt werden. Noch bevor
die Polypen ein morphologisches Anzeichen der Metamorphose aufweisen, sollte der in
Abbildung 3.4 von mir postulierte unbekannte Rezeptor aktiviert und iiber eine positive
Riickkopplung stark exprimiert werden. Eine solche positive Riickkopplung ist ebenfalls
fir den Ecdysonrezeptor der Insekten (Gilbert & Singer, 2006) und auch fiir den
Thyroidhormonrezeptor der Amphibien (Brown & Cai, 2007) beschrieben. Eine
Expression des Rezeptors und seines Liganden ware in den beiden zur Strobilation
induzierten Polypenstadien (C14 und C16) zu erwarten. In den mit 5-Aza-CdR
behandelten Polypenstadien (A14 und A16) sollten hingegen diese Transkripte deutlich
geringer exprimiert werden. Zusatzlich kénnten weitere early response genes und
Morphogene entdeckt werden, die sowohl in diesen Lebensstadien (C14 und C16), als
auch in der Strobila mit einem Segment (ES) exprimiert werden. Die vergleichende
Auswertung der beiden Expressionsprofile der Strobilae (ES und LS) wird eine
zusatzliche Einsicht in die Musterbildung und Steuerung der Strobilation erbringen.
Aufierdem konnten die stadienspezifisch exprimierten Gene durch die Mikroarray-

Daten tiberpriift und erganzt werden.

Ein weiter Ansatz zur Erstellung transgener Aurelia aurita konnte mit dem protein-trap-
Vektor-System erfolgen, das ein kiinstliches GFP-Exon in das Intron eines bekannten
Gens des Genoms integriert (Morin et al., 2001). Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die
entstehenden GFP-Fusionsproteine die Lokalisation des eigentlichen Proteins
einnehmen. Zudem wiirde damit die aufwendige Amplifikation und Sequenzierung von
Promotoren und Terminatoren entfallen. Stattdessen miisste nur die bekannte Sequenz
des ausgewdhlten Gens auf Introne untersucht werden. Aufderdem konnten
verschiedene Transposon-Vektoren (mariner, Hermes und piggyBac) zur Erstellung
transgener Tiere eingesetzt werden (Gonzalez-Estevez et al, 2002). Da es ebenfalls
moglich ist, dass die injizierten GFP-Reporter-Konstrukte durch DNasen degradiert
wurden, wire es eine weitere Moglichkeit die Embryonen vor der Injektion mit einem
DNase-Inhibitor zu waschen. Zudem konnten die vorhandenen Konstrukte mit
flankierenden, invertierten Bindestellen fiir die Meganuklease I-Scel ergianzt und
zusammen mit der [-Scel Meganuklease injiziert werden (nach Renfer et al., 2010). Ein

weiterer Vorteil dieser Methode ware, dass die [-Scel Meganuklease nicht nur die
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linearisierten GFP-Reporter-Konstrukte in das Genom integriert, sondern sie auch vor

der Degradation schiitzt (Thermes et al., 2002).

Da die zur sexuellen Reproduktion benétigten Lebensstadien von Aurelia aurita nur
saisonal auftreten, ist der Zeitraum fiir die Erstellung transgener Tiere durch die
Mikroinjektion sehr begrenzt. Fiir die erfolgreiche, zeitnahe Etablierung transgener
Aurelia aurita ware die Vorbereitung und Durchfiihrung aller beschriebenen Methoden

in einer Saison zu empfehlen.
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4. Zusammenfassung

Wie kann ein Organismus mit nur einem Genom mehrere Morphotypen entwickeln? Um
Einsicht in die Metagenese von Aurelia aurita (Scyphozoa) zu erhalten, wurde das
Transkriptom der Lebensstadien Polyp, Strobila und Ephyra sequenziert. Durch eine
differentielle Genexpressionsanalyse wurden stadienspezifische Gene selektiert und in
einer whole mount in situ Hybridisierung auf ihre Expression hin lberpriift. Somit
konnten Transkripte detektiert werden, die ausschliefdlich wahrend der Strobilation
exprimiert werden. Zwei Kandidatengene, die mdglicherweise fiir die Induktion der
Strobilation verantwortlich sind, gehéren zu der Gruppe der taxonomically restricted
genes. Zudem wurden wahrend der Strobilation exprimierte Gene identifiziert, die
signifikante Homologien zu den Proteinen des Sonic Hedgehog Signalwegs, des

transforming growth factor beta Signalwegs und zu dem Retinoic-X-Rezeptor aufweisen.

Um diese Daten zu bestitigen und um weitere Kandidatengene fiir die Induktion und
Steuerung des Prozesses der Metamorphose aufzudecken, wurde mRNA aus Polypen,
Ephyrae und Strobilae mit einem Segment, sowie vollstindig segmentierten Strobilae,
fir eine Mikroarray-Hybridisierung verwendet. Um zusatzliche Gene, welche die
Strobilation induzieren, aufzudecken, wurden Polypen mit dem Methyltransferase-
Inhibitor 5-Aza-2-Deoxycytidin behandelt, der die Strobilation unterdriickt. Zu zwei
Zeitpunkten unmittelbar vor Beginn der Strobilation wurde aus behandelten Polypen
und Kontroll-Polypen weitere mRNA fiir die Mikroarray-Hybridisierung extrahiert. Aus
den Resultaten der 454-Sequenzierung, der in situ Hybridisierung und der Mikroarray-
Hybridisierung konnte anschliefiend ein Model, das die mdglichen Induktoren der

Strobilation und alle identifizierten early response genes umfasst, erstellt werden.

Abschliefdend sollten transgene Aurelia aurita generiert werden, um die zellularen
Prozesse wahrend der Metamorphose, wie die Neubildung medusenspezifischer Organe
und den Verlust des Regenerationspotentials, besser ergriinden zu koénnen. Dafiir
wurden spezifische GFP-Reporter-Konstrukte kloniert und in Zygoten, prapariert aus
Medusen, injiziert. Aus den injizierten Embryonen entwickelten sich iiber das

Planulastadium Polypen, die transient GFP exprimierten.
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5. Summary

How does one organism with only one genome develop several different morphotypes
during its life cycle? To gain insight into this process, the transcriptome of several aurelia
aurita (scyphozoa) life stages were sequenced, including the polyp, strobila, and ephyra
stages. Life stage specific genes were selected through differential gene expression analysis
and their expression patterns were detected using whole mount in situ hybridisation. Genes
that are exclusively expressed during strobilation, the process of metamorphosis in the
jellyfish, were selected for further investigation. Two taxonomically restricted genes were
identified as candidate inducers of strobilation. Furthermore, genes that are expressed
during strobilation share significant homology with several conserved genes including
proteins of the sonic hedgehog signalling pathway, a member of the transforming growth

factor beta family, and the retinoic-x-receptor.

To further test these data and to discover further candidate genes involved in the process of
metamorphosis, a microarray hybridisation was performed using mRNA taken from polyp,
ephyra, strobila with one segment, and fully segmented strobila. To selectively identify
genes involved in initiation of strobilation, additional polyps were incubated with the
Methyltransferase inhibitor 5-aza-2-deoxycytidine to repress strobilation. Subsequently,
mRNA was extracted from control and treated polyps at two time points close to the start of
strobilation. Genes with strong expression before the start of metamorphosis were identified
as candidate genes involved in strobilation. Taken together, the results of the 454-
sequencing, in situ hybridizations, and microarray hybridisation were used to build a model,

which includes the possible inducers of strobilation and all identified early response genes.

For future studies, transgenic aurelia aurita should be generated, which will aid in the
understanding of cellular process during metamorphosis, including the development of
medusa specific organs and the loss of regeneration capacity. To this end, specific GFP-
reporter constructs were cloned and injected into zygotes. The embryos successfully

developed into planula larva and formed polyps with transient GFP expression.
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6. Material

6.1 Verwendete Organismen

Aurelia aurita

Polypen aus Roscoff, entnommen aus dem Atlantik in Frankreich,

ubiquitare Population, bestimmt nach Schroth et al., 2002

Aurelia aurita

Eizellen prapariert aus reifen Medusen, entnommen aus der Ostsee,

boreale Population bestimmt nach Schroth et al., 2002

Artemia salina Silver Star

Escherichia coli

6.2 Chemikalien

5-Aza-2-Deoxycytidin

Agar Agar

Agarose

Ammoniumacetate

Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
-Mercaptoethanol

Borsaure

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin
Calciumchlorid

CHAPS

Chloroform

(CATB) Cetyltrimethylammoniumbromid
dNTPs (10 mM)

Gene Ruler™ DNA Ladder Mix
EDTA

Essigsaure

Essigsaureanhydrid

Ethanol

Stamm ElectroMAXTMDH5aTM

Sigma
Roth

Roth

Roth
Merck
Merck
Merck
Roth
Serva
Roth

Roth
Sigma
Fluka
Sigma
Fermentas
Fermentas
Sigma
Roth
Sigma

Roth
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Ethidium bromide (50 mg/ml)
Eukitt

Formamid
Fluoromount G
Glucose

Glycine

Glycerin

HCI

Heparin

IPTG
[soamylalcohol
[sopropanol (2-Propanol)
KCl

Lithiumchlorid
Maleinsaure
Methanol
Magnesiumchlorid
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Natriumacetat
Na2EDTA x 2 H20
Natriumsulfat
Natriumchlorid
NaH:PO4+x H20
NazHPO4
Natriumhydroxid
Natriumcitrat
NBT/BCIP

NH4Cl
Paraformaldehyd
Phenol
Rotiphorese Gel 40
Schafserum

Natriumlaurylsulfat

Roth
Sigma
Roth
SouthernBiotech
Merck
Merck
Roth
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Roth
Merck
Roth
Roth
Roth
Merck
Merck
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roche
Merck

Agar Scientific Ltd.

Roth
Roth
Sigma

Roth
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Stickstoff (fliissig)

Synthetisches Seewasser, Reef Crystals

Substrate Losung (NBT/BCIP)

TEMED
Triethanolamin

Tris

TRIzol® Reagent

tRNA
Trypton
Tween-20
Harnstoff
X-Gal

6.3 Medien

Aurelia Medium

Artemia Medium

LB Medium

LB-Amp Medium

LB Agar
SOB Medium

SOC Medium

6.4 Losungen

Ampicillin-Stammlésung

APS

Messer Griesheim

Zoo Zajak, Duisburg

Roche

Serva

Merck

Roth

Invitrogen

Sigma

Difco Laboratories
Roth

Roth

Sigma

30 %o (w/v) Synthetisches Meersalz Reef Crystals™ in Millipore
H:0

30 %o (w/v) Synthetisches Meersalz Reef Crystals™ in Millipore
H-0

1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
autoklaviert

LB Medium mit 50 pg/ml Ampicillin (zugegeben nach dem
Autoklavieren)

LB Medium mit 1,5 % (w/v) Agar Agar, autoklaviert

2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 25 mM
KCl, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSQ04, autoklaviert

SOB Medium mit 20 mM Glucose (steril filtriert, nach dem

Autoklavieren zugesetzt)

50 mg/ml, bei -20 °C gelagert
10 % (w/v) in Millipore H20, 50 % Glycerin
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Hoechst-Stammldsung

CTAB-Extraktionspuffer

Denhardt’s solution (50x)

DNA loading buffer (6x)
Heparin

Hybridisierungs-Losung

MAB

MAB-B

MAB-T

NTM

NTM-T
Paraformaldehyd
PBS

PBT

SSC (20x)
TAE (50x)
TBE (10x)
TE

X-Gal

6.5 Enzyme

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Restriktionsendonukleasen

von NEB bezogen.
Notl
Pstl

1 mg/ml in Millipore H20

2 % (w/v) CATB, 1,4 M NACL, 0,2 % (v/v) B-
Mercaptoethanol, 20 mM EDTA, 100 mM TrisHcCl pH

8, 0,1 mg/ml Proteinase K

1 % Polyvinylpyrrolidon, 1 % (w/v) Ficoll, 1 % (w/v),

fraction V, steril filtriert, bei -20 °C gelagert

Fermentas

10 mg/ml in Millipore H:0, bei -20 °C gelagert
50 % Formamid, 5 x SSC, 0,1 % Tween-20, 0,1 %
CHAPS, 1 x Denhardt's solution, 100 pg/ml Heparin in

DEPC

100 mM Maleinsdure, 150 mM NaCl, pH 7,5 with

NaOH, in DEPC-water
MAB + 1 % BSA Fraktion V
MAB + 0,1 % Tween-20

0,1 M Na(Cl, 0,1 M Tris, 50 mM MgCl;, pH 9,5
NTM mit 0,1 % (v/v) Tween20

4% (w/v) in PBT, pH 7,5

0,15 M NacCl, 80 mM Na;HPO4, 20 mM NaH:PO4, pH

7,3

PBS with 0,1 % (v/v) Tween20

3 M Na(l, 0,3 M sodium citrate, pH 7,0

2 M Tris acetate, 50 mM EDTA, pH 8,0

1,3 M Tris, 0,45 M boric acid, 25 mM EDTA, pH 8,5
10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5

20 mg/ml in Dimethylformamid

Fermentas

Fermentas
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DNase |

Platinum Taq-DNA-Polymerase
Proteinase K

Shrimp alkaline phosphatase
SP6 RNA Polymerase

RNase H

SequiTherm EXCEL Il DNA-Polymerase

Taq-DNA-Polymerase
T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Polymerase
T7 RNA polymerase

6.6 Vektoren

pGEM-T
pMiLRneo

6.7 Antikorper

Anti-DIG-Schaf-Ig-AP, 11093274910
Anti-GFP-Kaninchen-IgG , AB3080

Anti-Rabbit-Ziege-IgG-Alexa 488 nm, A11008

6.8 Kits

DIG RNA Labelling Kit (SP6/T7)
First strand cDNA Synthesis Kit

illustra™ QuickPrep Micro mRNA Purification Kit
NucleoSpin® Plasmid Quick Pure Kit

NucleoSpin® Extract II Kit
pGEM-T Easy Vector System
Qiafilter Plasmid Midi Kit
SequiTherm EXCEL II LC

Superscript Il Double Strand cDNA Synthesis

Roche

invitrogen™

Fermentas

Fermentas

Roche

invitrogen™

Epicentre Biotechnoligies
Fermentas

New England Biolab
invitrogen™

Roche

Promega

Klinakis et al., 2000

Roche
Millipore

invitrogen™

Roche

Fermentas

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Promega
Qiagen
Epicentre

invitrogen™

GE Healthcare
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MEGAscript® RNAi Kit Ambion

6.9 Oligonukleotide (Primer)

Oligonukleotide, die nicht in Kits enthalten waren, wurden von MWG synthetisiert. Eine

Liste aller verwendeten Primer ist im Anhang 9.7 zu finden.

6.10 Gerate

6.10.1 PCR-Maschinen (Thermocycler)

Primus 25 MWG-Biotech
Primus 96 peqlLab
Primus 96 plus MWG-Biotech

6.10.2 Gelelektrophorese-Kammern und Netzgerate

B1A, B2, D3 (Gel Kammer) Owl Separation Systems Inc.
EV-231 (Netzgerat) Consort
EPS-3500 (Netzgerat) Pharmacia Biotech

6.10.3 Inkubatoren

HIS25 Grant Boekel

KS10 Edmund Biihler
Thermo incubator Heraeus Instruments
Thermomixer compact Eppendorf
Thermomixer Certomat H B. Braun Biotech

6.10.4 UV-Geradte

Imaging system Bio-Rad
ImaGo compact imaging system  B+L Systems

UV-Stratalinker 1800 Stratagene
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6.10.5 Elektroporation

Gene Pulser II

Pulse Controller II

6.10.6 Zentrifugen

Centrifuge 5417 R
Centrifuge 5415 D
Mini Spin

Multifuge 3 S-R
SpeedVac Plus SC110A

6.10.7 Mikroskope

SZX16

DP71 (digital Kamera)
AxioCam

Axioskop 2

KLSM TCS SP/UV
DC300F (digital Kamera)

6.10.8 Weitere Gerate

AF-10 (Eismaschine)
BioPhotometer

DNA Analyzer 4300L
Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C
Kihlschrank +4 °C
Kiihlschrank +10 °C
Waage

Mikrowelle

Milli-Q Academic System

Bio-Rad
Bio-Rad

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Heraeus Instruments

Savant

Olympus
Olympus
Zeiss
Zeiss
Leica

Leica

Scotsman
Eppendorf
LI-COR

Siemens

Forma Scientific
Liebherr
Liebherr
Sartorius
Moulinex

Millipore
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Nanodrop ND 1000 Photometer Thermo Scientific

pH-Meter pH 211 Hanna Instruments
Steril Arbeitsbank Heraeus

VARIOKLAV 400 EV H+P Labortechnik GmbH
Vortex Genie 2 Scientific Industries

6.11 Weitere Materialien

12-well Platten Roth
Latex- und Nitril-Handschuhe Roth
Pasteur-Pipetten (150 mm, 230 mm) Sarstedt
Petrischalen Sarstedt
Pipettenspitzen (10, 20, 200, 1000, 5000 pl) Sarstedt
Pipetten (0,5 bis 5000 pl) Eppendorf
Plastikgefafde (15 ml, 50 ml) Sarstedt
Reaktionsgefafde (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml) Sarstedt
Skalpell-Klingen Merck
Sterile Filter (0,20 um, 0,45 pm Porengrofie) Sarstedt
Deckglaser Roth
Elektroporationskiivetten Eppendorf
Objekttrager 76 x 26 mm Walter CMP
YM-50 Microcon-Saule Millipore

6.12 Computerprogramme und Datenbanken

6.12.1 Datenbanken

Blast Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

6.12.2 Sequenzanalyse-Software

CLC Sequence Viewer 6 CLC bio
DNAMAN v4.15 Lynnon Corporation
eSeq v3.0 LICOR
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Genespring Software
SMART

Mega

eArray Software

Mayday Software

6.12.3 Weitere Software

Bildbearbeitung
Mikroskopie

Agilent
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.megasoftware.net/
https://earray.chem.agilent.com/earray/
http://www-ps.informatik.uni-

tuebingen.de/mayday/wp/

Photoshop CS4 (Adobe)
Axio Vision 3.1 (Zeiss) & IM 50 4.0 (Leica)
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7. Methoden

7.1 Halterung von Aurelia aurita

Polypen von Aurelia aurita wurden bei 18-22 °C in kiinstlichem 30 %o Seewasser
kultiviert. Sie wurden einmal pro Woche mit frisch geschliipften Artemia salina gefiittert
und nach 24 Stunden gewaschen. Dabei wurden Nahrungsreste und Detritus entfernt
und die 3 Liter fassenden Glasschalen mit frischem, kiinstlichem 30 %o Seewasser

beftllt.

7.1.1 Induktion der Strobilation von Aurelia aurita

Nach der von Berking et al. 2005 beschriebenen Methode, wurden Polypen der
ubiquitiren Population durch die Reduzierung der Temperatur zur Strobilation
induziert. Dafiir wurden, die bei Raumtemperatur gehalterten Polypen, in einen auf 10
°C temperierten Kiihlschrank tiberfiihrt. Nach 2-3 Wochen setzte bei nahezu allen Tieren
der induzierten Kultur die Strobilation ein. Die Anzahl der Individuen einer Kultur hatte

keinen Einfluss auf die Induktion.

7.1.2 Induktion der Fertilisation von Aurelia aurita

Es wurden am frithen Morgen mittelgrofde Medusen von circa 20-25 cm Durchmesser
mit vollstindigen Gonaden in einem 25 Liter Ballon gesammelt. Ausgewahlt wurden vier
mannliche Tiere (weifse Gonaden) und sechs weibliche Tiere (pink- bis purpurfarbene
Gonaden), die dann in circa 20 Litern Seewasser ins Labor tiberfiihrt und bei 4 °C im
Dunkeln fiir 22 Stunden verwahrt wurden. Nach dem Uberfiihren des Ballons auf RT und
der direkten Beleuchtung mit einer Aquariumlampe, konnten vier Stunden spater

Zygoten aus den Mundarmen der weiblichen Medusen entnommen werden.
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7.1.3 Inhibition der Strobilation mit dem Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-2-
Deoxycytidin

Die Polypen wurden zur Strobilation induziert (K. 7.1.1). Fiir die Inhibition der
Strobilation wurden 20-30 Polypen in einer Petrischale in Artifizielles Seewasser (ASW)
mit 100 pM 5-Aza-2-Deoxycytidin gehéltert. Alle 24 Stunden wurde das Medium
gewechselt und neues 5-Aza-2-Deoxycytidine zugegeben. Die Kontrolltiere wurden
dagegen nur mit Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelt. Die Konzentration der
Stammldsung des in DMSO gel6sten 5-Aza-2-Deoxycytidins betrug 100 mM. Sie wurde in

Aliquots von 20 pl aufgeteilt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Der Versuch wurde mit 3 x 20 mit 5-Aza-2-Deoxycytidine behandelten Tieren, 3 x 20
unbehandelten Tieren (Experiment I), 3 x 30 mit 5-Aza-2-Deoxycytidine behandelten

Tieren und 3 x 30 unbehandelten Tieren (Experiment II) repliziert (siehe Anhang 9.4).

7.2 Isolation von Nukleinsauren

7.2.1 Isolation von mRNA aus Polypen, Strobilae und Ephyrae von Aurelia aurita

Die mRNA-Extraktion wurde mit dem illustra™ QuickPrep Micro mRNA Purification Kit

von GE Healthcare gemaf3 dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

7.2.2 Isolation von gDNA aus Polypen von Aurelia aurita

Die gDNA-Extraktion wurde nach einer modifizierten Methode, der von
Winnepenninckx et al, 1993, beschriebenen Extraktion durchgefiihrt. Fiir die Extraktion
wurden 3-5 Polypen mittlerer Grofe verwendet. Sie wurden in ein 1,5 ml
Reaktionsgefaf? tiberfiihrt und mit einer, der Tiermasse identische Menge (< 0,5 mm) an
Glaskugeln, vermengt. Nachdem so viel Medium wie moglich abgenommen worden war,
wurden die Tiere im Reaktionsgefafd mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und mit
einem Pistill homogenisiert. Anschliefdend wurden 750 pl eines auf 60 °C vorgewdrmten
CTAB-Extraktionspuffers zugesetzt und das Reaktionsgefaf3 invertiert, bis das komplette

Tiermaterial gelost war. Wahrend der anschliefenden Inkubation bei 60 °C fiir 30
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Minuten wurde das Reaktionsgefafd gelegentlich invertiert. Dann folgte die Zugabe von
1 VT Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) mit einer anschlielenden mehrfachen
Invertierung. Es folgte eine 10 Minuten lange Zentrifugation bei 7700 rpm, dann wurde
die wassrige Phase mit 2/3 VT Isopropanol versetzt und fiir 60 Minuten bei RT
prazipitiert. Anschlieffend wurde fiir 30 Minuten bei 7700 rpm zentrifugiert und das
resultierende Pellet mit 76 % Ethanol und 10 mM Ammoniumacetat fiir 30 Minuten
gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation von 10 Minuten bei 7700 rpm wurde

das Pellet in 20 pl 4qH20 gelost.

7.2.3 Isolation von Plasmid-DNA

Bakterien-Klone, die ein Insert der korrekten Grofie aufwiesen, wurden ausgewahlt und
in einer 4 ml LB-Ampicillin-Ubernacht-Kultur (16 Stunden) vermehrt. Die Plasmid-
Praparation erfolgte mit dem NucleoSpin®Plasmid QuickPure-Kit der Firma Macherey-
Nagel, gemafd dem Protokoll des Herstellers. Wurden grofdere Mengen des Plasmids
bendtigt, wurde das Qiafilter Plasmid Midi Kit der Firma Quiagen, gemafs dem Protokoll

des Herstellers, verwendet.

7.2.4 Quantifizierung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit der isolierten DNA/RNA wurde bestimmt durch das
Messen der optischen Dichte bei 260/280/230 nm am Nanodrop ND 1000

Spektrophotometer.

7.2.5 Synthese einzelstrangiger cDNA

Es wurde das First Strand cDNA Synthesis Kit von Fermentas unter Gebrauch des
Protokolls des Herstellers verwendet. Fiir die reverse Transkription wurde der Not I

(dt)1s Primer verwendet.
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7.2.6 Synthese doppelstringiger cDONA

Zur Synthese doppelstrangiger cDNA wurde das SuperScript™Double-Stranded ¢cDNA

Synthesis Kit von invitrogen™ nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.

Um eine 3'- bzw. eine 5 -RACE-PCR zur Isolation des gesamten offenen Leserahmens
(ORF) eines Gens durchzufiihren, wurde zunachst doppelstriangige cDNA hergestellt. Sie
wurde dann in der Splinkeretten-PCR verwendet, um die Transkripte von
03_aurelia_rc_finalASM_4359 (homolog zu BMP), 3_aurelia_rc_finalASM_12850
(homolog zu nanos) und 02_aurelia_rc_final rsASM#1_4675 (homolog zu sox2) zu

vervollstandigen.

7.2.7 Splinkerettensynthese und -ligation

Jeweils 50 pl des Splinkeretten Top-, bzw. Splinkeretten Bottom-Primers (100 pmol/ul)
wurden zu doppelstrangigen Splinkeretten-Adaptoren (50 pmol/ul) hybridisiert, indem

der Ansatz 1 min bei 95 °C inkubiert und dann langsam abgekiihlt wurde.

Die Splinkeretten wurden tiber die ,blunt ends“ an die doppelstrangige cDNA von Polyp,
Strobila und Ephyra oder an die jeweils mit den Restriktionsendonukleasen EcoRYV, Fsp],
HindIl und Xbal geschnittene gDNA von Medusen ligiert. Hierfiir wurde folgender 20ul
Ansatz iiber Nacht bei 16-18 °C inkubiert:

10 pl ds cDNA (Produkt von 1 pg mRNA)

2 ul ds Splinkeretten-Adaptor (50 pmol/ul)
2 ul T4 DNA Ligase Puffer

1 pl T4 DNA Ligase

5 ul Millipore H20
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Anschliefdend wurden nicht ligierte Splinkeretten, mit Hilfe einer YM-50 Microcon-Saule

von Millipore, nach Angaben des Herstellers aus dem Ligations-Ansatz entfernt.

7.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

7.3.1 Standard-PCR

Flr einen 25pl Standard-PCR Ansatz wurden folgende Komponenten zusammengesetzt:

2,5 pul 10 x PCR-Puffer

1 pl cDNA (1:25 verdiinnt) / 1 pl gDNA (80 pug/ul)
1 pl Vorwarts-Primer (10 pmol/pl)

1 pl Riickwaérts-Primer (10 pmol/pl)

0,5 pl dNTPs (jeweils 10 mM)

0,1 pl DNA-Polymerase

18,9 ul Millipore H20

Die Annealing-Temperatur wurde mit Ta = Ty (MWG Biotech) minus einem Grad Celsius

festgelegt. Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Standard-PCR-Programm: 2 min, 94 °C,
biszu 40X (30s,94 °C; 30 s, Ta= (Tm-1 °C); 1 min/kb, 72 °C),
5 min, 72 °C

Fir die Splinkeretten-PCR wurde die ,hot start” Platinum Taq DNA Polymerase

(Invitrogen™) verwendet, um die Spezifitit und die Ausbeute zu erhéhen.
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7.3.2 PCR zur Reamplifikation spezifischer Produkte

Im Falle von schwachen Amplifikaten wurden diese aus dem Gel ausgeschnitten und
durch Reamplifikation angereichert, um gentigend Produkt zur Klonierung vorliegen zu
haben. Hierfilir wurde die entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten und in 200
ul Millipore H20 zerstoflen. Die Suspension wurde fiir 10 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der, das Amplifikat enthaltende, Uberstand diente dann
als Matrize 1 pl fiir einen erneuten PCR-Ansatz. Es wurde weiter verfahren wie in K.

7.3.1.

7.3.3 Splinkeretten-PCR

Die Splinkeretten-PRC wurde benutzt um unbekannte genomische Sequenzen up- oder
downstream bekannter Sequenzen zu amplifizieren. Dies war der Fall fiir die Gene
tubulin Cl2Contigl rev (Planula EST), aktin CL1Contig2 (Planula EST), aktin
aurelia_bs_polyp_run090409_21, ubiquitin CL18contigl (Planula EST), histon
3Cl1200Contigl (Planula EST) und EF1 aurelia_bs_polyp_run090409_45 (bs Polyp
Transkriptome). Fiir sie standen jeweils vier unterschiedlich geschnittene gDNA-
Praparationen zur Verfiigung (K. 7.2.7). Fiir die Vervollstiandigung der cDNA Transkripte
wurde ebenfalls die Splinkeretten-PCR (RACE) verwendet. Fir die Gene
03_aurelia_rc_finalASM_4359 (homolog zu BMP), 3_aurelia_rc_finalASM_12850
(homolog zu nanos) und 02_aurelia_rc_final_rsASM#1_4675 (homolog zu sox2) stand
eine doppelstrangige cDNA Préparation zur Verfiigung (K. 7.2.7). Daflir wurde an die
gDNA, oder an die cDNA Splinkeretten, ein spezieller Typ der Vektoretten (Devon et al.,
1995) ligiert (K. 7.2.7). Der obere Strang der Splinkerette bestand aus 5'- CGAATCGTAA
CCGTTCGTAC GAGAATTCGT ACGAGAATCG CTGTCCTCTC CAACGAGCCA AGG- 3', der
untere Strang war nach den verwendeten Restriktionsenzymen fiir gDNA modifiziert,
oder blunt end fir cDNA. Es wurden innere sowie ein dufierer Splinkeretten-, bzw.
spezifische innere sowie ein dufderer Primer, fiir die erste und zweite PCR verwendet. Es
wurden drei verschiedener PCR-Techniken, die ,Nested“-, ,Hot Start“- sowie die , Touch
Down“-PCR, kombiniert. Zur Steigerung der Produktspezifitit wurden zwei aufeinander

folgende Amplifikationen durchgefiihrt (,nested“-PCR). In der ersten PCR wurden die
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aufderen Transkript- bzw. Splinkeretten-spezifischen Primer verwendet. Das Produkt

dieser PCR wurde anschlieflend 1:100 verdiinnt in g¢H20 und als Matrize fiir eine

weitere Amplifikation mit den jeweils inneren Primern eingesetzt. Die PCR-Techniken

wurden unter der Verwendung der Platinum Taq Polymerase (Invitrogen) wie folgt

durchgefiihrt:

Erste PCR:

Touch-Down-PCR:

3 x 7 Zyklen:

1 x 20 Zyklen:

Zweite PCR:

Touch-Down-PCR:

3 x 7 Zyklen:

1 x 20 Zyklen

2 min, 94 °C

305,94 °C

30s, Ta=(Tm-1°C) + 6 - 1°Cje Zyklus
2:30 min, 72 °C

30s,94°C

30s, Ta=(Tm-1°C)

3 min, 72 °C

5 min, 72 °C

2 min, 94 °C

305,94 °C

30s, Ta=(Tm-1°C) + 6 -1°Cje Zyklus
2:30 min, 72 °C

305,94 °C

30s, Ta=(Tm-1°C)

3 min, 72 °C

5 min, 72 °C

Spezifische Produkte wurden in je drei Ansatzen reamplifiziert (K. 7.3.2): nur Vorwarts-

Primer, nur Riickwarts-Primer und beide Primer zusammen. Spezifische PCR-

Amplifikate wurden in den pGEM-T Vektor ligiert und sequenziert.
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7.3.4 Insert-Check-PCR

Um zu tberpriifen, ob sich das gewilinschte Insert im Vektor befindet, wurden Klone
selektiert und in einen 10 pl PCR-Ansatz als Template hinzugefiigt. Diese Klone wurden
zusatzlich auf einer neuen LB-Amp-Platte (0,1 % Ampicillin) ausgestrichen und bei 37 °C
iber Nacht kultiviert. Es wurden fiir den pGEM-T-Vektor spezifische SP6- und T7-

Primer und das Programm aus K. 7.3.1 mit 35 Zyklen verwendet.

7.4 Agarose-Gelelektrophorese

Um die DNA-Molekiile gemaf3 ihrer unterschiedlichen Grofde aufzutrennen, wurden Gele
mit einer Konzentration von 0,8-1,2 % Agarose in 1 x TAE-Puffer gegossen, denen 100
mg/ml Ethidiumbromid zugesetzt wurde. Als Marker dienten 3-6 pul des GeneRuler DNA-
Ladder Mixes. Die Elektrophorese wurde je nach Grofde des Gels bei 80-120 V
durchgefiihrt.

7.4.1 Aufreinigung und Exktraktion von PCR-Amplifikaten

Fir die Extraktion von Amplifikaten aus Agarose-Gelen wurde das NucleoSpin® Extract

II Kit von Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers verwendet.

7.5 Elektrokompetente Zellen

Flr die Praparation von elektrokompetenten Zellen wurde ein einzelner E. coli Klon
tiber Nacht in 50 ml SOB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin bei 37 °C inkubiert. Die Kultur
wurde verwendet, sobald die ODesoo bei 1-1,2 lag. Die Bakterien wurden durch
Zentrifugation bei 3000 rpm fiir 10 Minuten pelletiert. Sie wurden in 50 ml eiskaltem
adH20 resuspendiert, zentrifugiert, und dann in 25 ml eiskaltem 4¢¢H20 gewaschen.
Anschlieflend wurden die Zellen in 2 ml 10 %iges Glyzerin tberfiihrt und als 40 pl
Aliquots bei - 80 °C tiefgefroren.
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7.6 Klonierung

Die Ligation erfolgte mit dem pGEM®-T Vector System von Promega in 5 pl
Gesamtvolumen nach Herstellerangaben. Zur Vermehrung des in den Vektor ligierten
Inserts, wurden Bakterien mit diesem transformiert. Die Transformation der
elektrokompetenten E. coli des Stammes DH5a-E, erfolgte durch Elektroporation. Je 1 ul
des Ligationsansatzes wurde zusammen mit 50 pl Bakteriensuspension in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette mit einer Spaltbreite von 1 mm {tiberfiihrt, welche
zuvor mit 70 %igem Ethanol und Millipore-H20 sowie durch eine 15-miniitige UV-
Bestrahlung gereinigt worden war. Die Elektroporation fand bei einer Spannung von 1,8
kV, einem Widerstand von 200 (1 und einer Kapazitidt von 25 hF statt. Anschlief3end
wurden die Bakterienzellen in 500 pl SOC-Medium aufgenommen und fiir 45 min bei
37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden auf einer LB-Amp*-Platte (0,1 % Ampicillin)

ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

7.7 Lagerung von Bakterien-Kulturen

500 pl einer Bakterien-Kultur wurden in 500 pl steriles 50 %iges Glyzerin tiberfiihrt und

bei -80 °C gelagert.

7.8 Sequenzierung von DNA und mRNA

7.8.1 454-Sequenzierung des Transkriptoms

Flr die Sequenzierung des Transkriptoms wurden Polypen, Strobilae mit verschiedenen
Reifegraden und 1 bis 96 Stunden alte Ephyren, der ubiquitiren Population Roscoff,
verwendet. Zudem wurde das Transkriptom von Polypen, der borealen Population

Ostsee, sequenziert.

Die Extraktion von mRNA wurde mit dem illustra™ QuickPrep Micro mRNA Purification

Kit von GE Healthcare nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Es wurden 3-4
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Polypen, 5 Strobilae oder 10 Ephyrae je Extraktionsansatz verwendet. Die Tiere wurden

48 Stunden vor der Extraktion nicht mehr gefiittert.

Die Synthese von mRNA zu cDNA, sowie die Sequenzierung mit dem Roche Genome
Sequenzer FLX System, wurde im Labor von Prof. Dr. med. Philip Rosenstiel

durchgefiihrt.

7.8.2 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde mit dem Li-COR 4300 Platten-Sequenzier-Gerat
durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierungs-Reaktion wurde das SequiTherm™EXCEL Il DNA-
Sequencing Kit (41 cm) der Firma Epicentre Biotechnologies nach Angaben des
Herstellers verwendet. Das Polyacrylamid-Gel enthielt 14 ml H20, 3,75 ml 40 % Rapid
Gel XL solution, 2,5 ml 10 x TBE Puffer, 10,5 g Urea, 38 pul TEMED und 175 pl
Ammoniumpersulfat. Als Puffer wurde 1 x TBE verwendet. Die verwendeten Primer
waren 5’-IRD700- oder 5’-IRD800-markiert. Die Auswertung der Basen und die

Qualitatsiiberpriifung erfolgte mit der e-Seq 3.0 Software.

7.9 Generierung transgener Aurelia aurita

7.9.1 Konstrukte

Die amplifizierten, potentiellen Promotoren der Gene aktin, EF1, tubulin, ubiquitin und
histon 3 mit einer Linge von 744 bis 1641 Basenpaaren, sowie die amplifizierten
potentiellen Terminatoren der Gene Aktin und tubulin, mit einer Lange von 576 bis 1439
Basenpaaren wurden tiber Restriktionsschnittstellen in Pgem-T Backbone Plasmide (P1-
13) (Promega) in Einzel- oder Doppel-Konstrukte ligiert (Abb. 2.15; siehe auch Anhang
9.2, 9.3). Zusatzlich diente ein pMiLRneo Backbone Vektor mit flankierenden inverted
terminal repeats (ITRs) als Grundlage fiir ein weiteres Konstrukt (P14) (Abb. 2.15).
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7.9.2 Injektionsabfolge und Injektionstechnik

In der ersten Saison wurden abwechselnd die Konstrukte P1-7 (Abb. 2.15) in
Konzentrationen von 0,5-3 pg/ul in insgesamt 1388 Embryonen injiziert (Anhang 9.5
Tab. 9.3). In der zweiten Saison wurden abwechselnd die Vektoren P7-14 (Abb. 2.15)
mit einer einheitlichen Konzentration von 1 pg/pl in insgesamt 3342 Embryonen
injiziert (Anhang 9.5 Tab. 9.3). Die Injektionen 49-52 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) mit dem
Vektor P14, der liber ein Transposon verfiigt, welches das Reporterkonstrukt beinhaltet,
enthielten zudem 0,1 pg/pl GFP mRNA und 0,1 pg/ul Minos Transposase mRNA. Fiir die
Injektionen 39-44 und 47 (Anhang 9.5 Tab. 9.3) wurden mit dem Restriktionsenzym
Notl linearisierte Vektoren eingesetzt. Die Injektionen 40-41, 43-44 und 47 enthielten
zudem 100-180 ng/pl gDNA, die ebenfalls mit dem Restriktionsenzym Notl geschnitten

worden war.

Fir die Injektion wurden Embryonen aus den Mundarmen der Meduse mit einer
Glaspipette entnommen. Nach dem Aufreinigen wurden sie bis zur Injektion in 10 °C
kaltes Seewasser tberfiihrt. Die Mikroinjektion erfolgte mit einem invertierten
Mikroskop (Zeiss Axiovert 100) und zwei Mikromanipulatoren (5171 Eppendorf und
Injectman NL2). Die Haltekapillare fiir die Embryonen hatte einen Aufdendurchmesser
von 140 pm, der Innendurchmesser lag bei 60 pm (Eppendorf). Die Injektionsnadel
wurde mit dem Vertical Pipette Puller 700 C hergestellt. Fiir die Injektion wurde der
Eppendorf Femtojet Microinjektor verwendet. Um ein Uberleben der Embryonen zu
gewahrleisten, durfte das Injektionsvolumen des Injektionsansatzes ein Zehntel des
Volumens des Embryos nicht liberschreiten. Die Injektion war abgeschlossen, sobald
durch den einstromenden Injektionsansatz eine Veranderung im Embryo zu erkennen
war. Wurden bei der Injektion nicht beide Membranen der Zygote mit der
Injektionsnadel durchstofien, konnte sich der Injektionsansatz dazwischen verteilen.
Das, und eine zu grofie injizierte Menge an Fliissigkeit, fiihrten zu einer Abschniirung

des betroffenen Teils der Blastula oder zum Tod des Embryos.
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7.9.3 Elektroporation von Aurelia aurita

Je Elektroporationsansatz wurden 15 Tiere zweimal fiir je 1 Minute in einem grofden
Volumen mit 0,77 M Mannitol gewaschen. Dann wurden die Tiere in
Elektroporationskiivetten mit einem Durchmesser von 0,4 mm iberfiihrt und das
Volumen auf 200 pl reduziert. Dem Medium wurden 100 pg/pl Reporter-Konstrukt oder
Salmon Sperm DNA (Kontrolle) zugesetzt. Zusatzlich enthielt der Ansatz 10 ul 10 %
RITC als Penetrations-Marker. Die Einstellungen des Pulse Controller II waren 200 £, 50
puF und 200 V. Nach zweimaliger Elektroporation wurden die Tiere anschliefdend in
kaltes ASW tberfiihrt. Die Tiere wurden 24 Stunden bei 10 °C gelagert, dann wurde das
Medium gewechselt. Nach der Behandlung sollte ungefihr die Halfte der

elektroporierten Tiere stark zerstort sein.

7.10 Expressionsanalyse mit der whole mount in situ Hybridisierung

7.10.1 Praparation der DIG-markierten Sonden

Aus dem Gel aufgereinigte Amplifikate wurden als Matrix fiir die Sonden-Herstellung
verwendet. Die Synthese der markierten Sonden (siehe Anhang 9.1) erfolgte mit dem

DIG RNA Labelling Kit (SP6/T7) von Roche nach Angaben des Herstellers.

7.10.2 Whole mount in situ Hybridisierung

Alle Schritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei RT unter moderater Bewegung
auf einem Schiittler durchgefiihrt. Alle verwendeten Lebensstadien bekamen 48

Stunden vor der Fixierung keine Nahrung mehr zugefiihrt.

Die Tiere wurden in 2 % (w/v) Urethan in ASW auf Eis fiir 5 Minuten relaxiert und
anschlieflend in 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS (pH 7,4) tUber Nacht fixiert. Die
fixierten Lebensstadien wurden dreimal in 100 % Methanol gewaschen und konnten
gegebenenfalls in Methanol bei -80 °C gelagert werden. Fiir die weitere Verwendung

wurden die Tiere schrittweise je 10 Minuten rehydriert (100 % EtOH, 75 % EtOH/25 %
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PBT, 50 % EtOH/50 % PBT, 25 % EtOH/75 % PBT, 100 % PBT) und anschlief3end
einmal fiir 10 Minuten in PBT gewaschen. Um unspezifische Farbungen zu reduzieren,
wurden die Tiere fiir 1 Stunde in 3 %igem (v/v) Wasserstoffperoxid in PBT inkubiert.
Daraufhin wurden die Tiere 3 x 10 Minuten in PBT gewaschen und dann mit 1 pg/ml
Proteinase K fiir 20 Minuten behandelt. Der Verdau wurde durch Spiilen mit 4 mg/ml
Glycine/PBT Losung gestoppt, woraufhin ein weiteres Mal mit 4 mg/ml Glycine/PBT
Losung fiir 10 Minuten gewaschen wurde. Nun wurden die Tiere 3 x 10 Minuten in PBT
gewaschen und anschlieffend 3 x 10 Minuten mit 0,1 M Triethanolamin (pH 7,8)
behandelt. Im letzten Schritt wurden dem Triethanolamin zu Beginn 2,5 pl/ml
Essigsaureanhydrid und nach 5 Minuten weitere 2,5 pl/ml Essigsdureanhydrid
zugesetzt. Im Anschluss wurden die Tiere 3 x 10 Minuten in PBT gewaschen und iiber

Nacht in 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBT postfixiert.

Am nachsten Tag wurden die Tiere 3 x 10 Minuten in PBT gewaschen und anschliefend
in 2 x SSC fiir 2 x 10 Minuten tiberfiihrt. Es folgte eine Hitzebehandlung im Wasserbad
von 20 Minuten bei 70 °C, um endogene alkalische Phosphatasen zu inaktivieren.
Daraufhin wurden die Tiere fiir 10 Minuten in 50 % Hybridisierungslésung (HS)/50 %
2 x SSC und dann fir 10 Minuten in HS tberfiihrt. Anschlief3end wurden die Tiere fiir 2
Stunden in HS, die zusatzlich 0,5 pg/ml doppelstrangige-RNA und 0,4 mg/ml transfer-
RNA zum Blockieren mdoglicher unspezifischer Bindestellen enthielt, bei 57 °C pre-
hybridisiert. Die HS wurde gewechselt und enthielt ebenfalls 0,5 pg/ml doppelstrangige
RNA und 0,4 mg/ml transfer-RNA. Die DIG-markierten Sonden wurden in 50 pl Sonden-
HS (25 % Formamid, 25 % 20 x SSC und 50 % 44H20) fiir 5 Minuten bei 70 °C
denaturiert. Im Anschluss wurden die DIG-markierten Sonden den pre-hybridisierten
Tieren zugegeben, wobei die finale Verdiinnung der Sonden bei 1:25.000 lag. Nun

wurden die Lebensstadien fiir 96 Stunden bei 57 °C hybridisiert.

Nach der Hybridisierung wurden die Tiere einer Serie von Waschschritten bei 57 °C
unterzogen (100 % HS, 75 % HS/25 % 2 x SSC, 50 % HS/50 % 2 x SSC, 25 % HS/75 %
2 x SSC), dann wurden sie fiir 2 x 30 Minuten mit 0,1 % (w/v) CHAPS in 2 x SSC bei 57 °C
inkubiert. Im Anschluss wurden die Tiere 2 x 10 Minuten in MAB-T bei RT gewaschen
und dann fiir eine Stunde in MAB-B blockiert. Dann wurde das Medium gegen 80 %
MAB-B/20 % hitzeinaktiviertes Schafserum getauscht und die Lebensstadien fiir zwei

Stunden bei 4 °C inkubiert. Der Anti-DIG-Antikérper mit konjugierter AP wurde fiir 24
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Stunden bei 4 °C in 1 ml MAB-B mit zerstofdenen Lebensstadien von Aurelia aurita
prainkubiert. Vor der Zugabe zu den Tieren wurde er fiir 10 Minuten bei 10.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand in 80 % MAB-B/20 % hitzeinaktiviertes Schafserum
tiberfiihrt. Dann wurden die Ansédtze tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Verdiinnung des

Anti-DIG-Antikorper-AP lag bei 1:1600.

Ungebundene Antikérper wurde durch Waschen in MAB-T fiir 9 x 20 Minuten entfernt.
Dann wurden die Tiere 5 Minuten in NTMT, 5 Minuten in NTMT/0,1 mM Levamisol und
anschliefdend in NTMT mit NBT/BCIP (1:50) im Dunkeln inkubiert. Die Farbereaktion
wurde nach einem ausreichenden Signal durch Waschen in 4¢¢H20 fiir 3 x 1 Minute
gestoppt. Die Tiere wurden anschliefiend tiber Nacht in 70 % Ethanol bei 4 °C gelagert.
Am nachsten Tag wurden sie fiir je 1 Minute in 100 % Ethanol, 100 % Methanol, 1-
Butanol und Xylol tuberfiihrt und schliefdlich auf einem Objekttrager mit Eukitt

eingebettet.

7.10.3 Praparation doppelstrangiger RNA

Fir die Prdparation doppelstrangiger RNA wurde das MEGAscript RNAi Kit von
Ambicon nach Angaben des Herstellers verwendet. Als Template fiir die Synthese diente

ein GFP-kodierendes Insert eines Vektors.

7.11 Mikroarray

7.11.1 mRNA-Extraktion

Die Extraktion von mRNA erfolgte wie in K. 7.2.1 beschrieben. Die einzelnen Stadien

sind in K. 2.4.1 aufgezahlt.

7.11.2 Mikroarray-Erstellung und -Hybridisierung

Mit der Erstellung des Mikroarrays wurde die Firma Agilent Technologies Deutschland

GmbH beauftragt. Das verwendete Transkriptom fiir die Erstellung der Sonden war
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aurelia_celera_v02. Die Synthese der cDNA aus der mRNA der verschieden
Lebensstadien, sowie die Hybridisierung des Mikroarrays, wurde im Labor von Dr.

Tomislav Domazet-LoSo im MPI, Plon, Deutschland durchgefiihrt.

7.12 Histologische Methoden

7.12.1 Vorbereitung von Polypen fiir das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop
(KLSM)

Das KLSM diente dazu, die Lokalisation der GFP-Fluoreszenz im Polypen zu
untersuchen. Als Vorbereitung wurden mehrere Tiere zur Relaxierung fiir ca. 3-5 min
mit 2 % Urethan in 30 %o Seewasser behandelt und tiber Nacht bei 4 °C mit 4 % PFA in
1 x PBS fixiert. Nachdem die Polypen 3 x 10 min mit PBS gewaschen worden waren,
folgte eine einstlindige Behandlung mit Phalloidin (1:1000 in Millipore H20), einem F-
Aktin bindenden Protein, und eine 10-miniitige Inkubation in Hoechst (1:500 in
Millipore H;0), welches in die grofde Furche der DNA-Doppelhelix interkaliert wurde.
Anschliefend wurden die Polypen mehrmals mit PBS gewaschen und zur Betrachtung

unter dem KLSM mit einem Skalpell quer in mehrere Scheiben geschnitten.

Es wurden auch lebende, nicht fixierte Polypen mit dem KLSM betrachtet, diese wurden
zuvor fiir 10 Minuten in Hoechst (1:500 in ASW) inkubiert, 2 x 10 Minuten in ASW

gewaschen und dann mit einem Skalpell quer in mehrere Scheiben geschnitten.

7.12.2 Immunmarkierung fiir das KLSM

Alle Schritte wurden in 2 ml Schidlchen auf einem Schiittler durchgefiihrt. Als
Vorbereitung wurden mehrere Tiere zur Relaxierung fiir ca. 3-5 min mit 2 % Urethan in
30 %o Seewasser behandelt und tiber Nacht bei 4 °C mit 4 % PFA in 1 x PBS fixiert. Die
Polypen wurden 3 x 10 min mit PBT gewaschen, dann 1 x 30 Minuten mit 0,5 % (v/v)
TritonX100 in PBS behandelt. Anschliefend wurden sie in 1 % (w/v) BSA in PBT fiir
eine Stunde inkubiert. Dann wurden sie iiber Nacht mit dem Anti-GFP-Rabbit-IgG
Antikorper (1:500 in 1 % (w/v) BSA in PBT) inkubiert. Nach vier 15-miniitigen

Waschschritten in 1 % (w/v) BSA in PBT, wurden die Tiere mit dem sekundaren 1:500
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Antikorper Anti-Rabbit-Ziege-IgG-Alexa in 1 % (w/v) BSA in PBT fiir zwei Stunden
inkubiert. Es folgten 4 x 15 min Waschen, gefolgt von einer Phalloidin-Behandlung
(1:1.000 in 1 % (w/v) BSA und 0,5 % (v/v) TritonX100 in PBT). Nach dreimal
10-mintitigem Waschen folgte eine Behandlung in Hoechst (1:500 in 1 % (w/v) BSA in
PBT). Die Tiere wurden eingebettet in Fluoromount G und am folgenden Tag am KLSM

betrachtet.
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9. Anhang

9.1 Gene und Sonden der in situ Hybridisierung

zebra
aurelia_bs_polyp_run090409_87 rev

TTTCGGGGGACTCTCATCACAGCATCGTTGCAGATTGTACTTCGAAGTTGATCAGCATATAAAACCAACAAAATG
AAGGCCATTTTAAGCATCCTTCTCGTCTCCTTTGTCCTGTACGCAAGTGCAGAAGAATTGAGACTCGTCAGAAGA
GACCTCCCAAAAGTTTGCGAAGATGTGCTCGCTCAAGATCTTTGCGTCAAATTAAGAGGAATCGCCCAAGCTTTG
AAACTCCAAATCTCAAAGGTCGATGATGCCATTGTTGATGCTGCCATCAAGGGATTGGTCAGTGCACCAGCTGTA
TACAGCGCAGCTAAGGCTTTCTTGATGAATGAAGTCATTAACAAGAGCTGTGAAGACTTCCTTTCACCCCCTGTT
TGCACCAAACTTCGTCAAGTTGCTGCAGCTTTGAAAATCAAAGCCGAGAAAGTAGAAGAATTCGTCAAAGCCGCG
ATTGTCGAGGGAATTACCCAAGGAACCGCCATTTACGTCAAAGTTGTTGATTTCATGAAGAAGGAAGTTTTGAGC
AAAACATGTGTCGACTTCTTGGCACCACGTGTATGTGACAAGCTGAAGGAAATTGCAGCCAAACTCAAGGTCAAT
ATTGTAAAATTGAACGAGATGATTGTTTCTGCAGTCGTTGCTGGATACCAAAACAGAGACGATATCTACAACAAT
GTCATTGTCTTCATGAAGGATGAAGTTCTTTCTACGACCTGTGAAGATCTTCTTTCCGCAGATTACTGTGCCAAG
TTGAAGGCCGTTGCAGCAAAATTGAAGATCAAAGCAGCTAAGGTCGACCAAGCAGTAAGAGAAGCTATCTTGAAA
GGATACCTCACCACATCTGCAGTTGTCAAGAGTGTCAAGGAATTCTTCGAAAATGAAGTTCTCTCCAAGAAATGC
GAAGACTTCCTTCCCGACTCTGTCTGCACCTCAATCAAGACTATTGCACAGAAGATGAAAGTGAGAGCTGACTTG
GTTGATAAGGCAGTAAAGGATGCTTTGATCAAGGGATACAGCAAAGTACAAGATCTTAAGGACTACGCCAAAGA
ATATTTGAAGGAAAACATCAAATGTGAAGATCATCTCTCCTCAATCTCATGCTCCATCATCAGAAGAACTGCCAA
ATTCCTTGGTGTGAAAATCCAGGAAGCTGAACAGAAGCTCAGAGACTTGGTTGCACAGCAAGTCACTCAAGCTAG
AGAGCTTTACCGACAAGTCATGGCTTTTATCAAAGCCAAAATCCTGGGATAAGAAAATCAATCATGAAAAACTTT
TTAATCTGATATTACTTAGCAATGACTGAATTGATATAAAATGATATTTGTGTCGT

Klon Zebra (T7-SP6)

CCAACAAAATGAAGGCCATTTTAAGCATCCTTCTCGTCTCCTTTGTCCTGTACGCAAGTGCAGAAGAATTGAGAC
TCGTCAGAAGAGACCTCCCAAAAGTTTGCGAAGATGTGCTCGCTCAAGATCTTTGCGTCAAATTAAGAGGAATCG
CCCAAGCTTTGAAACTCCAAATCTCAAAGGTCGATGATGCCATTGTTGATGCTGCCATCAAGGGATTGGTCAGTG
CACCAGCTGTATACAGCGCAGCTAAGGCTTTCTTGATGAATGAAGTCATTAACAAGAGCTGTGAAGACTTCCTTT
CACCCCCTGTTTGCACCAAACTTCGTCAAGTTGCTGCAGCTTTGAAAATCAAAGCCGAGAAAGTAGAAGAATTCG
TCAAAGCCGCGATTGTCGGGGGAATTACCCAAGGAACCGCCATTTACGTCAAAGTTGTTGATTTCATGAAGAAGG
AAGTTTTGAGCAAAACATGTGTCGACTTCTTGGCACCACGTGTATGTGACAAGCTGAAGGAAATTGCAGCCAAAC
TCAAGGTCGATATTGTAAAATTGAACGAGATGATTGTTTCTGCAGTCGTTGCTGGATACCAAAACAGAGACGATA
TCTACAACAATGTCATTGTCTTCATGAAGGATGAAGTTCTTTCTACGACCTGTGAAGATCTTCTTTCCGCAGATT
ACTGTGCCAAGTTGAAGGCCGTTGCAGCAAAATTGAAGATCAAAGCAGCTAAGGTCGACCAAGCAGTAAGAGAAG
CTATCTTGAAAGGATACCTCACCACATCTGCAGTTGTCAAGAGTGTCAAGGAATTCTTCGAAAATGAAGTTCTCT
CCAAGAAATGCGAAGACTTCCTTCCCGACTCTGTCTGCACCTCAATCAAGACTATTGCACAGAAGATGAAAGTGA
GAGCTGACTTGGTTGATAAGGCAGTAAAGGATGCTTTGATCAAGGGATACAGCAAAGTACAAGATCTTAAGGACT
ACGCCAAAGAATATTTGAAGGAAAACATCAAATGTGAAGATCATCTCTCCTCCATCTCATGCTCCATCATCAGAA
GAACTGCCAAATTCCTTGGTGTGAAAATCCAGGAAGCTGAACAGAAGCTCAGAGACTTGGTTGCACAGCAAGTCA
CTCAAGCTAGAGAGCTTTACCGACAAGTCATGGCTTTTATCAAAGCCAAAATCCTGGGATAAG

Minicollagen C13407
03_aurelia_rc_finalASM_3407

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGACTCAACACAACTTTTCAACACAGGACAGTCGAGGGTCAAGTTT
CCAGACCTTAGAGTTCGATATTCAAAATGATGAGAATAGCAGTTTTTGTTGCCGTTGTCGGCCTTGCCCTTGCTG
GCGTACCAAAACATAAAGATAAGAGATCACCACAAGCTTGTGGACCAGCATGCCCTGCTACATGTGCACCAGCCT
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GCGTCCCAGTCTGTTGTGCTCCACCACCACCACCTCCACCACCACCACCACCAGGCCCACCAGGCGCACCAGGACCA
CTCGGACCCCCAGGACCACCAGGACCTAACGGACCACCCGGACCAGGAGGACCACCAGGAGGACCAGGACCCGCTG
GACCACCCGGACCTGCAGGAGCACCAGCTGGACCACCAGGACCCGCAGGAGGAGCAGGACCACTTGGACCCCCAGG
AGGACCAGGACCACAAGGACCAGCTGGACCACCAGGACCTCCAGGACCACCAGGACGCCCAGGACCCCCAGCTCCA
CCACCACCACCACCACCATGCCCAGCTGTTTGCGTTGCACAGTGTGTGCCATCATGCCCACCACCATGCTGCCCCCA
GAAGCACTAAATGTGTTCCTAATAGGAACTTTTATATAATGATGAACACTTTCCTGACTTTGAAAGTTTTGAGAG
GAAATTCATTAGAAATGAAGTAAACGAATGGATTTAGTAACATCTATTATCCAGGATTATTAATTGGAATCATT
TGTGTAAGATGGAGAATGCATACAGTTTTATATAAACATTTGACAAATATATCTCTGAGTGTTTCTTCCCTGCGA
TTATATAAATATGGGAGACG

Klon MC3407 (SP6-T7)

GTTCGATATTCAAAATGATGAGAATAGCAGTTTTTGATGCCGTTGTCGGCCTTGCCCTTGCTGGCGTACCAAAAC
ATAAAGATAAGAGATCACCACAAGCTTGTGGACCAGCATGCCCTGCTACATGTGCACCAGCCTGCGTCCCAGTCTG
TTGTGCTCCACCACCACCACCTCCACCACCACCACCACCAGGCCCACCAGGCGCACCAGGACCACTCGGACCCCCAG
GACCACCAGGACCTAACGGACCACCCGGACCAGGAGGACCACCAGGAGGACCAGGACCCGCTGGACCACCCGGACC
TGCAGGAGCACCAGCTGGACCACCAGGACCCGCAGGAGGAGCAGGACCACTT

Minicollagen CL1764
01_aurelia_rc_strobila_run090409_1764 rev

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGTCGGGGTATTTTGTATTCTAGGGATCAGTAACTGAAACAAGATGAAGCT
CCAGATCTTCGTAGCACTCTGCGTTGTAGCAGCTGTTAGCAGCAGAACCGTCCAAAGAAGTGGTTCAAAGAGGCA
ATTGTGCCCAAATGCTTGCCCAGCCACGTGTGCACCAGCATGTCTTCCAGTCTGTTGTGCACCAGCTCCACCACCA
CCTCCACCACCTCCACCAGGCCCACCAGGCGGACCAGGACCACTTGGACCAGGAGGACCACCAGGACCTAACGGAC
CACCCGGACCAGGAGGGCCACCAGGAGGACCAGGACCTGCTGGACCACCCGGACCTCCAGGAGCACCAGCTGGACC
ACCAGGACCCGCAGGAGGCGCTGGACCACTTGGACCCCCAGGAGGACCAGGACCACAAGGACCACCCGGACCACCA
GGACCTCCAGGACCACCAGGACGCCCAGGACCCCCAGCTCCACCACCACCACCACCACCATGCCCAGTCATCTGCCA
AACCGTCTGCACACCAGCATGTCCTCCATCTTGCCCATGACAAAAAAGAGAAAGTAAACTCGACGCAATTCGATC
TC

Klon MC1764 (SP6-T7)

ATGAAGCTCCAGATCTTCGTAGCACTCTGCGTTGTAGCAGCTGTTAGCAGCAGAACCGTCCAAAGAAGTGGTTCA
AAGAGGCAATTGTGCCCAAATGCTTGCCCAGCCACGTGTGCACCAGCATGTCTTCCAGTCTGTTGTGCACCAGCTC
CACCACCACCTCCACCACCTCCACCAGGCCCACCAGGCGGACCAGGACCACTTGGACCAGGAGGACCACCAGGACC
TAACGGACCACCCGGACCAGGAGGGCCACCAGGAGGACCAGGACCTGCTGGACCACCCGGACCTCCAGGAGCACCA
GCTGGACCACCAGGACCCGCAGGAGGTGCAGGACCACTTGGACCCCCAGGAGGACCAGGACCACAAGGACCAGCCG
GACCACCAGGACCTCCAGGACCACCAGGACGCCCAGGACCCCCAGCTCCACCACCACCACCACCACCATGCCCAGTC
ATCTGCCAAACCGTCTGCACACCAGCATGTCCTCCATCTTGCCCATGA

Minicollagen C11900
03_aurelia_rc_finalASM_1900 rev

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGTCGGGACTCTAATAACGCAACACGCACGGAGAAGACGTTTTGCCTAGAG
ACTTTACACCAAGGGCAACTAGTAAAGATGCGAAAAGTTAGGATTATATTATGCCTCTTGGCAGTGATCGTATAC
ATTGAGGCAAGAACGACACATAAAGGCAAGCATCAAAAACGTCAAGCAGGTTGCGGAGCAACATGCCCTGGGGTC
TGTGCTCCTGCATGTCTTCCAACATGTTGCGCAGCTCCACCTCCACCCGGACCCCCAGGACCAGCCGGACCACCAG
GAAACCAAGGACCAGTAGGACTTAACGGACCACCAGGTCTTCCAGGACCTCCAGGTCTCCCAGGACCACCAGGCCC
ACCAGGACCTCCAGGAGCCCAACAACCACCTCCAGCACCATGCCAAGCCGTCTGCTTCCAACAATGTTACCCAACC
TGCCCATCATACTGCTGCCCTAAACCAGCAGCACCACCACCATGCCCACCCGTCTGTGCCTCAACTTGCGCACCAG
TCTGCCCACCAGCTTGTTGTAAGAGAAAGAGAAGCTACATCCGTCATCACAAAGGTGAGAAGCCAATCATCATCA
TCGAACGAAAGCATTAAATCGGTCAGTCAGGCAGGCTCAGATGAACTAAAAAGGATGCTTTTGTAAAATACAACT
CTTGTTTTCGGCAGGCAAACATATCTATACAAACAGTTTTTCATAGGACAGAGTATAGTGTCGACAATACGTTAT
CTATTTTAACCCATGACTGCCAATGTTGGCTAAAGGACTCTTCTTGCAACAGAACGCTAATTTATGATGAAATAT
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TATTTATATCGTTATTCATATTTATTGTGAGTGTTAGAATTTGTATCTCCAAAGGGTAAATGTAGAAATCAACAC
AAAAAGATCTGAAATCAAAGATATTGCACAAAATGTTTAGGATCATGCACAAAATAAGCCAAAAATAAAAAAAT

CGTAACTTCAGCAGTTGCCTGTCGTTTGTAAGCCGCTCGATAAAACTCATTTTGAGGAAAGTGTAGATTTCTACA

TTTCAATAACATATGAAATCAGACATGAACAAGACATCGTATAACTTGCTTTAAAATTCTAACATCCTCTAGTAG
TTATTTTCATTTAGAAAAATTAATTTATCTGTTTCTTAGAAC

Klon Mc1900 (SP6-T7)

GATGCGAAAAGTTAGGATTATATTATGCCTCTTGGCAGTGATCGTATACATTGAGGCAAGAACGACACATAAAGG
CAAGCATCAAAAACGTCAAGCAGGTTGCGGAGCAACATGCCCTGGGGTCTGTGCTCCTGCATGTCTTCCAACATG
TTGCGCAGCTCCACCTCCACCCGGACCCCCAGGACCAGCCGGACCACCAGGAAACCAAGGACCAGTAGGACTTAAC
GGACCACCAGGTCTTCCAGGACCTCCAGGTCTCCCAGGACCACCAGGCCCACCAGGACCTCCAGGAGCCCAACAAC
CACCTCCAGCACCATGCCAAGCCGTCTGCTTCCAACAATGTTACCCAACCTGCCCATCATACTGCTGCCCTAAACC
AGCAGCACCACCACCATGCCCACCCGTCTGTGCCTCAACTTGCGCACCAGTCTGCCCACCAGCTTGTTGTAAGAGA
AAGAGAAGCTACATCCGTCATCACAAAGGTGAGAAGCCAATCATCATCATCGAACGAAAG

Minicollagen C17145
03_aurelia_rc_finalASM_7145

CATGGTGGTGGTGGTGCTGGCTGTCCAGGAGGTCCACCAGGGCCAGGTCCACCTGGTGGTCCAGGAGGTCCACCAG
GTGGACCTGGCCCTGGTGGACCTCCTGGACCTCCTGCCCCACCTGCACCTCCTGGCCCAGGTGGACCTCCTGGTGGC
CCTGGACCTCTAGGACCCCCTGGACCTCTTGGACCCCCAGGACCTCCTGGTGGCCCTGGACAGCCTGGACCACCTG
GACCTCCAGCCCCTCCCGCTCCTCCTGGACCAAAAGGACCAAATGGTGGACAAGGACCATTGGGACCTCCTGGACC
ACCTGGACCACCTGGACCACCTGGCCTACCTGGAATTGGCGGACCTCCTGGACAGCCAGCACCACCACCACCACCA
TGCCCGCCGATCTGTCCAACGCAATGTATAGCATCATGTCCAATCTATTGTTGTCCAGCGAAGAGACGAAGAAAG
TAGAAATTCGAAGAATCACGAAGCAGTTGATGCTGCATGGCGAAACCAACAGACGATTGATTGAACTTTTAACGC
ACACAGACTTGATGACGACTCGCTCTAGAGAATATCAGTGCATTTATGGACACTTCTTGCGAGGAATTAACTAAT
AGGCTTTTTTATAGACGATGTGCCACAGCAGATAAATTATTCGACACGAGCCAGAACTTATGCTTCAATAGACAG
ACTTTTATTTACTAACGTTTAGTATAGTAGCTGGCTCAAGATAGTTGTTATGTAGTGACTTCAACTTTAATGATC
GAAACTTCACAGCATTTTCTAAAAATGTTTTCAACGTAACCATCTTCTAGAGATCGTTCAGTTAGCACATTTGAG
CTCAATTAGAATTTTGCAAATGGCAGCAATAGCAAACTTTGAACATTTATCGATAAAAATGAAAGGTAATATATC
AATATAAAACGGAGTGAGGGATTCTACGGTGTATAAGCCCTTGCCTCAAATGTGCTTTGACATTTTAATCGACGA
TGCTGTGTAGTTGAAATTAGGCCCTCCTCAGTCTTTTCATTCTCTTGTAAGGTTAATATTGTAAGACTTTCTCATC
CATTGACATAGCATTAAATGTGTTGTTATGATCACAATGTTGTAAACCTAAA

Klon Mc7145 (T7-SP6)

TCTGTCCAACGCAATGTATAGCATCATGTCCAATCTATTGTTGTCCAGCGAAGAGACGAAGAAAGTAGAAATTCG
AAGAATCACGAAGCAGTTGATGCTGCATGGCGAAACCAACAGGCGATTGATTGAACTTTTAACGCACACAGACTT
GATGACGACTCGCTCTAGAGAATATCAGTGCATTTATGGACACTTCTTGCGAGGAATTAACTAATAGGCTTTTTT
ATAGACGATGTGCCACAGCAGATAAATTATTCGACACGAGCCAGAACTTATGCTTCAATAGACAGACTTTTATTT
ACTAACGTTTAGTATAGTAGCTGGCTCAAGATAGTTGTTATGTAGTGACTTCAACTTTAATGATCGAAACTTCAC
AGCATTTTCTAAAAATGTTTTCAACGTAACCATCTTCTAGAGATCGTTCAGT

Minicollagen C112648
03_aurelia_rc_finalASM_12648

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGAGTTGTGTCAATTATTCAGCTTTGGGTGGTCAAAGTTAGCTTCA
ATCAAAATGGCAACTAAACTAGTTATTGCAGTTATTTTATTCTGTGCCGTATCGGCCTACGCTAAACAAGATAAG
AGAAGTGCTGACAAGAAAGAAGAATCAGCCGGCAAGCGATTCTTCTGTGGCGCAGCTTGTGCACCATCTTGTGCT
CCAGCATGTGCTCCAACCTGTTGTGCGGCTCCACCCCCACCACCACCATGCCCAATGCCATGCCCACCTCCACCACC
ACCATGCCCACCTCCTTGCCCACCACCACCAATGCCAGGCCCACCTGGACCCATTGGACCTCCAGGATGTTGCGGT
GGACCAGGACCAGTTGGACCCCCAGGTCTCCCAGGTGGCCCTGGATGCCCAGGACCAATGGGACCTATGGGACCAA
TGGGACCAGCCGGATGCCCAGGTGCTCCTGCACCACCAGCAGCCCCATGCCCACCAATCTGTCTCCATTTCCAAGC
TCTCCTCCGTCAAGCACCTCCACCAGCACCAGTGTGCCCAACCGTATGTCCACCAACATGTTGTGCCCCTCCACCAC
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CACCTGCACCAGTCTGTGCTCCATCATGCGCACCAACATGCTGTGGCAAATAAGCTGAAGGAATGGTTCTATATCT
GATAGATACTTGAAGATACTAAGGTGATGAGGATCGAAAGAAGAAACTTCTCTTCGCAGAAGATTGAAATAATT
TGATCGAACATAGTAGCTGAATTAAATATGATTGCATTTTATTTGCTAATCGTTTTACTAGTCATGCAGATGTTG
ATAGACTGAATTGATAATTAAATTTATGACTTAACTTCAC

Klon Mc12648 (SP6-T7)

CAAAATGGCAACTAAACTAGTTATTGCAGTTATTTTATTCTGTGCCGTATCGGCCTACGCTAAACAAGATAAGAG
AAGTGCTGACAAGAAAGAAGAATCAGCCGGCAAGCGATTCTTCTGTGGCGCAGCTTGTGCACCATCTTGTGCTCC
AGCATGTGCTCCAACCTGTTGTGCGGCTCCACCCCCACCACCACCATGCCCAATGCCATGCCCACCTCCACCACCAC
CATGCCCACCTCCTTGCCCACCACCACCAATGCCAGGCCCACCTGGACCCATTGGACCTCCAGGATGTTGCGGTGG
ACCAGGACCAGTTGGACCCCCAGGTCTCCCAGGTGGCCCTGGATGCCCAGGACCAATGGGACCTATGGGACCAATG
GGACCAGCCGGATGCCCAGGTGCTCCTGCACCACCAGCAGCCCCATGCCCACCAATCTGTCTCCATTTCCAAGCTC
TCCTCCGTCAAGCACCTCCACCAGCACCAGTGTGCCCAACCGTATGTCCACCAACATGTTGTGCCCCTCCACCACCA
CCTGCACCAGTCTGTGCTCCATCATGCGCACCAACATGCTGTGGCAAATAA

patched
celera_v01_contig_2599

GGGACCACTGTACAAATGTATCCTTACGTGTAGGTCAACTGTCAGAGTCAAGATGGAAGTAACTGACGGAGACAA
CGAAAAAAAGAAACTGATGAAGGAAACTGATGAAGAACACATTGTGCGATTTAAAGAGCCTAATATCCTTTCGG
ATATTTGGAACCAATATGTGGTATTGTTGCGGAGCTATCTTTCTCGTCTTGAAGCCTTCTTTGAAGTCATTGGAA
GAAAAGTTGCGACGAATCCAAAGAAGACGATACTTTTTGCCATTTTTGGAGTTATTCTTTGTGCTGTCGGATTGG
TTAATATCAGTTTTGAGTCACGTACTTCAAAGCTGTTCGTTCCAGAAAATTCACTTTCAGAGAATGCTTTATTGC
TTGGTAAACCGTTTTTTCTCAACTCATTCAACACAAGAACTGAGGAAATCATTCTTCTTCCGAAGAATGGATCAA
ACATTTTATCGGAGTTCAACTTAAAGGAAGCCTTGTGGCTGATACGCAAGACTATGAACATCAGTGGGTACCAGG
AACTATGTAAAGAACGGCAACTATTCTTGAAGGGAGCAGACAATTTGTTTGACAAAGATGTTAAATGTTCTATGA
TGAATCCGCTCGAACTATTACGAAACAAGGCAGAAACTCGAACAGCTATTTTTTGGAGGTTTTACTATGCTTTAA
GATCAACACGGCGTGTTATGTCAAATGGACGAGCCGCCGTATTCAATGTGAATTATGGCCTAACCAACTTCAAGA
TGAACAGATCAGCTTGGCAGGTTTCTGCAGATGCACTTCGAGTTTTGGTTTATATGAAGCAAGGCGAAAGCGCAT
CAGAGAGGAAGCCTATTTTGAAGTGGGAGAAGGATTTCATTGACACAATGCAAAAAGTCAGTAAGCAGCTAAAA
TACAACACATTATCATACTCAAGTGAAAGAAGCCTAGATGATTCAATCAGTGACAGCTCAACGAGTGGCATTCCC
TTGATCAGCATTACATTTACGATCATGATTACATTCTCCTGCTTTATGCTCGCCAAATTCATCAACCCCGTACGTG
GTCATACCTGGTTAGCATTGCTCGGAGTACTCTCAACTGGGCTTGGTATTCTAGCAGGAATTGGCTTCACATCTGC
TATGGGTGTTCCTTTTATAGGCCTTGTTGGAATAGTGCCATTCCTTGTTTTGAGCATCGGCATAGATGACATGTT
TATAATTTGTGATGAGTTTGACAGACAATCAAAGGACAACATCCCATCAAATCGTGTTGCATTTGCCTTATCTAA
AGTTGGTGCTACAATAACGATGACCACTGTCACTGATATGGTTGCTTTCTTTGTAAGCGCTACAAGCGCATTCCC
AGCTTTAAGATACTTCTGCATCTTCACAACAGTTTGCATATCGATCGAGTTTTTATTGCAGATTTCATTATTTGT
AGCTTTTCTCACATTTGACTCGCTTAGAATATACAGAAACAGAAGTGACTGCTGTCCTACGATGCCAGTCCGTGA
CAGAACGTGCTTCAGATTGCCTAATAATTTCTCCTTCTCGTCAAAATGGATGCAAAGATATGGCGAAAGGTTGCT
GAAGAAGCCAGCCAAGATTTTCGTTTGCATATTAACTTTAGTTTTAGTCGGAGTCGGAATCTTTGGATGCATTAA
TGTCGATAACCAATTCAGTCGCAAAGCTCTAGCCCTCAAGGGATCATACTATTCAAATTATCTTGACGAATTCAC
TGCCAACTTCCCACAAACAATCCCAGTTGATATACAGATAACAACGAAACTCGATTATTCAGACCCTAACACCAG
AAAAGAAATTAAAAAATTAGCATCAATTGCTTATGACACTGGATATTACTTGTCAAGAAACTTCACATGGGTTCA
TTACTTTGAGCAATTTACCACTATGTTTCGAATAGATAGTAATGGCCCAAAGTTCAAGAAAGCATTATCAAAGTT
CTTAAATCAGTACATATACAGCCAACACAACGTCGACGTGATTATGAACGATAAAGGGGAGATAGAAGCAAGCCG
TGCAATTGTCTTCTTGAAGGACAATACGGACGCAGTCTTCCGTAAAGACGCCATGTTAAAGCTTCGTGATGCACT
AAAAAAACGCAGCAAACTTAAGGTAACAGTTGCAGCTGATCCATTCCTCTACTTCGAACAATATGCTGTCGTTCA
GCAAGAGATAACCAATAATCTAATTTTTGTTTCAATTGTGATTATGGTAATGTTGATTCCATTTTGTATTCATCC
TCTCATCATCTTCATCATCCTATTGAGCTTCGTCGCTCTTGTCCTTGAATTATTTGGACTGATGTATGTGTGGGAT
GTGCAACTCAATGCAATATCGATGATCAATATCGTGATGGCTGTTGGCTTTTCCGTTGACTACAGTACTCACATT
GCGCATGCCTTTGTTACATCCAGAGAAGATACAGTGGACAAGCGCATCATACGAGGCTCTTTCAACAGTAGGAGG
AAGTGTA
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Klon Patched (T7-SP6)

CTTTCAGAGAATGCTTTATTGCTTGGTAAACCGTTTTTTCTCAACTCATTCAACACAAGAACTGAGGAAATCATT
CTTCTTCCGAAGAATGGATCAAACATTTTATCGGAGTTCAACTTAAAGGAAGCCTTGTGGCTGATACGCAAGACT
ATGAACATCAGTGGGTACCAGGAACTATGTAAAGAACGGCAACTATTCTTGAAGGGAGCAGACAATTTGTTCGAC
AAAGATGTTAAATGTTCTATGATGAATCCGCTCGAACTATTACGAAACAAGGCAGAAACTCGAACAGCTATTTTT
TGGAGGTCTTACTATGCTTTAAGATCAACACGGCGTGTTATGTCAAATGGACGAGCCGCCGTATTCAATGTGAAT
TATGGCCTAACCAACTTCAAGATGAACAGATCAGCTTGGCAGGTTTCTGCAGATGCACTTCGAGTTTTGGTTTAT
ATGAAGCAAGGCGAAAGCGCATCAGAGAGGAAGCCTATTTTGAAGTGGGAGAAGGATTTCATTGACACAATGCA
AAAAGTCAGTAAGCAGCTAAAATACAACACATTATCATACTCAAGTGAAAGAAGCCTAGACGATTCAATCAGTGA
CAGCTCAACGAGTGGCATTCCCTTGATCAGCATTACATTTACGATCATGATTACATTCTCCTGCTTTATGCTCGCC
AAATTCATCAACCCCGTACGTGGTCATACCTGGTTAGCATTGCTCGGAGTACTCTCAACTGGGCTTGGTATTCTAG
CAGGAATTGGCCTCACATCTGCTATGGGTGTTCCTTTTATAGGCCTTGTTGGAATAGTGCCATTCCTTGTTTTGA

CI390
390 rA_c02_390

GAGAAAACAGGCAAGCAGTCCAGGAAGGTGCGACAATGAAGGTCCTTTCTATCCTGATTCTGATTGGGTTATCAG
TCTTTTCATGTGCTGCAACAAAAGACGCAGAGGAGAAGATAACTAAAGATGCAATTAGGACCGCCGGGGACACCA
TTGAGCCTGTAGAGAGTGATTCTGATGAGCCTGAGCAGGACCAAGATGAAAGTGAAGAGGAGCCTAATGAAGCTG
AATCAACGAGCGATGACCAAGATGAAGAAAGTTCTGCCACTACCGAAGCCTCATCAGATCCTATATTCTGGCGAC
GGAGATCTACTCGACGTAGATGTTACTATGCTCGCAGAAGATACATTGCTCGCAGAAGATACATTGCTCGCAGGA
GATGTTACAGAAGACGTTCGTTCAGACGCAGACTTTCGTTCAGAAGAAGATGGAGCAGAAGACGTTGGTTGAGAC
GAAGATTTTCATACAGAAGAAGGTGGAGCAGAAGACGTTCGTTGAGACGAAGATTTTCGTTCAGAAGAAGAGGT
TGAGCCTACAAAGATCTCTGAACGATCCACCATACTTATTTTTTTTAGCTTTATGAACCTTGAAAACTTTTAGCA
GTGACATAATAGACATGTTTTATCTGATGTAGTGCCTTTTTGGTTGACAATATGGTGGTTTAATCTTTAAGAAAT
GGCTGATTACTTATCCATGCCACACATATCAATATTT

Klon CL390 (T7-SP6)

CGACAATGAAGGTCCTTTCTATCCTGATTCTGATTGGGTTATCAGTCTTTTCATGTGCTGCAACAAAAGACGCAG
AGGAGAAGATAACTAAAGATGCAATTAGGACCGCCGGGGACACCATTGAGCCTGTAGAGAGTGATTCTGATGAGC
CTGAGCAGGACCAAGATGAAAGTGAAGAGGAGCCTAATGAAGCTGAATCAACGAGCGATGACCAAGATGAAGAA
AGTTCTGCCACTACCGAAGCCTCATCAGATCCTATATTCTGGCGACGGAGATCTACTCGACGTAGATGTTACTATG
CTCGCAGAAGATACATTGCTCGCAGAAGATACATTGCTCGCAGGAGATGTTACAGAAGACGTTCGTTCAGACGCA
GACTTTCGTTCAGAAGAAGATGGAGCAGAAGACGTTGGTTGAGACGAAGATTTTCATACAGAAGAAGGTGGAGC
AGAAGACGTTCGTTGAGACGAAGATTTTCGTTCAGAAGAAGAGGTTGAGCCTACAGAGATCTCTGA

Cl6e31
631 rA_c02_631

AGAGTACGCGGGGAGTACGTTCTTGAGCTTGTCAGCAAGAGAGTACATTGAATCAGTAGCCATATGAAAAGTTGC
CTTGACGGTGAAAGATGAGGGCGTTCATCACAGCATTGTTGCTGTTCTCCGTGCTTTGTGCACTGCCATGTGTCAT
GTGCGAAGAAGATGAAAGTGAGACAAAGAACGAAAAGGATGAGGACGAGGTTTCCCGATACAAAGATGAGGACG
AGGTTAGCCGATACAGAGAGGAGGATGCAAGCGATGCTGAATTAGAAGATGTTTCTAGTGCTGCCAAGAGAAGCG
AAGAGGAAGAAGATGCCAAACCCTTCCTAAATTTCTTGAATCGTCGTCGTCGCCGATTACTTCCCCATACAAAAG
ATGTTTCTAGTGCTGCCAAGAGAAGCGAAGAGGAAGAAGATGCCAAACCCTTCCTAAATTTCTTGAATCGTCGTC
GTCGCCGATTACTTCCCCATACAAAAGATGTTTCTAGTGCTGCCAAGAGAAGCGAAGAGGAGGAAGATGCCAAAC
CCTTCCTAAATTTCTTGAATCGTCGTCGTCGCCGATTACTTTCCCATACAAAAGATGTTTCTGGTGCTGCCAAGAG
AAGCCAATGAAACAGGTATCTATCAGTATCTCCGATGAGGTTCAAAGCCCAAGACTTCATAGTGGATGAAGAAAG
AAAGAATATCACAAACTTGTTTTTTTTAACAATGTTACATGAACAATTTCAACAGACTCTGAAGAATTGACAAAA
CCTTTTCATATGATATTCAGAAGGAGAAAATGTGTCAAAT

Klon CL631 (SP6-T7)
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CCATATGAAAAGTTGCCTTGACGGTGAAAGATGAGGGCGTTCATCACAGCATTGTTGCTGTTCTCCGTGCTTTGT
GCACTGCCATGTGTCATGTGCGAAGAAGATGAAAGTGAGACAAAGAACGAAAAGGATGAGGACGAGGTTTCCCG

ATACAAAGATGAGGACGAGGTTAGCCGATACAGAGAGGAGGATGCAAGCGATGCTGAATTAGAAGATGTTTCTA
GTGCTGCCAAGAGAAGCGAAGAGGAAGAAGATGCCAAACCCTTCCTAAATTTCTTGAATCGTCGTCGTCGCCGAT
TACTTCCCCATACAAAAGATGTTTCTAGTGCTGCCAAGAGAAGCGAAGAGGACGAAGATGCCAAACCCTTCCTAA
ATTTCTTGAATCGTCGTCGTCGCCGATTACTTCCCCATACAAAAGATGTTTCTAGTGCTGCCAAGAGAAGCGAAG
AGGAGGAAGATGCCAAACCCTTCCTAAATTTCTTGAATCGTCGTCGTCGCCGATTACTTTCCCATACAAAAGATG
TTTCTGGTGCTGCCAAGAGAAGCCAATGAAACAGGTATCTATCAGTATCTCCGATGAG

BMP
03_aurelia_rc_finalASM_4359 + RACE

GGTCTTCTATCAGCTTTAACCAGAAGTTGCACTCAATATACAATATGGCAGATTCGTTCGCTTTTATTGTTCTTG
CTCTCCTCGCTTTGGTTTTGACAGCGCAATGTAGCCCACTGCTTGGAGATGCGCCTTTCGTCAACCGTTTTAAGAG
CACAGGACCCAGTGATGTTGACCTGGACACGAAGAATACATTACAGAAAGAGATCTTGGATATATTTGGAGTTGA
TCATCGACCAAGGCCAAGCATGTTTTATCGAGAAGCAGGAAAAGAGATTTCAGCGAGAAAATACATGGTAGATTT
ATACAACAGTGTTACAAAAAATAAATTGGAAAGTGAAAATGATGATGAGACTGATGTGATTTTCTCAAACACAA
CAACAAATGATTCAAACGCAGTCAATGCTGACACTGTCGTCAGTTTTGTTAACCATGCTCTGATCCCAAGACCAA
ATGCTTCTGATGTTGATGGCGCCTATTACTTTGATCTGGCAACTAGTGTCGCTTATGAAGATATCCTCGCGTCAG
AGCTGCGACTTTTCAGAAAAGAGCAGATATTGTCAAACCGAGCAAGACAAAGATATTTGAAAATCAAAATCTATC
AGATTGTTATTCCGAGAAAGATTTATCAACTTGTCGAAACCCAAACAATCAGTTCGGACCAAACCGGATGGTTGG
TTTTCAATGTTTCGAATCTCGTCAAAATCTGGAAGCAAGTATCCGGATCAAACAACGGCCTCTTGGTCCATTGCG
AAACCGAGGTTGGTCTCAAGTTGAGCATAAAAGAAGCCGGTATCGTTGATTTCAAAGGACCCCCGGATCAGATCC
CGTTCTTGGTTTCTTATTTTAAGACACCGAAGACAGATGATATTTTGGTGGAACAAGTTCAGAAGAATGATGACC
CACATAAGAGAAGTCGACGCAAAACAAGATCAGTCCCAAGTTTATTGCAAAGATATTTAGGACGGAATGGTCGCA
AGCAAGAACTACCTGGCCCATCCATCACAGGTGCACGATTCAAACGCAACAAYAACGACCGTTGTCGACTTCATGG
CCTCTATGTGAGTTTCACTGACCTCGGTTGGGAGGACTGGATCATTGCACCTGAAGGTTATCCTGCATTTTATTGC
CATGGAGACTGTCCCTTTCCTCTTGGTGCACATATGAATGCAACCAACCACGCCATTGTCCAAACTTTGGTACATT
TGATGTCACAAGCAACCATCCCCCAACCGTGCTGTGCTCCTGTGCAGCTCACCGCCATCACAGTTTTATTTTTGGA
TGATCAAAGCAATGTTGTTCTCAAGAAGTACCAGAATATGGTTGTAAAG

Klon BMP (SP6-T7)

GATGACCCACTTATAAGAGAAGTCGACGCAAAACAAGATCAGTCCCAAGTTTATTGCAAAGATATTTAGGACGGA
ATGGTCGCAAGCAAGAACTACCTGGCCCATCCATCACAGGTGCACGATTCAAACGCAACAACAACGACCGTTGTC
GACTTCATGGCCTCTATGTGAGTTTCACTGACCTCGGTTGGGAGGACTGGATCATTGCACCTGAAGGTTATCCTGC
ATTTTATTGCCATGGAGACTGTCCCTTTCCTCTTGGTGCACATATGAATGCAACCAACCACGCCATTGTCCAAACT
TTGGTACATTTGATGTCACAAGCAACCATCCCCCAACCGTGCTGTGCTCCTGTGCAGCTCACCGCCATCACAGTTT
TATTTTTGGATGATCAAAGCAATGTTGTTCTCAAGAAGTACCAG

Cl112
112 rA_c02_112

AAATAGTCATCGGGGAACAAGAATATCGGGGAACAACGATATCGGGAAAAACAGAAATCGAGAAGCCACCAGTA
TCAAGACAGCATTTAATCATCGAACAGCAGCTATGGATGCCAACAGGGCAATTCTCGCACTCGTGCTTATATGTT
CTTTGATTCAAAGTGCATCTCTAGAAAAATCACAGCCAATTCAAACCGAGACTGGAGGAGGCGACTGCATTGATA
ATGATGATTGTGCCAACAATGGAATTTGCAGAATAGAAAAAAAAAGCAAAGAAAAGGGAAAGTGCAACTGCTTC
GTTGGATTTACCAAACCAAATTGTGACGCGGAGAGTAAGGTGAAAAAACTTGAACCTGGTGTGAAGGGAAAAGC
TGTTCGACGCAATCATATTCATCGACATGAAAGTGCATCAAAACGCTATGAAACCGGATCAGGGAGCTACGAAAG
TGCATCAAAGAGCGACGAAACCGGATCAGAAAGAAACCTTGAGTATGATCCAGCATCAGATATCTTTGGCCTCAC
ACCTAAAAACCTCGCTGACTCAGGGCAGGAATTCCTCATTTACAACCCAGACAAGAAAGTCTTCTTATTCGTCTCC
AAAGACATAAAGGCAACTGGCAAGCGCATGCCATACATAGAGGCAAGAGGAGATCGAGCAGGATTGAGGAATAT
CTTTACATTTATGAAAGTGCCTGGGCAGGATGGCAAGTACTACATTAAGAACAAAGACACCAATAAATTCCTTTA
TGTATCGAATAGCAAATCTGGCTTTATCAAATATTGGAACAACAATGTATTGGGAGCTGATTCTGTTGCGACTGA
CGACTCGAAGACAAAATACATTTTTGAGTTCGTAGATGAGGATGGTGATGGGTTCTATGAAATAAAGAATCAAG
GAAAATCATTCTATGTTTCTAGTCATATGTTGGGAATCCCAATGTATAGATTGGTAAAAGCTACTGACCAAAAGG
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AATTGGAAAGATGGAACTCTCAGTTCTTCCAGTTTGTGCTTAAAGATAAAGCAAAAGCAGTGAAATTCGCAACCA
AAGGTGAACCAAGGAAAAGGCTTCAGACGGTGATTGATGCAGGACAAAGCTCAAAGTCATGTAACAAAGGAAAA
TCGAAAACAGACAAGGAAGATGACGTACAAATACAATACAAGGAGACCAACACTGAAACAAGAACATACACACA
GACACATGGATTCACTTTCAATGGGAAGCTACCAGATCCGTTTGGAGGAATGTCATTCACATATTCAAATACGCA
AGCGACGCAAGAAGCCAACACAAAAACAAAAGAGTTGACGAGAACCGTTGGGATCAAAGTTCCTGTGAACAGATG
CGCTTGCATCACAATTTCATACAAAGCCGTCGAGTATGATCAAGACTACGAAGTCACTGCTACGTCAAAAGAAGG
CAAAGATTTGAAAGCGACTGGGCAAGTGAAAGGCACCAGTCGTGGTGAATTTGAAGTTCATAAGAAGATGTTCA
ATTATAAAGATAACTTTAAATGTCCATATGAAAAATAAAGCATAGAAACATAGTGGATAATTTGTCATTTTTAT
AGCACTTGAAAGATGGTTTATTTTGATATTGTAGGATATCAAGTAATGACAAAAGATGTATTCAGATTCATTCA
AAGCAATCATACTTCTATCATATAGACATTGAATAAAGGATTGTATGTGCCC

Klon CL112 (T7-SP6)

GCAACTGCTTCGTTGGATTTACCAAACCGAATTGTGACGCGGAGAGTAAGGTGAAAAAACTTGAACCTGGTGTGA
AGGGAAAAGCTGTTCGACGCAATCATATTCATCGACATGAAAGTGCATCAAAACGCTATGAAACCGGATCAGGGA
GCTACGAAAGTGCATCAAAGAGCGACGAAACCGGATCAGAAAGAAACCTTGAGTATGATCCAGCATCAGATATCT
TTGGCCTCACACCTAAAAACCTCGCTGACTCAGGGCAGGAATTCCTCATTTACAACCCAGACAAGAAAGTCTTCTT
ATTCGTCTCCAAAGACATAAAGGCAACTGGCAAGCGCATGCCATACATAGAGGCAAGAGGAGATCGAGCAGGATC

GAGGAATATCTTTACATTTATGAAAGTGCCTGGGCAGGATGGCAAGTACTACATTAAGAACAAAGACACCAATAA
ATTCCTTTATGTATCGAATAGCAAATCTGGCTTTATCAAATATTGGAACAACAATGTATTGGGAGCTGATTCTGT

TGCGACTGACGACTCGAAGACAAAATACATTTTTGAGTTCGTAGATGAGGATGGTGATGGGTTCTATGAAATAAA
GAATCAAGGAAAATCATTCTATGTTTCTAGTCATATGTTGGGAATCCCAATGTATAGAATGGTAAAAGCTACTGA
CCAAAAGGAATTGGAAAGATGGAACTCTCAGTTCTTCCAGTTTGTGCTTAAAGATAAAGCAAAAGCAGTGAAATT
CGCAACCAAAGGTGAACCAAGGAAAAGGCTTCAGACGGTGATTGATGCAGGACAAAGCTCAAAGTCATGTAACAA
AGGAAAATCGAAAACAGACAAGGAAGATGACGTACAAATACAATACAAGGAGACCAACACTGAAACAAGAA

Cl160
160 rA_c02_160

GTTGCCAAGATCCTAGCAACGATAAATGTTTGGCCCTTCTCATATTCAAAGGATTCAGCAAGATTTTAGAGGTAC
ACGGACGAAACATAAAGACTTAGTTTTACTGAAACATTGATACAAGAACGAAGATGAGGACGCACGTGGTCTTAA
TGACATTAGTTGTTATGGCAACTGCTGTCACAGGGAAGGCCTCAATATTCAAATCTTTCTTGGGGAAACCAGCGC
GTCAGATTTCTTTGGCGGAATTTTCAGCAAGGTGCAAGAGATCATCGCCACATTTAAAAAGAGTAAAGATGCAAA
GCCGACCGACCAGTCACCAGTTGCTTCCAAACCAAAATTCTGCAAGAAAAGAGAGTGCCCCCCGTTTGCTGAGAAC
AGCACTGATGATTATGAACTAAGGTGCTACGAGGCAGCTAAATGGGTTTCTACCAAAGCAAATGGACATCCAACA
CCAATGGGCCAGACTAGCAGACAAATGTTCAAACAGTTATTCCATACATCGAAGGGAACAACGTGGCTGGTCAGA
AGATTGACATGACAGTGCCTGTTCTCAATAGTATGCAGGTCTGGCGAGATGAAAGATCTCGTCATGAGTTTTTAC
ATTCCAGAGAAGTTCCAAGCCGCACCACCTGCCCCAAAAGACCCTCAGG

CL160 (SP6-T7)

CAAGATTTTAGAGGTACACGGACGAAACATAAAGACTTAGTTTTACTGAAACATTGATACAAGAACGAAGATGA
GGACGCACGTGGTTTTAATGACATTAGTTGTTATGGCAACTGCTGTCACAGGGAAGGCCTCAATATTCAAATCTT
TCTTGGGGGAAACCAGCGCGTCAGATTTCTTTGGCGGAATTTTCAGCAAGGTGCAAGAGATCATCGCCACATTTA
AAAAGAGTAAAGATGCAAAGCCGACCGACCAGTCACCAGTTGCTTCCAAACCAAAATTCTGCAAGAAAAGAGAGT
GCCCCCCGTTTGCTGAGAAGAACAGCACTGATGATTATGAACTAAGGTGCTACGAGGCAGCTAAATGGGTTTCTA
CCAAAGCAAATGGACATCCAACACCAATGGGCCAGACTAGCAGACAAATGTTCAAACAGTTATTCCAATACATCG
AAGGGAACAACGTGGCTGGTCAGAAGATTGACATGACAGTGCCTGTTCTCAATAGTATGCAGG

Cl1661
1661 rA_c02_1661

GCGGGGCTTTCACTCAAAGGCCACTGCAAAGACACAGTGAGTTTGATTTGATAGAAGAGAAAAGGCGGTAAAACA
CAACCCATACTCAACATGCCTAAAGCTGGTAAGAGGAAAGACCCTAACAAACCTAAGGGCAAGAAAGGTGCATAC
ATATTCTTCCTCGAAGAACGACGTTCACAGCAGAGCGAGAAGATGTCCTTTCCTGACTTCTCGAGGGAAACAGCA
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GATGCTTGGAAGATTTTGACTGCCAAACAGAAAGAGAAGTTCGAGAAGTTGGCCTTGGCAGATAAGAAGAGGTA
CGAAGAAGAGATGGCAGACTACTCACCGCCTTCTTCAGATGATGATGAAGATGAGGGTACGAAGAAAAAGAGAA
AGAAGAAGGAGAAAGATCCTAATCAACCAAAGAGAAACATGTCTTCTTACTTCCATTTCTGTGGTGAGCATCGTG
CTGCAGTTCGTGAGGAAAGGCCTGGTGCCACAATTGGTGAGATTGCAAAAGTCCTTTCTGTGCAATGGAGGGAGT
TGACGGATTCAGAGAAAAAAGTATATGAAGAACTAGCCCGCAAAGACAAAGAGCGATATATGAGAGACATGGAT
GTTTACAATGGAAAAAAGCCTGGCAAGAAAGTGAGAGTGGAAGAGTAACGTCATTTGATCAATTGATGGTCTAA
AGTGATGATGATGTGAACACCCCATTTTGCAAATTCTTTGGTTCAAATGTTGTGTATGAAGGACAATATGAACAA
AATCTTTCAGTGGGGGTTTTACTCAACTTTGCACAAATTTAAAACCTAATAACGTTGCTTTCTTTGTTATAAGCA
TACATTGTAAATAACTGAATGGAGGTAGTGATAAATCTTGCCACTGGAAAAGACATGTAGCAATTATCCAGACTT
TGATAAGTGCTGAAGATTATATTCCCATGTTGAGTATTTTTGGAAGTCCACTGAAAAATGTGTTTTTGAACTGAT
TCATTTGTTATATAATTGCAAAATCTTACCAGCAATCAAAAGTATGATGTTGTAGCCACAACATTAATTTCCAGA
CTGCTGAAAATTGAGTGTAACACCATGACTGGCATTCAATTTTAAGGTCAAATTGATACAAATTTTATTCTGGAC
TGTGAATATGATTACCTTAAAATGCAACTATTAATTGCCATAAGATACAACAAATGATCATCCAATATACAAAAA
ATGAAAAAGAAAGTATTTTCTGCAAGGTCTTTTTCCGTGCAAGTGCTCATGTTACTAAGTATTTGTTCACTTCCT
ATCATTAATTATTTGATCAACTTCATTTCGTCGTTATAAAGCATCATGTATATCAGTGCTTGTTTTAAAGTTCTC
TTCCTTCTTGTCCATATGTAAATGTTTTGATATATGTTTTTATGCACAAGAAGACAGCCTGAGTATGCCTTGTAT
CTTACTTATTTTCTGATGCTAGCAAATGG

Klon CL1661 (T7-SP6)

CACAACCCATACTCAACATGCCTAAAGCTGGTAAGAGGAAAGACCCTAACAAACCTAAGGGCAAGAAAGGTGCAT
ACATATTCTTCCTCGAAGAACGACGTTCCCAGCAGAGCGAGAAGATGTCCTTTCCTGACTTCTCGAGGGAAACAG
CAGATGCTTGGAAGATTTTGACTGCCAAACAGAAAGAGAAGTTCGAGAAGTTGGCCTTGGCAGATAAGAAGAGG
TACGAAGAAGAGATGGCAGACTACTCACCGCCTTCTTCAGATGATGATGAAGATGAGGGTACGAAGAAAAAGAG
AAAGAAGAAGGAGAAAGATCCTAATCAACCAAAGAGAAACATGTCTTCTTACTCCCATTTCTGTGGTGAGCATCG
TGCTGCAGTTCGTGAGGAAAGGCCTGGTGCCACAATTGGTGAGATTGCAAAAGTCCTTTCTGTGCAATGGAGGGA
GTTGACGGATTCAGAGAAAAAAGTATATGAAGAACTAGCCCGCAAAGACAAAGAGCGATATATGAGAGACATGG
ATG

RXR26884
celera_v01_contig_26884

ATTCAACTACAGATAGAGAAGAGCTGCATTTGCCCGAGAAAGTCCCTGGAATGGAGTATGCTTGCGAAGAAGATG
GAAGCTCCATGAACATGGTGGATAGCTGCCTCCCCGAGCCTCCTCCATTAGAGAGCATCGATTCATACAGCCCGCT
ATCTGGCAGTGACGGCACTCCGGGGAGCTCATCATCAAGTTTATCATTCTTCCCAACAAAACTCAAGCCCCAACTC
AAATGGTTCAGAACGTCAAATGCTACCATGTGCCGTTTGTAGTGACAAAGCTTACGTGAAGCACTATGGAGTCGT
TGCATGCGAAGGATGCAAAGGATTCTTCAAAAGATCTGTCAGGAACAATCGAAAATATCAGTGCCTTGGGAATCA
AAGATGTGATATCGACAGAAAATCAAGAAATAAATGCCAGTATTGCAGATTTCAGAAATGTATTGAAGTTGGAA

T

Klon RXR2688 (T7-SP6)

TGCATTTGCCCGAGAAAGTCCCTGGAATGGAGTATGCTTGCGAAGAAGATGGAAGCTCCATGAACATGGTGGATA
GCTGCCTCCCCGAGCCTCCTCCATTAGAGAGCATCGATTCATACAGCCCGCTATCTGGCAGTGACGGCACTCCGGG
GAGCTCATCATCAAGTTTATCATTCTTCCCACAAAACTCAAGCCCCAACTCAAATGGTTCAGAACGTCAAATGCT
ACCATGTGCCGTTTGTAGTGACAAAGCTTACGTGAAGCACTATGGAGTCGTTGCATGCGAAGGATGCAAAGGATT
CTTCAAAAGATCTGTCAGGAACAATCGAGAATATCAGTGCCTTGGGAATCAAAGATGTGATATCGACAGAAAATC
AAGAAATAAATGCCA

RXR16788
celera_v01_contig_16788

GGAAGCATCTCAATGAAACTTTCCGACAAGACCTCTTGAACCGTTACGTAAATCATTGGATTCGCATCATTGCCC
GCCCGCCCGCCTCTTTATTCTTGAATTAGCTCGATCTTTGTAGCTCGAGAGAGTTAAAATCCAGTACCCATGGATC
TCTAATGGAAGAGGATTTCCTTGATTTCTTTGTGAATATGCCAGGACTTTTACGAGATGATGATGATGATGATTT
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TGCTGTTCAGAAAGGCAGGATTCCGAAATCTCCATTAGAAGGTTCTATGGTCGACCAATTTGGCACACTAACTAA
CAGTTTCAATAATGGCAACGTCAACGGAATATCAAATGCTCAAAACTTCATGTCTGCTTATACGAATCTATTACT
CAGAGCTGATTCCTTAGCAAGATTCCAACAAACGTCAGCTACACAATATGGAATGTCGGGAACAGAACATGTTTA
TGAAATGGCCGCGCGGCTACTCTTCAATGCCGTTGATTGGGCGCGGAATGTCCCGTTCTTCTCGGCACTGGCAACG
ACAGATCAAGTAGCACTGCTGCGGAATTGTTGGAGTGAGCTGTTTATATTGAGTACTGCACAGCATTGCAGCACG
TTTCAGTTTAATCCAAGAGCTCTTGCAACGTATGGGAATGGTGATAGCCAAAATGGTGGATTAATCAATGGAAAG
AGATCACCAGAAGAGAATGGGAATACTAGTAATCAAGATAATTTGAAAATGTTTGAAGATCTGATTGAGAAATT
TAAATCATTGCAAACTGATGCTGCTGAGTTTTCATGCCTCAAGGCATTGGTATTATTCAATCCAGATACTCCTGG
GATAAGCAATCCACAATTGATTGAGAATTTACAAGAAAAAGCACAAGCGGCATTAGAAGAATACCTGAGACAAC
AACATCCATCTCAATCAAGCAGATTTGGCAAACTTCTCTTGAGATTACCTGCATTACG

Klon RXR16788 (T7-SP6)

TTCCGACAAGACCTCTTGAACCGTTACGTAAATCATTGGATTCGCATCATTGCCCGCCCGCCCGCCTCTTTATTCT
TGAATTAGCTCGATCTTTGTAGCTCGAGAGAGTTAAAATCCAGTACCCATGGATCTCTAATGGAAGAGGATTTCC
TTGATTTCTTTGTGAATATGCCAGGACTTTTACGAGATGATGATGATGATGATTTTGCTGTTCAGAAAGGCAGGA
TTCCGAAATCTCCATTAGAAGGTTCTATGGTCGACCAATTTGGCACGCTAACTAACAGTTTCAATAATGGCAACG
TCAACGGAATATCAAATGCTCAAAACTTCATGTCTGCTTATACGAATCTATTACTCAGAGCTGATTCCTTAGCAA
GATTCCAACAAACGTCAGCTACACAATATGGAATGTCGGGAACAGAACATGTTTATGAAATGGCCGCGCGGCTAC
TCTTCAATGCCGTTGATTGGGCGCGGAATGTCCCGTTCTTCTCGGCACTGGCAACGACAGMTCAAGTAGCACTGC
TGCGGAATTGTTGGAGTGAGCTGTTTATATTGAGTACTGCACAGCATTGCAGCACTTTTCAGTTTAATCCAAGAG
CTCTTGCAACGTATGGGAATGGTGATAGCCAAAATGGTGGATTAATCAATGGAAAGAGATCACCAGAAGAGAAT
GGCAATACTAGTAATCAAGATAATTTGAAAATGTTTGAAGATCTGATTGAGAAATTTAAATCATTGCAAACTGA
TGCTGCTGAGTTTTCATGCCTCAAGGCATTGGTATTATTCAATCCAGATACTCCTGGGATAAGCAATCCACAATT
GATTGAG

patched 11
celera_v01_contig_3071

AAATAATGCGTCAGACTGGCATGACCATTTCAGGCATTGCACAGCATCTCCCACTAGTCTAAATGACAGCCGTTA
CCTGTACATGCCCTGCATGGCAGAATTTGGAGGCCCAGTCAACCCCAATGTAGCTTTGGGTGGTTTTGATGGAGA
GAAATACAGATCAGCAAAATCCATCATTGTGACTTTCATTGTAAACAACCATGAAGATGAAGCAAAAAACAAAA
AGGCAGAAGCATGGGAGAAAGTTTTTATTGAGTACATGAAAAATTTCAAGAAGAGCGGTCCAAAAGATTTCAAT
GTCTCTTTTACATCAGAGAGGTCAATCCAAGATGAATTGAATAGAGAGAGTGAATCAGATATCAAAACCATTTTT
GCAAGTTACATGCTCATGTTTCTCTATATCTCGCTTGCTCTTGGGCGATGGGAAAGCTGTGATGGGAAAAGGATA
TTTGTTGATTCAAAACTGATTGTTGGACTTGGTGGTGTCCTAATTGTCCTGTGCTCTGTTGCAAGTTCACTTGGT
ACATTTTCATACGCTGGCATCCCTGCTACATTGATCATCATTGAAGTTGTGCCATTTTTGGTCTTAGCTGTGGGTG
TTGATAACATCTTTATTCTGGTACAGACATTTCAGAGAGATGTTCGTCTGCCACATGAACAAATAGCCCATCAAA
TTGGCAGAGTTTTAGGACAAGTCGCACCAAGCATGTTGTTGTCTTCATTATCTGAATCAGTTGCATTTGGTTTAG
GTGCAATGTCAACAATGCCTGCTGTTCGTGTATTCTCCCAATATGCTTCACTTGCTGTCTTCATTGATTTCTTGCT
CCAAATTTCTGCCTTTGTTGCACTGCTTGCATTGGATGCCAAACGACAAAGAAATTCAAGATTGGAATTCTGCTG
CTGCATAAAACTCTCCAAGATGGACACGGAACAAGCTCCTTCAGCTTATCAAGGGGGACTTCTCTATCAACTATT
CAAGAGATTCTATGCCCCATTCCTGATGTGGAAACAAGTCAGAGTTGTTGTGGTACTGATCTTCAGTGGCTTATT
GATGGCATGCATCTCCTCAATTCCATATGTTGAAGTCGGCCTAGACCAGAAGCTAGCCCTTCCAAAAGATTCATT
TTTGTTGCCATGGTTCTCAGACATGAACAAATACCTGCACACTGGACCGCCGGTTTATTTCGTTGTCAAAGAGGG
ATATAAGTACGAGGACCGGATCGATCAGAATAGGGTGTGCGGTGTTTCAGGCTGTGACCCAAACTCATTAGTGCA
ACAAGTTTTTGTATCCTCGGAAATTAAAGACTACTCAAAGATTGCACTGACAGCTTCGTCATGGATCGATGACTA
CCTAGCATGGATAGATCCCCGTGGAGATGTGCCATGTTGCAGAAAGCTCGATTACATCTCATCAAATAGAACAGT
AGGCAATAAAACTGAAGAACATCGATGGTACCCTGGTCGGTTCATCTTTTGTAATTCGACGGTAGATAATTCTAG
CTGGCATTGCTCACCATGTAGAAATGTCAAGGAGACAGGTTCAAGACCTTCTGTGGCGGATTTTAGAAAATACCT
TGGAGCTTTCCTTTCGGATATTCCAAATACTGTCTGTACCAAAGGAGGGCATGCTGCATATGGATCTGCTGTGAA
ACTCAACCAGAACACAAGTAACGATATAGTAAAAGCATCTTATTTCATGTCATACCATTCAATTTTGAAAACATC
AGATGATTATACGAATGCATTGAAATACGCAAGGGAGTTATCAACGAATATGACAAAAGAACTCAAGCATGAGG
TTTTTCCATACAGCGTGTTTTACGTCTTCTATGAACAATATCTGACAATTGCCCATGACACGTGGGTTGATCTAA
GTATATGTGGAGCTGCAATATTTGGAGTGACATTCGTTTTGCTTGGCTTCAACTTTGGAATAGCATTGATCATGA
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CATTCGTCGTGGCAATGATAGTTGTGGATATGTTCGGTTTGATGTACGTGTTGGGGAATCTCCCTCAATGCTGTA
TCACTTGTGAATCTTATCATGGCAGTTGGAATCTCCGTTGAGTTCTGTGCACATGTCGCGCGGGCGTTCAGTGTCA
GCCCGTTGCCTACAAGAATCGAAAGAGCTGAAGAGGCCTTAGCTCGAATGGGAAGCTCTGTGCTTAGTGGAATTA
CGTTAACGAAATTTGTTGGAATTATTGTTCTGGCATTCGCAAAGTCGCAGCTGTTTGAGATCTTCTACTTCAGAA
TGTACCTTGGTATCGTATTAATTGGTGCTTTCCACGGACTCGTATTTCTACCGGTATTCCTTTCCTATGTCGGGCC
TAGCTCTAGAGCATTGCCCTCAGCAACTCCCGTACCAGAAGACGAGCGAGTGGACGAAAAGCGAAGACTTTTAAA
N

Klon Patched (T7-SP6)

CTCCCACTAGTCTAAATGACAGCCGTTACCTGTACATGCCCTGCATGGCAGAATTTGGAGGCCCAGTCAACCCCAA
TGTAGCTTTGGGTGGTTTTGATGGAGAGAAATACAGATCAGCAAAATCCATCATTGTGACTTTCATTGTAAACAA
CCATGAAGATGAAGCAAAAAACAAAAAGGCAGAAGCATGGGAGAAAGTTTTTATTGAGTACATGAAAAATTTCA
AGAAGAGCGGTCCAAAAGATTTCAATGTCTCTTTTACATCAGAGAGGTCAATCCAAGATGAATTGAATAGAGAGA
GTGAATCAGATATCAAAACCATTTTTGCAAGTTACATGCTCATGTTTCTCTATATCTCGCTTGCTCTTGGGCGAT
GGGAAAGCTGTGATGGGAAAAGGATATTTGTTGATTCAAAACTGATTGTTGGACTTGGTGGTGTCCTAATTGTCC
TGTGCTCTGTTGCAAGTTCACTTGGTACATTTTCATACGCTGGCATCCCTGCTACATTGATCATCATTGAAGTTGT
GCCATTTTTGGTCTTAGCTGTGGGTGTTGATAACATCTTTATTCTGGTACAGACATTTCAGAGAGATGTTCGTCT
GCCACATGAACAAATACCCCATCAAATTGGCAGAGTTTTGGGACAAGTCGCACCAAGCATGTTGTTGTCTTCATT
ACCTGAATCAGTTGCATTTGGTTTAGGTGCAATGTCAACAATGCCTGCTGTTCGTGTATTCTCCCAATATGCTTCA
CTTGCTGTCTTCATTGATTTCTTGCTCCAAATTTCTGCCTTTGTTGCACTGCTTGCATTGGATGCCAAACGACAAA
GAAATTCAAGATTGGAATTCTGCTGCTGCATAAAACTCTCCAAGATGGACACGGAACAAGCTCCTTCAGCTTATC
AAGGGGGACTTCTCTATCAACTATTCAAGAGATTCTATGCCCCATTCCTGATGTGGAAACAAGTCAGAGTTGTTG
TGGTACTGATCTTCAGTGGCTTATTGATGGCATGCATCTC

ETS
celera_v01_contig_CL4522

GAGTATAGCAAGTTGAACAGTCAACTCAGAGAGCAGGAAATTTCGAACAAACGAACGATCTATAACGAGGAATA
TTATTTTAATAAATTACACGACTCGACACGAACCGCTGATAAACCAAGATGTTTGTGACCTCAGATCTTCAAGCA
AATGTCGTTCCTGACCCAACTATGTATGCACAGGAAGCATTGAGCATAGACTCGGTCGAAGAGCAGTCCCTGTTC
GACCCTTACGATAATCAAAAAGTTCCAACGGGCAAGCCAATCAAACAGGACCCATGGGGACCAAAGAAAAGATCC
CTAGATCCCGACTTCGACGATTTCCACACTGCCCCGAAAAAGCCAACATTCTACGAGCCTCTTGATGAGAAACCCT
TCATGCCTGACTATGATGAATCAGAGAAAAGAGTTATTGTTCCCGCAGATCCAAACTGTTGGACCAAAGACCATG
TTAAACAGTGGGTGAATTGGGCAATCAAAGAGTTTAGTCTCAGAGATGTAGATGTTGACAAGTTTTCTATGACTG
GCAAAGAATTGTGCCGGATAACCAGAGATGAATTCCTCAAACTTGCACCAGCATACAATGGTGACATTCTTATGG
CACATCTTTGCGTCTTGAGGAAAGCTCCACTTCCAAACCTAACGACTGATGACATCGATAGTGCTCTCGCACCAAC
GTTGAATCAACTTTGCCCTACTCGTTCAGGAACAGCGTCACCAAGACCGTCCTCCGCAGTTGACCAGGAGAAACGA
CCATGCTCCACCGTTGGCAACCTCTCTCGCAGCGTCCCCGTTGCACGTAGTGATGGAAGCGAGTATCTGACAAGCT
GTGCGTTTCAATCAAATAACGAATACAATTGTAGAGAAAGGGACTCAGTTGTACCCACTAAACCATTCTGCGAAG
GATCATCAGGAGAATACTCAACTTGTTCAACCCCAAGCAAGCCCTCACCTCTCGCTGGATCACTGCCGCCACCAAG
TAACCCAACCGGCAGCGGACAAATCCAACTCTGGCAATTTCTTCTCGAACTTTTATCCGACCCAAACAACAGCGGT
TGTATCGCATGGGAAGGCAACAACGGTGAATTCAAACTCTCTGACCCTGATGAGGTTGCAAGGCGATGGGGAGAG
CGTAAAAACAAACCGAACATGAATTACGACAAGCTCAGTCGGGCGCTTCGTTATTACTACGATAAAAACATAATG
ACAAAGATCCATGGCAAACGTTACGCTTACAAATTCGACTTCCAAGGACTCGCTCAACTCAACCAGCCAATCACAT
CAGACGCTCAATTGCACGCCGCCCAAGCTGCAGCATACAGAGCTGAGTTCCCATTCTACAGTGCCTACCCCGGCCC
ACCCTACGTCTACTCTGGTCCACCTGTCCCAGGATCAAGTCAGTGCTATTTCGGAATGGGACCAAACCCATACAGC
GCTTCATGGGGTCGTGGAGGCCCAGCACACGTACCTGGTACATACAGAAGTCAAATGGCATCATCGCTACCTTAT
TTCTAAG

Klon ETS4522 (SP6-T7)

CTATAACGAGGAATATTATTTTAATAAATTACACGACTCGACACGAACCGCTGATAAACCAAGATGTTTGTGACC
TCAGATCTTCAAGCAAATGTCGTTCCTGACCCAACTATGTATGCACAGGAAGCATTGAGCATAGACTCGGTNGAA
GANCAGTCNCTGTTCGACCCTTACGATAATCAAAAAGTTCCAACNGGCAAGCCNATCAANCAGGACCCATGGGGA
CCAAAGAANAGATCCCTAGATCCCGACTTCGACGATTTCCACACTGCCCCNAAAAAGCCAACATTCTACGAGCCTC
TTGATGAGAAACCCTTCATGCCTGACTATGATGAATCAGAGAAAAGAGTTATTGTTCCCGCAGATCCAAACTGTT
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GGACCAAAGACCANGTTAAACAGTGGGTGAATTGGGCAATCAAAGAGTTTAGTCTCAGAGATGTAGATGTTGAC
AAGTTTTCTATGACTGGCAAAGAATTGTGCNGGATAACCAGAGATGAATTCCTCAAACTNGCACCAGCATACAAT
GGTGACATTCTTATGGCACATCTTTCTCTCGCACCAACGTTGAATCAACTTTGCCCTACTCGTTCAGGAACAGCGT
CACCAAGACCGTCCTCCGCAGTTGACCAGGAGAAACGACCATGCTCCACCGTTGGCAACCTCTCTCGCAGCGTCCC
CGTTGCACGTAGTGATGGAAGCGAGTATCTGACAAGCTGTGCGTTTCAATCAAATAACGAATACAATTGTAGAGA
AAGGGACTCAGTTGTACCCACTAAACCATTCTGCGAAGGATCATCAGGAGAATACTCAACTTGTTCAACCCCAAG
CAAGCCCTCACCTCTCGCTGGATCACTGCCGCCACCAAGTAACCCAACCGGCAGCGGACAAATCCAACTCTGGCAA
TTTCTTCTCGAACTTTTATCCGACCCAAACAACAGCGGTTGTATCGCATGGGAAGGCAACAACGGTGAATTCAAA
CTCTCTGACCCTGATGAGGTTGCAAGGCGATGGGGAGAGCGTAAAAACAAACCGAACATGAATTACGACAAGCTC
AGTCGGGCGCTTCGTTATTACTACGATAAAAACATAATGACAAAGATCCATGGCAAACGTTACGCTTACAAATTC
GA

EED
celera_v01_contig_14607 rev

TGGGTATGGCAAAAAGAAAAGGAGAAGGAGAATTAATCTGCAAAATCAGAAACCAAAGAGTTCATACAAATGTA
CAAATTTTCTAAAGGAGGACCACAAACAGCCTATCTTTGGTGTGCAATTTTTTCAACTGTTTCATGATGATGAAA
AAGATCCACTCGTTTTTGCAACTGTTGGAAGTAACAGGGTTTCAATTTACAAGTGTGAAGAAGGTTCTGGAAGGG
TAACTTTGCTTCAAAATTACTGTGACTCAGATCCAGAAGAAAATTATTACACATGTTCATGGTCATATGATACAG
AAAGTTGTGATCCAATTTTATCATTTGCTGGTGTAAAAGGAGTTATTCATGTTGTCAGCATTGTGCGAAGACAAT
GTACAAAGTACTATCAAGGACATGGCAGCAGCATAAATGAACTTCGTTTTCATCCAGTAGATCCATGCTTACTTT
TCTCAGCAAGCAAAGATCATTCTATCCGAATGTGGAATATTAAAACTGATATTTGCGTATCTGTGTTTGGTGGTG
TTAATGGTCACCGAGATGAAGTCTTGAGCATCGATTTTGACATCCTTGGTACAAAATTAGTCTCATGTGGAATGG
ATCATTCACTGAAAGTTTGGTCGTTAGACACCGAAGAGTATAAACAGCACATTGAAAAATCATTCAAATATGAAC
CATCATCGGAAACCAGGAATTTTCTACCTCTGAATGTTCACTACCCAGCTTTTTCCACAAGAGACATTCACAGGA
ATTATGTTGATTGTGTTCGATGGTATGGCGACCTCATATTATCAAAGTCATGTGACAACAAAGTTGTTCTCTGGA
AGCCAAAATTGAAGATGGAAAAACTACTCCAAAAGAAACATGAATCAGAGACGGGAGTATCAATTCTTCACAAA
TTCGAGTTCAGTCAATGTGATATTTGGTTTATCAAATTTGCACTAGATTACAATCTCAAGCTTCTGGCGGTTGGA
AATCAAACTGGAAAGATTTTCATTTGGGATTTGGATGTCAATCAACCTGCTAATGCAAAGTGTATACCCCTGGCT
CATCCAAAATGCACAACAACGATAAGACAGACATGTTTCAATAAAGATGCCAGTATTCTGGTTTCAGTCTGTGAT
GATGGAACAGTTTGGAGATGGGACAAGCAATCAAATTGATTTGTTAAGAAAAGGAAGAAACCCAAAGGAACATT
TTGCTTTCTTTTCATGCCAGAGGAATGTCAGAAAAAGGCAAGAACTGTTACTGAACTGCAGTTGTGAATTCCTTG
GTTGCTACAAATTGATTGAGTTTCCGTTAATCACATGGCGTGAACCATTCAAAAACAACAGCACAATGGCACTTT
GTAATTTTGTAAA

Klon EED (T7-SP6)

GACCACAAACAGCCTATCTTTGGTGTGCAATTTTTTCAACTGTTTCATGATGATGAAAAAGATCCACTCGTTTTT
GCAACTGTTGGAAGTAACAGGGTTTCAATTTACAAGTGTGAAGAAGGTTCTGGAAGGGTAACTTTGCTTCAAAAT
TACTGTGACTCAGATCCAGAAGAAAATTATTACACATGTTCATGGTCATATGATACAGAAAGTTGTGATCCAATT
TTATCATTTGCTGGTGTAAAAGGAGTTATTCATGTTGTCAGCATTGTGCGAAGACAATGTACAAAGTACTATCAA
GGACATGGCAGCAGCATAAATGAACTTCGTTTTCATCCAGTAGATCCATGCTTACTTTTCTCAGCAAGCAAAGAT
CATTCTATCCGAATGTGGAATATTAAAACTGATATTTGCGTATCTGTGTTTGGTGGTGTTAATGGTCACCGAGAT
GAAGTCTTGAGCATCGATTTTGACATCCTTGGTACAAAATTAGTCTCATGTGGAATGGATCATTCACTGAAAGTT
TGGTCGTTAGACACCGAAGAGTATAAACAGCACATTGAAAAATCATTCAAATATGAACCATCATCGGAAACCAGG
AATTTTCTACCTCTGAATGTTCACTACCCAGCTTTTTCCACAAGAGACATTCACAGGAATTATGTTGATTGTGTT
CGATGGTATGGCGACCTCATATTATCAAAGTCATGTGACAACAAAGTTGTTCTCTGGAAGCCAAAATTGAAGATG
GAAAAACTACTCCAAAAGAAACATGAATCAGAGACGGGAGTATCAATTCTTCACAAATTCGAGTTCAGTCAATGT
GATATTTGGTTTATCAAATTTGCACTAGATTACAATCTCAAGCTTCTGGCGGTTGGAAATCAAACTGGAAAGATT
TTCATTTGGGATTTGGATGTCAATCAACCTGCTAATGCAAAGTGTATACCCCTGGCTCACCCAAAATGCACAACA
ACGATAAGACAGACATGTTTCAATAAAGATGCCAGTATTCTGGTTTCAGTCTGTGATGATGGAACAGTTTGGAGA
TGGGACA
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budhead
02_aurelia_rc_final_rsASM#1_3545 rev

ATAGCAATGGCGATTCAAAATGCGCCTGAAAAGAAAAGCACTCTAAGTGGAATCTATCAATTTATTATGGATCGA
TTTCCATATTACAGGCAAAATAAACAAGGTTGGCAGAATTCAATTCGACACAATTTATCCCTGAACGAATGCTTC
GTCAAAATCGCCCGAGATGATAACAAACCTGGCAAAGGCAGCTACTGGACACTCGATCCCGACAGCCTAAACATG
TTTGAAAATGGAAGTTACCTTAGGCGCAGAAGAAGATTCA

Klon Budhead (T7-SP6)

ATAGCAATGGCGATTCAAAATGCGCCTGAAAAGAAAAGCACTCTAAGTGGAATCTATCAATTTATTATGGATCGA
TTTCCATATTACAGGCAAAATAAACAAGGTTGGCAGAATTCAATTCGACACAATTTATCCCTGAACGAATGCTTC
GTCAAAATCGCCCGAGATGATAACAAACCTGGCAAAGGCAGCTACTGGACACTCGATCCCGACAGCCTAAACATG
TTTGAAAATGGAAGTTACCTTAGGCGCAGAAGAAGATTCAGG

frizzled
03_aurelia_rc_finalASM_848 rev

ATCAGAATATGGACACTCGTGTGCATGCCCAACTGGCATCAATTTACTTCCTAATGGAAAAACATGTGACACCAT
GGGCAAAGACAAATGCGAGTCAATTACGTCCCCAATGTGCATGAACGAAGATGATGAAGAGCAGGCAACATGGAT
GTACAACTCGACAATGCTTCCGAATTTGCTTTCACACAAAAATCAAAATGACGCGGCATTGGAACTTCACCAGTT
CTTTCCAATCGTGAAAGTTAAATGCTCCGAGGTTCTGCAACAGTTCTTGTGCAACCTTTATCTGCCAAAGTGTTCC
AAGAAAGTGATCCCACCTTGTCGTTCAATTTGCCAGAAAGCACGAGATGGTTGTGAGCCCACGATGATGAAATTT
GGTTTCAATTGGCCTGATAATCTAGACTGCAAGCAGTTTCCTGCGGACGATGAAGAAGAATTGTGTGTTGGAAAC
AAAAAAACTTTATCAGACAAGAAAGAAGGTCTTAAAAATGCAACAGAACCAAATATGGCACAGAAAAATTATAC
TGAAACTGTTTGTACAATTTTCGAGTACCAGTGCATAACTGGCAAATGTATTCCAACTGATTGGAGATGTGATGG
CCAGGAAGATTGCAAAGATGGATCAGATGAAACACGCTGCACTGAATCGGTCCCTGAAAAGATCACAACATTGAA
AGTGATTCCTAAACCTGACTTCTCTGCAGTGGTGTCCTGGTTTCCAAACAGACTGTTAAACTCGGTGCCAGTGACG
TCATTCATACTGAACTTTAAGGAAATAAGCAGTGCGTCATATAACCAAGTGAGACTGCAAGGACACCTCAGATCA
TACATCGTGACAAATCTGAAACCACGTGGTATTTACGAGTTCTCAATCAAGGCTAGCAATCGTATTGGAATCAGC
CCTTCGAGTGATCCTGTATTGATACGAATGGAAGTTGGGTTACCAGGGGAAGTGCTTTTG

Klon Frz (T7-SP6)

CCATGGGCAAAGACAAATGCGAGTCAATTACGTCCCCAATGTGCATGAACGAAGATGATGAAGAGCAGGCAACAT
GGATGTACAACTCGACAATGCTTCCGAATTTGCTTTCACACAAAAATCAAAATGACGCGGCAATGGAACTTCACC
AGTTCTTTCCAATCGTGAAAGTTAAATGCTCCGAGGTTCTGCAACAGTTCTTGTGCAACCTTTATCTGCCAAAGT
GTTCCAAGAAAGTGATCCCACCTTGTCGTTCAATTTGCCAGAAAGCACGAGATGGTTGTGAGCCCACGATGATGA
AATTTGGTTTCAATTGGCCTGATAATCTAGACTGCAAGCAGTTTCCTGCGGACGATGAAGAAGAATTGTGTGTTG
GAAACAAAAAAACTTTATCAGACAAGAAAGAAGGTCTTAAAAATGCAACAGAACCAAATATGGCACAGAAAAAT
TATACTGAAACTGTTTGTACAATTTTCGAGTACCAGTGCATAACTGGCAAATGTATTCCAACTGATTGGAGATGT
GATGGCCAGGAAGATTGCAAAGATGGATCAGATGAAACACGCTGCACTGAATCGGTCCCTGAAAAGATCACAACA
TTGAAAGTGATTCCTAAACCTGACTTCTCTGCAGTGGTGTCCTGGTTTCCAAACAGACTGATAAACTCAGTGCCA
GTGACGTCATTCATACTGACATTTAAGGAAATAAGCAGTGCGTCATATAACCAAGTGAGACTGCAAGGACACCTC
AGATCATACATCGTGACGAATCTGAAACCACGTGGTATTTACGAGTTCTCAATCAAGGCTAGCAATCGTATTGGA
ATCAGCCCTTCGAGTGATCCTGTATTGATACGAATGGAAGTTG

DNMT
F30U4RL01CQ90Z + RACE

CTACGGATGTTTGTTGGTGATGCAGAAGATGCAGTGGATGAATCAGTGGCGTTATGCAATCCTAAGCTTTCACTG
TTTTCAGATGGGGATATGGGCTCAGATGATTTTGTGGACAGGCCACAGCATAAGATTACAAATTTTAGTGTGTAT
GACAAGAACACACATCTCTGTCCTTTCGACAATGGACTAATTGAGAAGAATAAAGAACTAATGATGAGTGGTTTC
CTCAAACCAGTTTATGAAGAGGACCCATCCATTGRAGGTGGAATCGCAACGAAGAACATTGGTCCAATTAATGAA
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TGGTGGATTGCAGGATTCGATGGTGGGGAAAAGGCATTGATCGGATTTTCGACAGCATTCGCTGAGTACATATTG
ATGAAACCATCTGATGAATATGCAGTGTTTATGGATGCTGTTGTTGAAAAAATCTACATGAGYAAGGTCGTGATT
GAATTTCTCACAAAGGATCCTGAATCGAGATATGAAGACCTGCTTAATAAAGTACAGACGACAGTGCCTCCAGAA
AACTGTCCAAGCTTCACTGAAGATGCTCTGCTGAGGCATGCACAGTTCATCGTGGAGCAGGTTGAGAGTTACGAT
TCTGTCGCTGACGAGGAAGAGAATTTACTAGTAACAACTCCTTGTATGCGTGACTTAATCAAACTGGCTGGTGTA
ACCCTTGGAAAGAGGAGAGCATTACGTGGCGTTCGATTGAGACCAGACTCGAAAAAGAAAGAAGGACCAACCAAG
GCAACAACCACTCCGTTAGTGAGATACATCTTTGAGTTGTTTTTCAAAGATCAAATTGCCAGTAAAAGTGACGAA
GGACCGAGAAGAAAGCGGTGTGGTATTTGCGAAGTTTGCCAACAGCCCGATTGTGGAAAATGTAAAAGTTGCAAA
GATATGAAGAAATTCGGTGGTACTGGAAGGTCAAAGCAATGCTGTGTTCATAGGAGGTGCCCGTACATGCTTCTT
AAAGAGGCTGAAGAAAATGACGAGGCCGACGAATTTGACAATGATACAGAAATTGTTTCTGCTTCATCACCACCA
AAGCATAAGATTGGGAAGACCAAGATTATCAAGACAAAAGTGAAGTGGTTAGGAAGTCCCATTTTGACCAAGAA
AAGCCTATCTTACTATGACGCAGTTTCAATTAATGGCAAAGAGGTAAAGATAGGTGATTTCGTCAAAGTCTGCCC
CGATGATCCGGATTCGCCATTGTTTATATGCCGCCTTGCATACATGTGGGAAGATAAAGATGGAAAACAGATGTT
CCATTCACAATGGCTTTACCGAGCCAGCGAAACAGTTCTTGGAGAAACTGGAGATGTGGCAGAAGTGTTTTTCTC
AGATGATTGTGACGACAATCCACTTGGCTCTATCATGACTTCCT

Klon DNMT (T7-SP6)

AAGATGCAGTGGATGAATCAGTGGCGTTATGCAATCCTAAGCTTTCACTGTTTTCAGATGGGGATATGGGCTCAG
ATGATTTTGTGGACAGGCCACAGCATAAGATTACAAATTTTAGTGTGTATGACAAGAACACACATCTCTGTCCTT
TCGACAATGGACTAATTGAGAAGAATAAAGAACTAATGATGAGTGGTTTCCTCAAACCAGTTTATGAAGAGGACC
CATCCATTGRAGGTGGAATCGCAACGAAGAACATTGGTCCAATTAATGAATGGTGGATTGCAGGATTCGATGGTG
GGGAAAAGGCATTGATCGGATTTTCGACAGCATTCGCTGAGTACATATTGATGAAACCATCTGATGAATATGCAG
TGTTTATGGATGCTGTTGTTGAAAAAATCTACATGAGYAAGGTCGTGATTGAATTTCTCACAAAGGATCCTGAAT
CGAGATATGAAGACCTGCTTAATAAAGTACAGACGACAGTGCCTCCAGAAAACTGTCCAAGCTTCACTGAAGATG
CTCTGCTGAGGCATGCACAGTTCATCGTGGAGCAGGTTGAGAGTTACGATTCTGTCGCTGACGAGGAAGAGAATT
TACTAGTAACAACTCCTTGTATGCGTGACTTAATCAAACTGGCTGGTGTAACCCTTGGAAAGAGGAGAGCATTAC
GTGGCGTTCGATTGAGACCAGACTCGAAAAAGAAAGAAGGACCAACCAAGGCAACAACCACTCCGTTAGTGAGAT
ACATCTTTGAGTTGTTTTTCAAAGATCAAATTGCCAGTAAAAGTGACGAAGGACCGAGAAGAAAGCGGTGTGGTA
TTTGCGAAGTTTGCCAACAGCCCGATTGTGGAAAATGTAAAAGTTGCAAAGATATGAAGAAATTCGGTGGTACTG
GAAGGTCAAAGCAATGCTGTGTTCATAGGAGGTGCCCGTACATGCTTCTTAAAGAGGCTGAAGAAAATGACGAGG
CCGACGAATTTGACAATGATACAGAAATTGTTTCTGCTTCATCACCACCAAAGCATAAGATTGGGAAGACCAAGA
TTATCAAGACAAAAGTGAAGTGGTTAGGAAGTCCCATTTTGACCAAGAAAAGCCTATCTTACTATGACGCAGTTT
CAATTAATGGCAAAGAGGTAAAGATAGGTGATTTCGTCAAAGTCTGCCCCGATGATCCGGATTCGCCATTGTTTA
TATGCCGCCTTGCATACATGTGGGAAGATAAAGATGGAAAACAGATGTTCCATTCACAATGGCTTTACCGAGCCA
GCGAAACAGTTCTTGGAGAAACTGG

Pax 6
F30U4RL0O2GHC]6 rev

ACTGGTTCAATCCGACCAGGAGTTATTGGTGGAAGCAAGCCAAAAGTTGCAACTCCTTCGGTAGTAAATAAGATT
GCTGACTATAAGTTGGCGAATCCTACTATGTTTGCTTGGGAAATTAGAGACAGGCTATTGGCAGATAGTATTTGT
TCACATGATAATGTTCCAAGTGTCAGTTCCATTAACCGTATTGTAAGAAATAGAATTAAATGCGAATTGTGGGAA
TGGGCAAGAT

Klon PAX6 28 (SP6-T7)

GGAGGTGTTAATCAACTTGGTGGTGTATTTGTCAATGGCCGTCCACTGCCTGACCCAGTACGACGTAGGATAGTA
GAGCTTGCCCACCAAGGTGTAAGACCCTGTGACATCTCTAGGCAGCTTAGAGTTTCCCATGGCTGTGTTAGCAAG
ATTCTTGGGCGGTATTATGAGACTGGTTCAATCCGACCAGGAGTTATTGGTGGAAGCAAGCCAAAAGTTGCAACT
CCTTCGGTAGTAAATAAGATTGCTGACTATAAGTTGGCGAATCCTACTATGTTTGCTTGGGAAATTAGAGACAGG
CTATTGGCAGATAGTATTTGTTCACATGATAATGTTCCAAGTGTCAGTTCCATTAACCGTATTGTAAGAAATAGA
ATTAATGCGAATTGTGGGAATGGGCAAG
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Tbx1
03_aurelia_rc_finalASM_7593

AAAGACGTCATTTATCTTCATCTTCAGAGGATTCCAATCAATGTTCGGATGCCAACCGTTATATTGAGAGGCAAA
CAGTCACCCCACAAAAAACTGGCAGGACAATTGACACACAAATGGCACAGATTCGTTGTGATCTAGAAATGAAAG
CGTTATGGCAAGAATTTAATACACTTGGAACAGAGATGATTGTTACGAAAGCTGGAAGGAGAATGTTCCCAACAT
ATCAGATTCGATTATCAGGAATGGATCCAAATCTGAGATATGTTCTCATGATGGACTTTGTGCCAGTCGATGACA
AACGTTACAGATATGCGTTCCATAGCTCAAAATGGCTGGTTGCCGGAAAAGCAGACCCTGCAGTCCCTGGGAGAG
TTCATGTCCACCCAGATTCACCGAACACGGGAGCACACTGGATGAAGCAAGCTGTGTCGTTTGATAAACTAAAGC
TAACGAATAACATCATGGACAAGAACGGACATATTATCCTAAACTCGATGCACAAGTACCAGCCTCGGTTGCATG
TAGTCGTTTGTGAAGGAGACAACAGCTCACAACTGAACCACAGCTTCAACAGCAACAAATCAAATATTGAAAATT
CCAAGAAGGATATTGCTCGAATGTTTGTTTTCCAGGAAACTGAATTTATGGCAGTTACTGCATATCAAAATCACA
TGATCACACAACTAAAAATAGACCAGCAACCCATTTGCAAAAGGATTCAGAGACTGTGAAGCAGAAGCTTGCGTT
AATCAAGTAATGAAAGAAGGAACCCCAAAAAATGGAGGCAGAACGTACCCTCCTTCCCGCACTA

Klon TBX (T7-SP6)

GCAGGACAATTGACACACAAATGGCACAGATTCGTTGTGATCTAGAAATGAAAGCGTTATGGCAAGAATTTAATA
CACTTGGAACAGAGATGATTGTTACGAAAGCTGGAAGGAGAATGTTCCCAACATATCAGATTCGATTATCAGGAA
TGGATCCAAATCTGAGATATGTTCTCATGATGGACTTTGAGCCAGTCGATGACAAACGTTACAGATATGCGTTCC
ATAGCTCAAAATGGCTGGTTGCCGGAAAAGCAGACCCTGCAGTCCCTGGGAGAGTTCATGTCCACCCAGATTCAC
CGAACACGGGAGCACACTGGATGAAGCAAGCTGTGTCGTTTGATAAACTAAAGCTAACGAATAACATCATGGACA
AGAACGGACATATCATCCTAAACTCGATGCACAAGTACCAGCCTCGGTTGCATGTAGTCGTTTGTGAAGGAGACA
ACAGCTCACAACTGAACCACAGCTTCAACAGCAACAAATCAAATATTGAAAATTCCAAGAAGGATATTGCTCGAA
TGTTTGTTTTCCAGGAAACTGAATTTATGGCAGTTACTGCATATCAAAATCACATGATCACACAAC

chordin
3169 fA_c02_1186

GATAAAAGTCAACGACTACTTAACTGACACTTCCTTCTATGTCGATTTGACCAAAGAAGAGAATGATTACATCCG
GGACATAGGGATTACTTATTATGGTGATCATGGACACAAAACAGCAGATACCTCACCAATGGAAGAAGGCAGTGA
CCTTAAAGTAAGGAAAGCAGCAATGCCACAGCATTCACCAAAATCAGGCATTCCTGAGAAATACTCAATGGAGAA
AATAGCTGCAAATGAAGGGCCAATATCCATAGAGATGCCAGATATAAAGAAAGGCTCAATAGGATCATTCGAAG
GCATAGAAGAAGGAGGAGGGGACTACACGGACAACAGAAAGCCTGTCTATGGTGAAAAGAATATCAGCATTCAT
GGATCAATCAAATTCGACATTAAACCTGGAAAATTGCCAAAACCATATGTATGAAGATCTTTCTCGAAGACATTT
CATTGCAAGACGTGAACTCTGTACTGTATCATGAATCCCAGTATGATTTGTCAGGAAAGACCTTAGAAGAAACAT
TTGAATACAGTTTGAAAACAAGAAAGCCAAGAGACATGAAATATACTTACTACAGTCTTAGTGTTGTTCTAAATG
TAGGCTGGTGCCCTGACAAGAATTCTAAATTATGGGTGAGAAACAACGATTACCTTTCTGATGTCACAGTCAAAG
TTCAGTTGGAGGAAGACCAACACGACTACGAAATCAATGTTCCTGCTGTTTATTATTGTAGGGGATCATTGTGCA
GACATTCTCCAGAAGAAAGAAAGCCTACACCTCCCGTTTATAAGCCAACTGCTGAGAAGGCTCCCAGTTTGTTTG
CTATTCAGTCACTGCAAAAGAACAGAGAGCCCGTTATTTCAGAAAAGACTTCCAACCAAGGAATACCACAAGTTG
ATGATCTTTCATTAAAAATCACGCCGTTTACAGTTCTAGATAAGCTACCACCAGTTTTGAAATGCATTGACCATG
CTACTAAGAAAATATACAAGCCAGGTGATGAATGGTATGGTGATGATGACTGCATGCACTGTACATGCTCTGCAG
ATGGCCTGACCGTCTGTGCTACACCAATGTGTGACTTGCCTTTCTGCAAGACTGGGCCGGCCCTCAAAACGAAAGG
AAGATGCTGTCCTATTTGCCCCGAGGATCGCACATGCAAAACTGAGAAAGGGAGAACCCGAGTAGCCTACAAAGA
ACGATGGCAACAAGCTGATTGCAAGGTTTGTGAATGCACTAAAGATGGTATTAAATGTGTCGATCCTACAACTAA
GAAACAAAATTGCGCTTATCCTGGACACTGGAATGGTAGATGCACACCTATCTGCATTGATGATGTCATGCCTCC
TCGACAAATAGAGGAACCCAAAGGATGCATAAAACCAAATGGAGTATTTGCACCATTTTCATCAAGCTGGAAAAC
GAACAACTGTACAATATGCCGGTGCAACAAAGACTATGGTGTCAGATGCCAGAAAGATTGTACATTCAGTAAAGA
TAACTGCGAAAAATCAATTGATTTGCCAGGAAAATGCTGCCCAGTCTGCTTATTAAAAAAGTGTCAATTTGATAA
TTGGCATTATTCGCAAGGAGAGAAAATCACCAGAGAAGATGGTACAGCTTGCCAATGTCAGAGAGGGGAGTGGCT
TTGTACTGGAAAAGAACATGCAACTTGCAAAGATTCTTCTGGCAAAGACTACCAACTGGGTGAAAGTAGATTAGA
AGATTGTAACACATGCATTTGTTCTGGAAAAGGGCGATGGGCCTGTACTACGATTGCTTGTCAAACGAAGCCTCT
GAAGGATGATGCTGATCTACTAGATCTCCCATGAGATTTTCATCTCTGACGTGATCATTCAGACCAAAAGGAATG
CCAATAGTGACAAGTTGATCATGTTTTGCCACATATTTTAAATACTATAGTCATTTGCCCAGAAAATTATCTGTG
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GACTGTTTAAATTTAAGGCAGAACGGAAAAGATATATATTCTTTTCTTTATAACCTGGGTCTCTGAATAGTAATA
TTTCCTCAAGTAGACTTTACTTTCAAGGGAATATATTATCCTTTTGTTACCCC

Klon Chrodin (T7-SP6)

GATCTTTCTCGAAGACATTTCATTGCAAGACGTGAACTCTGTACTGTATCATGAATCCCAGTATGATTTGTCAGG
AAAGACCTTAGAAGAAACATTTGAATACAGTTTGAAAACAAGAAAGCCAAGAGACATGAAATATACTTACTACA
GTCTTAGTGTTGTTCTAAATGTAGGCTGGTGCCCTGACAAGAATTCTAAATTATGGGTGAGAAACAACGATTACC
TTTCTGAYGTCACAGTCAAAGTTCAGTTGGAGGAAGACCAACACGACTACGAAATCAATGTTCCTGCTGTTTATT
ATTGTAGGGGATCATTGTGCAGACATTCTCCAGAAGAAAGAAAGCCTACACCTCCCGTTTATAAGCCAACTGCTG
AGAAGGCTCCCAGTTTRTTTGCTATTCAGTCACTGCAAAAGAACAGAGAGCCCGTTATTTCAGAAAAGACTTCCA
ACCAAGGAATACCACAAGTTGRTGATCTTTCATTAAAAATCACGCCGTTTACAGTTCTAGATAAGCTACCACCAG
TTTTGAAATGCATTGACCATGCTACTAAGAAAATATACAAGCCAGGTGATGAATGGTATGGTGATGATGACTGCA
TGCACTGTACATGCTCTGCAGATGGCCTGACCGTCTGTGCTACACCAATGTGTGACTTGCCTTTCTGCAAGACTGG
GCCGGCCCTCAAAACGAAAGGAAGATGCTGTCCTATTTGCCCCGAGGATCGCACATGCAAAACTGAGAAAGGGAG
AACCCGAGTAGCCTACAAAGAACGATGGCAACAAGCTGATTGCAAGGTTTGTGAATGCACTAAAGATGGTATTAA
ATGTGTCGATCCTACAACTAAGAAACAAAAKTGCGCTTATCCTGGACACTGGAATGGTAGATGCACACCTATCTG
CATTGATGATGTCATGCCTCCTCGACAAATAGAGGAACCCAAAGGATGCATAAAACCAAATGGAGTATTTGCACC
ATTTTCATCAAGCTGGAAAACGAACAACTGTACAATATGCCGGTGCAACAAAGACTATGGTGTCAGATGCCAGAA
AGATTGTACATTCAGTAAAGATAACTGCGAAAAATCAATTGATTTGCCAGGAAAATGCTGCCCAGTCTGCTTATT
AAAAAAGTGTCAATTTGATAATTGGCATTATTCGCAAGGAGAGAAAATCACCAGAGAAGATGGTACAGCTTGCC
AATGTCAGAGAGGGGAGTGGCTTTGTACTGGAAAAG

melanocortin
celera_v01_contig_15429 rev

AAAGTAAACTTGGCTCTGCATGAAGTTTTAATTTACAGTAGGATGAACTCGAGTTCGAACTCAACTACAACGGCT
GTCTGGACAATACACTGGTACATAAGTGCACGATGCTGGCTTGCTTTTGGATCAACAGGCCTAATTCTCAACATT
ATCGAACTTATCTTTCTGATTTCGAAAAGGAAACATCATTCAGTATTCGGGGTCACTCTTCTTAGTTTATGTGCA
GCTGACATTTTGGCATGTTTATCATTCACTTTTGCTGGTTCTGTTCGCATCGCGAAGTACTCAGGGCGTTTGCCTG
TAAAGATTCTGCCAAATACAACGTTTTATGAGATTTGGAAAGCAACGAACGCATTTATCGTTACGTCAGTGAGTG
CTTCGGGCCTGCACATCACAGTAATTGCCATCCAGAGGCTGTGCTCAGTGTTCTTGCCATTAAAGATTCGTTCAGT
GTTTACGACAAAGCGATGTGTTGCCGTGCTTGTAGCTGCATGGGTGATCAGTGCCACCGGTGGACTACTTGTTCA
TTTCATTGGATATGCCCTTGTGTTAGGGATATCATGTTATTTCATGGCCGTAGTTGCCATCATTATTCCGCTTATT
TACACTGCCATCAGTATAAGGATTTGCCTCAAAGCAAGGGAGCGGAGGGTCATGACAAGCAGTGACGAAGGCTCC
AGCCTTAGAGTTGTTTTTCATTCTATAGCAGTGACATTAGCTTATTCAGCCTGCTCATTCCCATTGGTTGTTTATG
TTCTGTTCCTGCGAAGGAATTTGTCACTTTATGATATTGTTACCCCTCTTGTATGTATCAACCATTTCGTGGACCC
TTTGATATACTTTCTTCTGAACAATCGTAATTGTCAAAGACCGCACAGACCCGTTGGCCTAAATGCTGGAAGGAG
GAAAGACTCGCTTGGAGAAAGAATAACTACAGCAAATGTCATTTGAAGTGATGAATATTCTCAATCTTCTTTTCA
TTTTGAGAAGGGAAGACATGTCTCATTTGGTGTTCAGAGCATGGGCTTTAGGAAACGCTGAATTTGAAAGAAGGT
TTATATATGATACATCGAGTCATTCCTATTCTAATTTATTATTTCACTCGT

Klon Melanocortin (T7-SP6)

GGACAATACACTGGTACATAAGTGCACGATGCTGGCTTGCTTTTGGATCAACAGGCCTAATTCTCAACATTATCG
AACTTATCTTTCTGATTTCGAAAAGGAAACATCATTCAGTATTCGGGGTCACTCTTCTTAGTTTATGTGCAGCTG
ACATTTTGGCATGTTTATCATTCACTTTTGCTGGTTCTGTTCGCATCGCGAAGTACTCAGGGCGTTTGCCTGTAAA
GATTCTGCCAAATACAACGTTTTATGAGATTTGGAAAGCAACGAACGCATTTATCGTTACGTCAGTGAGTGCTTC
GGGCCAGCACATCACAGTAATTGCCATCCAGAGGCTGTGCTCAGTGTTCTTGCCATTAAAGATTCGTTCAGTGTT
TACGACAAAGCGATGTGTTGCCGTGCTTGTAGCTGCATGGGTGATCAGTGCCACCGGTGGACTACTTGTTCATTT
CATTGGATATGCCCTTGTGTTAGGGATATCATGTTATTTCATGGCCGTAGTTGCCATCATTATTCCGCTTATTTAC
ACTGCCATCAGTATAAGGATTTGCCTCAAAGCAAGGGAGCGGAGGGTCATGACAAGCAGTGACGAAGGCTCCAGC
CTTAGAGTTGTTTTTCATTCTATAGCAGTGACATTAGCTTATTCAGCCTGCTCATTCCCATTGGTTGTTTATGTTC
TGTTCCTGCGAAGGAATTTGTCACTTTATGATATTGTTACCCCTCTTGTATGTATCAACCATTTCGTGGACCCTTT
GATATACTTTCTTCTGAACAATCGTAATTGTCAAAGACCGCACAGACCCGTTGGCCTAAATGCTGGAAGGAGGAA
AGACTCGCTTGGAGAAAGAATAACTACAGCAAATGTCATCTGAAGTGATGAATATTCTCAATCTTCTTTTCATTT
TGAGAAGGGAAGACATGTCTCATTTGGTGT
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MSX

02_aurelia_rc_final_rsASM#1_13042 rev
AACACGCGAACCCGTTCTCGGTTGAATACATCTTGAGTTGCGAAAGTTCGAAAAGAATGCAGTCACGAAACATAA
CACAGGTGGAGAATAAACAATCAAGGGAGGCTCTTGATTATTCATATGTAAACAAAGGTTACAATTCTATGGGAT
ACACTCAGCCACCAGCGGCAACAACGCCATCAGACGTCGAAACAATAGAGTTCAAATGGGACTTGACGAAATGCT
TTCTACGCAAACACAAAGCCAACAGAAAGCCAAGGACACCATTTTCAGCAACACAGCTGCTCTCCCTGGAACAGA
AATTCAAACGAAAGCAATATCTATCGATAGCCGAAAGAGCAGAACTTTCTGAAAATCTCAATCTATCTGAACAGC
AAGTAAAAATTTGGTTCCAAAACCGACGAGCGAAAGAAAAGAAGAACTAAAAGAAGCTGAAATGGAGAAAATGA
GA

Klon MSX (T7-SP6)

AATACATCTTGAGTTGCGAAAGTTCGAAAAGAATGCAGTCACGAAACATAACACAGATGGAGAATAAACAATCA
AGGGAGGCTCTTGATTATTCATATGTAAACAAAGGTTACAATTCTATGGGATACACTCAGCCACCAGCGGCAACA
ACGCCATCAGACGTCGAAACAATAGAGTTCAAATGGGACTTGACGAAATGCTTTCTACGCAAACACAAAGCCAAC
AGAAAGCCAAGGACACCATTTTCGGCAACACAGCTGCTCTCCCTGGAACAGAAATTCAAACGAAAGCAATATCTA
TCGATAGCCGAAAGAGCAGAACTTTCTGAAAATCTCAATCTATCTGAACAGCAAGTAAAAATTTGGTTCCAAAAC
CGACGAGCGAAAGAAAAGAAG

Cl5
aurelia_bs_polyp_run090409_5

AAGCAAAGTAAGGTAAATAACAAACGRSAAGMAGTAVGTMGGGGGAAGCAGTGGTATCGGGGGCAGAAGCTTCT
TATGGGAGCAGAGCGTCAGAGCGCGGAAAGAGAAAGAAGGCGTCTGAAGAGCTGTTTGCAAAATGAAGATCCTT
GCATTGATCCTGTTGATTGGTCTCTCGGGCATAGTTATATGTAAAAGTGCAGAGGAGATTGGCACTGATGAAGCA
GCCGTCGCTGAGGAAAATGAGCCAATCGAGGCTGTAAAGGAGGATCAAGACGAGGATGAGCTAACCGAGCTAAAA
GAAGCCGACGATGAAGACCCAGCAGAAACGGAGGACAGTGATGAAGGTGCAGACGCCAAGCCGTTCTGGAGACGA
CGCAGAAGACGCAGACGTTATGTAAGACGCAGACGTTATGTAAGACGCAGACGTTATGTAAGACGCAGACGTTAT
GTAAGACGCAGACGCAGAGGTGTTGTCCGCCGTGTTGTCCGCAATGCAAGGAAATGGGTCAGCGGAAGAGGCAGA
AGATGGTTCGGCAAAAAAGACACTATGCCGCGTGAGTAGGCATTTATCGGACTGACAATTCTCAGCTTGTTTTTT
CTTTTAATTTTGGTAGCTACTGTCATTAATTATAATCTTACGTATTCAACGCTGCTGATTCATGCAAACGAAAAA
AAAA

Klon CL5 (T7-SP6)

CAAAATGAAGATCCTTGCATTGATCCTGTTGATTGGTCTCTCGGGCATAGTTATATGTAAAAGTGCAGAGGAGAT
TGGCACTGATGAAGCAGCCGTCGCTGAGGAAAATGAGCCAATCGAGGCTGTAAAGGAGGATCAAGACGAGGATGA
GCTAACCGAGCTAAAAGAAGCCGACGATGAAGACCCAGCAGAAACGGAGGACAGTGATGAAGGTGCAGACGCCAA
GCCGTTCTGGAGACGACGCAGAAGACGCAGACGTTATGTAAGACGCAGACGTTATGTAAGACGCAGACGTTATGT
AAGACGCAGACGTTATGTAAGACGCAGACGCAGAGGTGTTGTCCGCCGTGTTGTCCGCAATGCAAGGAAATGGGT
CAGCGGAAGACACAGAAGATGGTTCGGCAAAAAAGACACTATGCCGCGTGAGTAGGCATTTATCGGACTGACAAT
TCTCAGCTTGTTTTTTCTTTTAATTTTGGTAGCTACTGTCATTAATTATAATCTTACGTATTCAACGCTGCTG

mesoglein
C13975 fA_c02_5805

GGGGACTCTTCTCCTGGCACAGACAAAGACAGAAGAGGTCACTGGCGCAAAAGAGGTTCCTTTTGGCACAGAGGG

CATCAAAATGAAGTTGCTTGTCTCCATTGTTATTTTGCTTTCATCTTTCGAGATCTCCTTGCAACAACAGGTTGCT
AAAGCATGCGTGGCCCGAGATGATGCACAGGGGCATTATACATGTAATGATGATGGAACCAAAAAATGTATGCCA
GGCTGGTCAGACCCAAGCAACAACTGTTTACAAGATTCGAGATCAGAAGTATCCTGTGGAATAAACTTCATGAGG
ATTGAGATCGACAGAAAGTACTTCGACCCAACTAAATATTCCCGCATTAGCTTGAAGGACGAAAGTTGTAAGTCT
TCTCTCTCGGAGACAAAAATCGTCTTGGATTCAGCACCACAGAAATGTGGATCAACAAAGATTGAAAACGAGAAT
TACATCATCTACCAAAACGAGGTTTACATGAAAGCAATCCCAACTGGTAAAATTGTGACAAGGGAACATGACATC
AGGGTCACGTTTTCATGTTCATACAACAAATCTGGCATGGTCAGCATTCAAGCTTTCACTCCAATAACTATTGTT
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GATGTCAAAGAAGATGGCTTTGGTGAATTCCAGTTTCATTTCAAAATGTTCACTGACAACACCTACAGCAGCGCA
CATACGAAATACCCAATCGAAGCGAGATTGACTGACAATTTGTACTTTGAAGCAAACACGACTGCAAATGATAAT
GATTTGGTGATTTTGATTGATCAGTGTTACGCAACACCTACCATGGATCGTAACAATGCTCTCAAATACACTTTC
ATAGAGAACAGATGTGCTTTGGAGGACAATGTCAAATTCGTGAAAGCAGAACGCAAGAAGCAAAGATTCAGCAT
GCAAGCATTTACATTCATCCAAGAAATTTCAACAGTCTATGTTCATTGTGTCGTATTCATGTGTAGAAAATCGGC
GACATCAGGACAGTGTGTGAGTGGATGTGAAGGAAATAATATCAACAGGGCTCGTAGGGATCTTTCAAGCTACGG
TAGTGCTGATAAGAAATCTTATTCCAAATACAAGTTGCTGGATATTGGACCAATTCACAGGAGAAAACGTAGCAT
TGGTTCTGGAAACAGTGGTGCACCAAAAAGCAGTCCTTTGTTCAAGAGCTGGACAATCGTCGGTTTGGTGACCGG
TGTTGCTGTCCTTGGTTTGGTCATTGCAGGAATGGTTCTGAAAATGAGAAGATCCAGACGTGCAAATAATATTCC
AATCCATGAAATCGTCGCTGAGCCACAAGAAAAATCTGATAATCAAAATCTGATTTAATCAAGAGACGAATCATT
ATTAATCACTATGAAACATTGATTTGTTGATTTATCAAAGATCAGCATAAATAATTGAATGTTGATTTCATAACC
ATCACAATCCCTTTTATTTCTTACGGATCCTCCCGTTGGATGGGCCTGAAAACTATCCTTGTTACTTTTAATTTCT
GTTTCTTCTTTCAAATA

Klon Megl (T7-SP6)

ATTGAGATCGACAGAAAGTACTTCGACCCAACTAAATATTCCCGCATTAGCTTGAAGGACGAAAGTTGTAAGTCT
TCTCTCTCGGAGACAAAAATCGTCTTGGATTCAGCACCACAGAAATGTGGATCAACAAAGATTGAAAACGAGAAT
TACATCATCTACCAAAACGAGGTTTACATGAAAGCAATCCCAACTGGTAAAATTGTGACAAGGGAACATGACATC
AGGGTCACGTTTTCATGTTCATACAACAAATCTGGCATGGTCAGCATTCAAGCTTTCACTCCAATAACTATTGTT
GATGTCAAAGAAGATGGCTTTGGTGAATTCCAGTTTCATTTCAAAATGTTCACTGACAACACCTACAGCAGCGCA
CATACGAAATACCCAATCGAAGCGAGATTGACTGACAATTTGTACTTTGAAGCAAACACGACTGCAAATGATAAT
GATTTGGTGATTTTGATTGATCAGTGTTACGCAACACCTACCATGGATCGTAACAATGCTCTCAAATACACTTTC
ATAGAGAACAGATGTGCTTTGGAGGACAATGTCAAATTCGTGAAAGCAGAACGCAAGAAGCAAAGATTCAGCAT
GCAAGCATTTA

myosin tail
03_aurelia_rc_ephyra_finalASM_3300

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGGGGCCCTTTGGCAACTTCGAAGAGATGGTTGTTAGGTAGAACATGCCAA
TGGAGAAAATCGAAGAAGAGTCTGAAGACTCTCCTGGAACGTGGAAAGCACGTTACCGACATCTAGAAGATGAAT
TCAAGAAGGAAAAAAGATTGAGAGATAAGATAGAAAGATATTGCAATGACAACCACTGCGGGGATCATGGCAGC
CATGCACCTGACTCGGTCACGTGGCAGATGTACAGACAACGGGAAACAGAAGTGGCAAAATTACGAACTAAGATT
GAGTTGGCCATGAATTCTCATGAAGAAGCAATGTCAATGGCCAAACTTCAATTTACTGAGGAACTTGATCGCCTT
CAACGGGAATTATCGACTATCAAGGAACCTAGTGCTACACAGCAAGCACCGAACGAAGAAGCATCTGTCTCGATG
ATCGAAGCAAATTTTGCAAGTCGAAAACTCGAGATTGAGCTTGAAGAAGTTCACCAACAAAAGACAAGTCTTGAG
TTCGAAATCAAACGACTTCGAGTACGGCTCGGCGAGGAGACCAAGGCCAAGGAGACATTCGAAGAACAATTGAAA
GGTGCTATGGATGAGTTAGATGTGATGCATAAAAGATTGGACGAAGAACAAATTGCAAGGAATGAATTGAAAAG
GAGTTTGAAAGCCGCTGCGGAGGAACTTGAAGAATGGAAAAGTCAACAATCAAGTGCTGGCCCTGAGCGACGTTT
GAGCATCAGAATGCAGGAAATTGATGATGCAATTCAAAGAGCTGAAAGTACTTCAATGACTATGGAAAGAGTTA
AAGTCCAAGAACAAATGCTGAGAGCAGAAATCAATTTGGATGTCAGTACATCTCCAGAATCGGGAAAGAAAGGA
TTGACAGGATTTGCATTAGAACAAGAGTTACAGGAATTCAAGATCAAATTTGCTGATTCTGAGCAACAACTTCGA
GTCTGGAAGAAGAAATATGAAGAATTGAATTACGTCAAAGAAGGTTTGGATGAAGAGGTTGCAATGAAAAAAGA
CCAGATCAGAAAATGGGAAAAGACATGCGAAGAACTCAATCAAAAGTTAATTGAGATGGAGAAAATCAGACACG
AGAAGATTGCACTGGAAGGAAAAATTAGAGACATGACTTCGTTTGTGGAAAGAACAGAGGGATTGATTGATGAA
CTGGAACAAGCAGAATTGGACAAGAAAGCTCTCAGAGTTGAGATCAGAGATAGAGAAGATCAGATTTCCAACCTC
GAAGACAGTCGATTAGATTTGAACCAACTCATTGAACAATTGAATAAACAGATTTCTGAGAAAGATGGCAAGAT
CACAGATCTGAGTGCTGAAAATGAAAGATTGAATATTACATTGGAAGGAATTCGATCTTCTTTTGATCTTCAGGG
AATGGGAAAGAGTGCATTGGAACAAAAAGTGCACCAGTTAAATGCAAGACTCGTTGAGATCCAAGGCAAATATG
TCAATGAGCAACAAGAAAAACAAGAGTTGAGAAGAATTTTCAGAGAATCGACTGTCGGAGTTGTTCAATTGAAA
GCAAAAGTTGAATGCGAAAAAATCAAGAATGTTGATGATTATTATGGATTGAGAATGCAGCTCATCCAAAGATT
GACTGACACTGAAAATGTTTTCACGGATGCTCAGCACAGAGCAAGAGTGGAACTTCCGGTGAACCAACAATCACG
CCGTGCAAGTGTAGGTCTTCTGCCTCAACCACCATCTCTTCCAGATAAACAGGACTACGAAATCATGGAATGGAA
AGGAAAGTATGATGAAGTCTGTCGTGAAATCGAGAAAGCAGAAGACGAAGTAAAAGTTATGGCAGCACAGGTTG
CAAGACAACAAGTTGAACTTGAAGAAAGGACCGATGAACTTCAAGAAGTCACGGATGAAAAGGCTAAAGTTGAT
GAAAAAATTGACGATACTAGTTCAGAAATCCGAGAACTGAAAATCGAAATTGAAGACCTCAAAGAATACAACAC
AAAGCTGAACGAAGACATCGTGAAATTGGATAATACAATCAAGGATATGGAAGCTGCGTTTGAAGAAGATGCCA
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ATGCTAAAGTTATTGAAATTGCTGAACTGAAAACAGCAAACGAAGATTTGCAAGATGCATTGGATATTGTTTCTA
AAGAAGCTGCCAAAGTCAAGAAAGAAAACAGTGAGCGTGCATCAAAAACGAAAGAAATTGGAAATGAAGTAGAA
GATCTCAAATTGGAAAACGAGAAACTACGGGATTTGAAGAGAGATCTCGAATGGAAGATAAAGAACCAAGCCAT
TTCCCTTGAAGAAGAAACAAAGGCACACAAAGAAACTGACGCTGAAGTTCTTGCAGGAGAAAAGAAAATCAAAG
AATTGCAGAAATTACTTGAAGAAGCTAGAAGCAAGGAAGGTGATCCGAAGAGAATGAAAGAAAATGAACAGAAA
ATGACGGATTTGAAGAACAAATTGAAAGCAGAAAAAGAAAGAAGTGAAGATTTAGAAGACGAAAATAGTAAAAT
GAAAAAGAAATTAAGAGATGCAAGAACCGAGGTCGAGGAAGAAATGGCTGCCAAGGATGAGGAGATCGTGGAAC
TGAAACAGAGTGCTAAGGATGCAACGAAACAATCAAAGGAGATGAAGCTGAAGCTGAAAGAAGCTACTGATGCG
CAGGAGCTTGCCGAAGAAGAAGTGAAAAGAGTAGAAAAGAAATTAAAAGCTGCAACCATCAAAATGGAAGGACT
TGAGAAACCTGATAAGTATACACCTGATGCCCTGGAATCTCATCGAGAGCTGACTAGGAAAATTATGGACTTACA
GACTGCTTTAGACGAAGAAACTGATGCAAATGAAAGGGCGAATGACCAAATCAAAGAGCTCAAAAATAAACTCA
AGGGTGTCAAGGCCTCAGATTCAGAGCTGGAGACACAAGTCAAGGGCCTAAAGACTGCACTTGACGAAGAACAGA
TAGCGCATAAGAATACAAATGACGAATTGGTTCTTGTTAGAAAGACGTTGAAGGAAACTAGGAAGTTACTTGAT
GAGGAGCGATCTGGAGCAACCAAAAAGAAGGCTTTGAAGCTCCAAGAAAGTGTTGATGAATTCAAGTCAGCTTTG
ATAGAGGAGAAAGAGGATCATGCCAAAACTGACAATTTGTTGAAAGAAATTCAGAGAGAATTGAACGACGCCAA
CAAGAAGATTAGCAGATTGAGAAATGAAGTTGAGGATGGACAAGAGAGTGAACAAGACGCAGCAGCTCTTCAAA
GAAGAATCAAGTCCCTCGAGAGGTCATTGGATGAAGAACAGGAGAGTCATGAGAAGACAGATCAAGAATTACAG
GACACAAGAAAACAACTGAAATCTGCTATGTGGCAAATCTCTGACTTAGAAGGACAACTTGAGAATGCTGCACCA
TCTTCAAAGAATGACAATGAAGACACAATCGCCTTGAAAGAGAAAGTGAAGGAGCTTCAAGACATTCTTGCGGAG
GAGCAAGCAGATCATGAATTTACAGAAAAGAAATTGAACAAAGCGAAGAAAGATTTAGAAAATGCAAAAGATGA
AATGATGAAACTCAAAAAGAGTGGAGCTGGAACAAAAGAATCCAACGATGAACTGGAGGAAAAATTGAGGGAAC
TCGAAGAGGCGCTGGAAGAAGAGAGAAGCAATGCTCAGAATGCAGATAGAAAGATGAAGAAACTTGAGCAACAG
TTGAAGGAAGCAAGACGAAATATCCATGAACTTCAAGAAACGGATGATGCAAAAGCTACACAGGAAACCAGAGG
GCTGTCAGCAAAGATTTCTGAATTACAGCTTGAACTTGAGGAACAAAATCAAACAGTCGATGAATTAAATGCAAG
TCTGAAAGATGAAATATCGAAAAAGAAGAAAGCGTTGAGTGATTTGAAAGCACTTGATGAAGATAAAAGAGATA
TGGAGGAACGTCTAAACAAGAAGATCAACAAACTAAAAGATGATATGGAGGACCTTCGTGCAGACTGGCAAGATC
AAAAGAATCTCGTAGCTGATCTTGAGACTGAATTACATCGTGCAGACAGACGTGAAGCAAATGCCAAAGAAGAGC
TAGAGGAATTCAAGAAACTTGAGGGGCTGGATGAAGACAATTCAACCCAAGGAATTGCAAGTTTGCGTAGAAAG
CTCGAGAACTTGCATACAGCATTAGACGAAGAAATGAGTGCTCATGAAGAAACTGAAAAGGAATTACGCAAATT
AGAACAGAAATATGAAGTAGCAGAGAAAAAGATTGACGAACTTCGTGAGGTCAAGAGTGAGGGTAAGAAGGATC
TTGTCAAGTCAACGATGACCATTGAGATGAAATTGAAGAAAATGGAAGACGAATTGGACAAAGAAAAGGAAGCT
CACCAAGAAACGATTGATGCTTTGACAGACTTCAAGAAAGAAGCCAAGGTCACTTCGATCAAACTGGAAAACCTC
AAAACCAATCTTCCAAAGGACATCGTTGATGGTATCACAGCTGAGGAGACAAATGAAAAGATTTTGGGCTTGGAG
ACTGCTCTGGAAGAGGAGAAGGCAGCTTACGAAGAATGCTTGGCAGATTTGGAAGGAACACAGAAAAAGTTGAA
AGCAGTTAGAGTTCAGTTGACTGCTGCTAGAGCAGAAGCTGAAGGGGCAACTGGAGGAGGTGGAACAAAATACAC
TTCTGAATTGAAAGTTCAACTGAAGAACCTTCAAACTGCTCTTGATGAAGAAATAGCGTCACATGAAGAAACACA
ACAAAATCTTGCGGATCTCAAACATGAACATAATGCCCTTACTGGAGAAGTTACCAAGTTGAAAGGAAAACCTCG
AAAATATAGTTCTGCAACGATTTCCCTGGAAGAATTACAGGAGAAGAATGAAACGCTCCAGAAAGAGAATGAAA
AATTCAGAGTTGAGATCCAAGTTTTCAGAGCTGAAAATGCCACACTTGATGATGAGCTCAACGAAATTCGTATAA
AGTACAAAGCTGGCCAAGTTACAATCCAAGAATTGAAGGAAACTAAAACCGAATTGGAAGAAGAGAATGAAGAA
TTGAAAGGATTTGTGCAGGACTTGGAGCTAGAACTATCAGAGTACAAAGGAAGTGCGATGCCAAGTCAAAAAGT
TGTTAGACGCAAAAGTTCAGTTGCTCCAACCGAAGGACCAGATAGAAAACAACTTGTCGCAGAGAACAAGAGGCT
CAAGCAGCAGATAACTGATTTAGAGGATGAGCTCGATGATATTAAACGAAAATCGAGAAAACCAAAGATGGATG
AAGATGAAGCAGCGGCAATGGTACAAGAAATGCAGGCACATCTCAGCGAAGCATTGATGCAGCTTGAAGCTGTGG
AGGAGATACTTGAAAGCGAGGATTCATTTAGGGGTGAACTGAAAGTTACATTGAGAGATTCAGCCAAAGATTTG
GATAAGATTAAAGTAGATTACGATGATGTAAGTGAAGGTTCTGGAGAGCAATCAGCTAAATGGATCAAGATTCA
GCGACGATTTGGCAATCGTATGTCAGATTTAGAGGATGCTCTTGGCGAGTCTCAAACCAAGATCAAAACTGTTGA
GAAGTACAAAGTAAAGATTGCAGATTTAACCAAGGAAATCAGAGCCTACCTTGACGAGGTTGGTGGCAATCAAGG
AATGTCAGCCTACAAATGGAAAGCCAAGTATGATGCTTTGCTGTTGCAGTTTGAAAGATCGGAGAGGGAACTTGC
AGCCACCAGAGAGGAGCTTGCTTCAATGACACGTGCTCATGGTGACGTCACTACAGAAATGCAAAACTACAGAAG
AGAGACTAGACTTCTTACTGATCGCATTGATGAATTATTGAAAGAGATTGAAGCTTTGAAAAAGAAAATCATTG
AAATGGAAATTGAAAAAAAG

Klon C13300 (T7-SP6)

AAACTGCTCTTGATGAGAAATAGCGTCACATGAAGAAACACAACAAAATCTTGCGGATCTCGAACATGAACATAA
TGCCCTTACTGGAGAAGTTACCAAGTTGAAAGGAAAACCTCGAAAATATAGTTCTGCAACGATTTCCCTGGAAGA
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ATTACAGGAGAAGAATGAAACGCTCCAGAAAGAGAATGAAAAATTCAGAGTTGAGATCCAAGTTTTCAGAGCTG
AAAATGCCACACTTGATGACGAGCTCAACGAAATTCGTATAAAGTACAAAGCTGGCCAAGTTACAATCCAAGAAT
TGAAGGAAACTAAAACCGAACTGGAAGAAGAGAATGAAGAATTGAAAGGATTTGTGCAGGACTTGGAGCTAGAA
CTATCAGAGTACAAAGGAAGTGCGATGCCAAGTCAAAAAGTTGTTAGACGCAAAAGTTCAGTTGCTCCAACAGAA
GGACCAGATAGAAAATATCTTGTCGCGGAGAACAAGAGGCTCAAGCAGCAGATAACTGATTTAGAGGATGAGCTC
GATGATATTAAACGAAAATCGAGAAAACCAAAGATGGATGAAGATGAAGCAGCGGCAATGGTACAAGAAATGCA
GGCACATCTCAGCGAAGCATTGATGCAGCTTGAAGCTGTGGAGGAGATACTTGAAAGCGAGGATTCATTTAGGGG
TGAACTGAAAGTTACATTGAGAGATTCAGCCAAAGATTTGGATAAGATTAAAGTAGATTACGATGATGTAAGTG
AAGGTTCTGGAGAGCAATCAGCTAAATGGATCAAGATTCAGCGACGATTTGGCAATCGCATGTCAGATTTAGAGG
ATGCTCTTGGCGAGTCTCAAACCAAGATCAAAACTGTTGAGAAGTACAAAGTAAAGATTGCAGATTTAACCAAGG
AAATCAGAG

Cl2
db454_aurelia_celera_v01_contig 4176 (CL2)

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGGGAAGCAGTGGTATCAACACAGAGTACGTCGGGGGAGTGGTGGC
TGGAAGTGCAAGAAGAAGGTGTTCGGAGGCTGCTGCTAATAAGCGAAAGGCTTCAAGATGAAGCTCATTATCTTG
CTTATCCTTGCGTTGGCTCTTGTAATAACTGGTGAACCGATAGCTGAAACTAACACCGTACTCGACGAACCCGTTG
CTGATTTGGAGGGGAAATCAGATGAACTCATTGCCGATGGGGAGGAGAAATCGGATGAACCGGCTGCTGATGTAG
ATGGGACATCAGATGAAGATGCCCTTCCCGAAGAAGATACCCTTCCCGAAGAAGATACCCTTCCCGAAGAGGATA
CCCTGGCTGATGATGATGGTCTTAGCGAAGAGGAGCTAGATGCTTTTGAAGATCCTAACTATTTGGAGGAAATGG
AGGAGTCCGATGAGGTGTCAAAAGACCCTATTGTTGTGTCTTCTATCAAAGTTTACTGCAACTATTGCAAATATG
CGAAAGCGTGCAAGAGAGTGACTCGCAAGTGCAGCCATAAATTGCTAGACAAGGCTAACAGAGGGTGCAAGTACT
GCAACCCGCGTACGTACTTGAAATTGCTAAAACGAGTCAGAATCAGAATCAGAGTGAGAGTTTTTGGCCGCAGAA
GACGTCGCAGAAGAAGAAGAAGAAGANA

Klon C14176 (T7-SP6)

GATGAAGCTCATTATCTTGCTTATCCTTGCGTTGGCTCTTGTAATAACTGGTGAACCGATAGCTGAAACTAACAC
CGTACTCGACGAACCCGTTGCTGATTTGGAGGGGAAATCAGATGAACTCATTGCCGATGGGGAGGAGAAATCGGA
TGAACCGGCTGCTGATGTAGATGGGACATCAGATGAAGATGCCCTTCCCGAAGAAGATACCCTTCCCGAAGAAGA
TACCCTTCCCGAAGAGGATACCCTGGCTGATGATGATGGTCTTAGCGAAGAGGAGCTAGATGCTTTTGAAGATCC
TAACTATTTGGAGGAAATGGAGGAGTCCGATGAGGTGTCAAAAGACCCTATTGTTGTGTCTTCTATCAAAGTTTA
CTGCAACTATTGCAAATATGCGAAAGCGTGCAAGAGAGTGACTCGCAAGTGCAGCCATAAATTGCTAGACAAGGC
TAACAGAGGGTGCAAGTACTGCAACCCGCGTACGTACTTGAAATTGCTAAAACGAGTC

Toxin
03_aurelia_rc_polyp_finalASM_1270 rev

TCGGGGTACTTTCGTCTATTTTCATTTCATGGAAAGAGGTGCCTTCCAAGGAGCTCTTCTCTAGTCATTTTAGTGT
CTGAAGCAACTGAAGTTTGTTCTTGAAGCTGAAAATGGCTCTCAAACTGCTGTTTCTCCTTCTGCTGACATTCCTT
GTTACAAATGGAAACGTGACAGATCAAGAACTAGATGATGCGTTCAATGAGCTGGAGAGACAGTTGAATTACAA
GCAAGAAGTCAAAGATCTCATCAAAGAGATAAAAGATGAAGTGACGAAGAAACCTGATATCACTGCAAGAACTC
TTGGAATGGCAAAAGCCCTCAATCTGGCAGTTCCAAAATTTCAAACTGGTAGAAGTGTTGACATTGCGCAGGGTA
TACTGAACGTGGTTTCTGGAATTGCCGAGAATCTTCCATTTGGCCAATTTATTGCACCAATTGCATCCTTGATAT
CAAGTATCATTGGCATCATTTCTGGAGCTAAGGCAGAAGCAACGATGCGTGACGTGATCCAAGAAGTTGTTCGCC
AGGAATCCGATCACGTGTTATCAAGCGCGGCTGCAGCTAGCAGGCAAGAATTAACCGCTGCATTCAGTTACATTA
CATCGAAACATAAACAAACTTTGGACAAACATGATGTGACAAGAATGGTCAGCCAAGTTCCAGTTACAACAGGAG
TTGGAATTCTGGCACTGTTGGAAAGTCGTATACAAAACAGGGCAACAACAACGGTTGAAAGCGAAGCAAAACAAT
GCTTTCGATTCTGCGTGTTGTACGCACAAATCGCGAGTTTCCGCGATATGGTGATCAGTGATTTGATTTATCAAA
TAAGAAGAGCTGGGGACAATGATGAAGCACACAGCTATGAAATTGCGAAGGCAGGTTTTATCAACAGATATAAA
CTGGCCTTGCAATTCTTGAATCATCCCAAACCTGAACAAGCTGGAGTCGTCCATTTGTTTCGTCCCGTGGGACATT
CTGCAGAAAGCAAATATCTCCAAGCTTTTATGAAAATGTCAGGAGTTGCACCGATCCAAAAGATGGGAAGATCTG
CTCACATTCTGCAAGATGTCAAGTCACCCAAATATCACGCTTTTCTCCACAACAGTGGCTTTGTGAGACTATCAAT
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GGGCTTGGTGATAAAAAGCCAACTAGTTACTTTCATACCGAGATCTGATGGCTACTGGAACTTGAAGTTGAAAGG
CAAATGGCTTTGGATCAACGATGGTTATGATACATCCTATGTTGCTGCAAAGTCATCAGAACCAGATCAAAGAGG
GCAGTTTGTTGTTGTCACATACCCCAACAATATTGTCACGATTGCAAACAGAAAATGGCCTAACAAGTTTTGGAA
AGATGAGTCGGGCTCGTATTACGTGCGTGTAAGAGATGGAAGCTCGGGTGTTGACACACGATTCCGTCTTAGGCC
ATGCAATGATAGAGGCACT

Klon C11276 (T7-SP6)

AGTTTGTTCTTGAAGCTGAAAATGGCTCTCAAACTGCTGTTTCTCCTTCTGCTGACATTCCTTGTTACAAATGGA
AACGTGACAGATCAAGAACTAGATGATGCGTTCAATGAGCTGGAGAGACAGTTGAATTACAAGCAAGAAGTCAA
AGATCTCATCAAAGAGATAAAAGATGAAGTGACGAAGAAACCTGATATCACTGCAAGAACTCTTGGAATGGCAA
AAGCCCTCAATCTGGCAGTTCCAAAATTTCAAACTGGTAGAAGTGTTGACATTGCGCAGGGTATACTGAACGTGG
TTTCTGGAATTGCCGAGAATCTTCCATTTGGCCAATTTATTGCACCAATTGCATCCTTGATATCAAGTANCATTG
GCATCATTTCTGGAGCTAAGGCAGAAGCAACGATGCGTGACGTGATCCAAGAAGTTGTTCGCCAGGAATCCGATC
ACGTGTTATCAAGCGCGGCTGCAGCTAGCAGGCAAGAATTAACCGCTGCATTCAGTTACATTACATCGAAACATA
AACAAACTTTGGACAAACATGATGTGACAAGTCGCGAGTTTCCGCGATATGGTGATCAGTGATTTGATTTATCAA
ATAAGAAGAGCTGGGGACAATGATGAAGCACACAGCTATGAAATTGCGAAGGCAGGTTTTATCAACAGATATAA
ACTGGCCTTGCAATTCTTGAATCATCCCAAACCTGAACAAGCTGGAGTCGTCCATTTGTTTCGTCCCGTGGGACAT
TCTGCAGAAAGCAAATATCTCCAAGCTTTTATGAAAATGTCAGGAGTTGCACCGATCCAAAAGATGGGAAGATCT
GCTCACATTCTGCAAGATGTCAAGTCACCCAAATATCACGCTTTTCTCCACAACAGTGGCTTTGTGAGACTATCAA
TGGGCTTGGTGATAAAAAGCCAACTAGTTACNTTCATACCGAGATCTGATGGCTACTGGAACTTGAAGTTGAAAG
GCAAATGGCTTTGGATCAACGATGGTTATGATA

Toxin
03_aurelia_rc_polyp_finalASM_1549

GCGGGGGGTATTCGTTGACTTAAAGGTACAAGTTGGCAGTTCACAAGTTTCTCCATCATGAAGCTTGCAATAGTC
ATCTTCACATGTCTGTTTGTGGCCATAACTGGACAGACAATCAAGAGAGAGAAAGATCTCTGTCTACATGCACAC
AATGTCCTGAGGTCACTACACGAGAACACAGGTCCAATGGTTTGGGATGATCAGTTGACAAGGGGAGCTGAAGAG
TGGGCCAGGAAATTGGTGAATGAAAGAGGGTTGAGACATTCGAGAGGAAATTATGGGGAGAATCTGTATGCTGC
TTGGGGGCAATCTGCTAGCTGCGCAAAAGCAACTTTATCTTGGTACAGCGAAATCAAAGACTACGACTTCAACCG
AGGTGGATACAAATCTGGCACTGGTCATTTTACTCAAATCGTTTGGAAAGGAAGTACAAGGCTCGGTGTTGGCAT
AGCAACTAAGGGAAGCAAAGTTGTTGTTGTTGCAAGATATTCACCAGCTGGAAACTTCATGAGAAGATTTAGAGA
ACATGTTCACAGGCAAAAACCTGGCGCAAGAGTCCCTTCATTGAGTGAATTAGAAAATGGTTCAGTAAAGCCTCG
TACTGACGGGCCACCAATGCCACAAACTAACCGCCCCAACCCACCACCACCTGAACCAACTCAAGGACCCGGACCA
AATCCTCAACCAGGAACAAACAATCTCTGCTTACATGCACACAATGTTCTAAGAGCACTCCATCAAAACACTGGC
CAAATGGTATGGGATGATGAATTAGCACGTGGATCCGAACAATATGCCAGACAATTAGCAAGTGAAGGAGGATT
GAGACATTCCAGAGGAAATTATGGTGAAAATTTGTATGCTGCTTGGGGACAGTCTGCTAGCTGTGCAAAGGCAAC
TTTGTCTTGGTACAATGAAATAAAGGATTACAATTTCAACCGTGGTGGATATCAATCAGGCACCGGTCACTTCAC
TCAACTTATTTGGAAGGGAAGTACGAGACTTGGTGCTGGAGTAGCAAAGAGAGGCAATATGGTTGTGGTTGTTGC
GAGATATGCACCTCGGGGAAACTTCATGGGTAGATTCGCAGAGCATGTACATCGACAAAATTATGGAGCAAGAGT
GCCCTCTCTTGGTGAAATTGAAAGTGGAGTGACAAATCCGTCAACTGGTGGACCACCTGTCCCGCCAAGGACTCAC
GGACCGCGGCCTGAACCACCTCCAACAGATTGCAAAGACCAAAAGTGGAAATGCCGATATTTCCGAAGCAAATGC
AACAGGGTTTCATGGATTCGTGACATGTGCAAGAAAACATGCGGAGTTTGCTAACAACTTTGTATCAAATCCTTG
CTTCCTTCGTTATTTCTAAATTCTCCTGAACTGCTGCATTGTTAATACATTAAAAACTAAAAAGTCAAGGAAAAT
TATTTAGAAATTGAAGGCGAAAATTGTGTAAAATGTACCAG

Klon C11549 (SP6-T7)

AAAGGTACAAGTTGGCAGTTCACAAGTTTCTCCATCATGAAGCTTGCAATAGTCATCTTCACATGTCTGTTTGTG
GCCATAACTGGACAGACAATCAAGAGAGAGAAAGATCTCTGTCTACATGCACACAATGTCTTGAGGTCACTACAC
GAGAACACAGGTCCAATGGTTTGGGATGACCAGTTGACACGGGGAGCTGAAGAATGGGCCAGGAAATTGGTGAAT
GAAAGGGGGTTGAGACATTCGAGAGGAAATTATGGGGAGAATCTGTATGCTGCTTGGGGGCAATCTGCTAGCTGC
GCAAAAGCAACTTTATCTTGGTACAGCGAAATCAAAGACTACGACTTCAACCGAGGTGGGTACAAATCTGGCACT
GGTCATTTTACTCAAATCGTTTGGAAAGGAAGTACAAGGCTCGGTGTTGGCATAGCAACTAAGGGAAGCAAAGTT
GTTGTTGTTGCAAGATATTCACCAGCTGGAAACTTCATGAGAAGATTTAGAGAACATGTTCACAGGCAAAAACCT
GGCGCAAGAGTCCCTTCATTGAGTGAATTAGAAAATGGTTCAGTAAAGCCTCGTACTGACGGGCCACCAATGCCA
CAAACTAACCGCCCCAACCCACCACCACCTGAACCAACTCAAGGACCCGGACCGAATCCTCAACCAGGAACAAACA
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ATCTCTGCTTACATGCACACAATGTTCTAAGAGCACTCCATCAAAACACTGGCCAAATGGTATGGGATGATGAAT
TAGCACGTGGATCCGAACAATATGCCAGACAATTAGCAAGTGAAGGAGGATTGAGACATTCCAGAGGAAATTATG
GTGAAAATTTGTATGCCGCTTGGGGACAGTCTGCTAGCTGTGCAAAGGCAACTTTGTCTTGGTACAATGAAATAA
AGGATTACAATTTCAACCGTGGTGGATATCAATCAGGCACCGGTCACTTCACTCAACTTATTTGGAAGGGAAGTA
CGAGACTTGGTGCTGGAGTAGCAAAGAGAGGCAATATGGTTGTGGTTGTTGCGAGATATGCACCTCGGGGAAACT
TCATGGGAAGATTCGCAGAGCATGTACATCGACAAAATTACGGAGCAAGAGTGCCCTCTCTTGGTGAAATTGAAA
GTGGAGTGACAAATCCGTCAACTGGTGAACCACCTGTCCTGCCAAGGACTCACGGACCGCGGCCTGAACCACCTCC
AACAAATTGCAAAGACCAAAAATGGAAATGCCGATATTTCCGAAGCAAATGCAACAGGGTTTCATGGATTCGTGA
CATGT

nanos
03_aurelia_rc_finalASM_12850 + RACE

CGATAGAACATAATACCATCTGTCCTGCGTTGAGTTCACACAAGGTATTCAGAGCACCACTACTATTTAACGGTT
ATAAGCACCTGAACCAATTCGTTCCTGTTAATTGCCAAATATTCATCTACCGTTCACACTGGAGCTACGAACGTA
TCAATTTAAATTTGGAGAGACGCTACTTTCRTGGAATTGGTGTGCGTGCCTTGGAAATTCGGAGTGAGAATTGAT
TAGCGCGCATTATGCTGAGACAGAATTTATGAATGAACGGTTTATTTTGAAAAGCATTTCTGGGAAAGAGTCGAG
TAGTGTAGAGTTGCAGAGAGGAAAGTTATTTGCACGAGGAAAAGACAGGAAAACAGATTCCTATTGTGTGGGAA
ACTTTAATGAGAAAAAATCGTTACAATTCTTAAATAGATAGAAGAGAAATCAAGTTTAAATCTGGTAAGATGGG
AGATCAGATGTTAGGGACGCTATATACAACTGACTTTGTGTTCGCTACGAAACACGTGGAGGGAGACGACAAGGA
AAACATGCAGATCAAGAGCGAATTTCGAGTTTTTCGCGATTATTTAGGATTAATCAATTTAGTGCAGCCTGAAGG
ATTGTGTTCACCGTACGAAGATATGAGAGCGCCAATAATGTCGAGCTATAGCACAGAAAGTGACAGCAGTATTGG
ATATTCAAGCGATTGTGCTGTGCGAATGCCGAGCCGGAAAAGACTCGACAGCCTAGATTCTGATAAAAGTGAGAA
TTCACTCGGAAGTCGTGGGGATGGAGATATCAGTTTGATATTCGATTCAATAAGTTCACAAGAATTCCGACCATT
TAAGCCGTCCATCATAGGAGATTCTGTGTCAAGATCAGAGCTATTCTCAAATAGAGTGGGTGGGAAAATCGGAAG
AGCAGCGAAATCCACGACAGCTCTTTTGCCTAACGAAAAGCAGAGGGCAAATCAACGGCAAGTATGTGTTTTCTG
TAGAAATAATGGAGAAAGCAGAGAATTTTATAGTGGTCACACCTTAAAGGATGCTGAAGGGAATACTTCATGTCC
AATTTTGCGAGCATACACATGCCCCCTTTGCAAGGCTTGTGGGGACAAATCACATACCATAAAATATTGTCCAAA
ATATACCCCGAAACCAAAGGACAAAATTCTGCCAATTTAGACTGAAGCAAATGAACCCGAAATTGAATATTTATT
GTTGATGAATAAGTAGGCTTAATAAATGCATTTGTTGAATGAAAGAAATGAGATTAGAATATCGCCCATAGCAC
TGGGTTTTATTGAATTTAAAGAAACAGAACATTTCAAATTTGTAACCAGCGTTAATAAAGTATCAAAATTTCTGT
TTTGTTTTTTGAATGTTAGGTTGAGTAAAATTTTTTTTACTTTAGGAGAACTGTTTCGATGTTGTAAAAAAAAA
AAAAAAA

Klon Nanos (T7-SP6)

AACATAATACCATCTGTCCTGCGTTGAGTTCACACAAGGTATTCAGAGCACCACTACTATTTAACGGTTATAAGC
ACCTGAACCAATTCGTTCCTGTTAATTGCCAAATATTCATCTACCGTTCACACTGGAGCTACGAACGTATCAATTT
AAATTTGGAGAGACGCTACTTTCATGGAATTGGTGTGCGTACCTTGGAAATTCGGAGTGAGAATTGATTAGCGCG
CATCATGCTGAGACAGAATTTATGAATGAACGGTTTATTTTGAAAAGCATTTCTGGGAAAGAGTCGAGTAGTGTA
GAGTTGCAGAGAGGAAAGTTATTTGCACGAGGAAAAGACAGGAAAACAGATTCCTATTGTCTGGGAAACTTTGA
TGAGAAAAAATCGTTACAATTCATAAATAGATAGAAGAGAAATCAAGTTTAAATCTGGTAAGATGGGGGATCAG
ATGTTAGAGACGCTATATACAACTGACTTTGTGTTCGCTACGAAGCACGTGGAGGGAGATGACAAGGAAAACATG
CAGATCAAAAACGAATTTCGAGTTTTTCGCGATTATTTAGGATTAATCAATTTAGTGCAGCCTGAAGGATTGTGT
TCACCGTACGAAGATATGAGAGCGCCAATGATGTCGAGCTATAGCACAGAAAGTGACAGCAGTATTGGATATTCA
AGCGATTGTGCTGTGCGAATGCC

cniwi
F2X1FZHO02]JK691 & F2X1FZH02HOIRU rev

GAACTTTGGGCCTTGGAGATTCCAATGCGATCCGTAATGGTAGTCGGTATCGATGTTTACCATGATGCTGGAAAG
GGAGGCAAGTCAATTGCAGGGCTCGTGGCATCAACGAACAAGCAGTTCACCCGTTGGTATTCACGGGTTTGTAAA
CAACAACCAGGACAAGAATTAATTGATAGTTTGAAAGTCAGCTTCGCAGATGCATTGAAGAAATATCATGAGATT
AATCATGATTTGCCTGAGAGGATCATTGTGTACCGGGATGGTGTGGGTGATGGGCAACTTCATATCGTTGCCAAT
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TATGAGGTGTAGCAACTCTCAGAAAGCTTTGCACTCTTTGAGTCATATAAACCAAAGTTGGCCGTCATCGTTGTA
CAGAAGAGGATCAACATGAGAATCTTTGCTGCTAATGGAAATGGAGGTGGTCAGAGAAAACTTGATAACCCTCCA
CCAG

Klon Cniwi (T7-SP6)

GATTCCAATGCGATCCGTAATGGTAGTCGGTATCGATGTTTACCATGATGCTGGAAAGGGAGGCAAGTCAATTGC

AGGGCTCGTGGCATCAACGAACAAGCAGTTCACCCGTTGGTATTCACGGGTTTGTAAACAACAACCAGGACAAGA

ATTAATTGATAGTTTGAAAGTCAGCTTCGCAGATGCATTGAAGAAATATCATGAGATTAATCATGATTTGCCTGA
GAGGATCATTGTGTACCGGGATGGTGTGGGTGATGGGCAACTTCATATCGTTGCCAATTATGAGGTGCAGCAACT

CTCAGAAAGCTTTGCACTCTTTGAGTCATATAAACCAAAGTTGGCCGTCATCGTTGTACAGAAGAGGATCAACAT

GAGAATCTTTGCTGCTAATGGAAATGGAGGTGGTCAGAGAAAACTTGAT

sox I1
02_aurelia_rc_final_rsASM#1_4675 rev + RACE

ACCAATGAACGCGTTTATGGTGTGGTCACGTGAAAGAAGAAGAAAGATGGCGCAACACAACCCTCGAATGCATAA
CTCGGAAATTTCAAAAATTCTTGGTGCAGAATGGAAAAGACTTCCCGATTCAGAGAAAAACCCCTATATTGACGA
AGCAAAGCGACTACAAGCTGAGCACAGTAACCAACATCCTAATTACAAATATAAGCCAAGGCGGAGAAAAGCGAA
ACAGATAATGAAGAAGGATAAATGGGGTTCCCATACCCTGGTGCAGACCCAAACATGGCAACAACGATCAAATTC
CCATACCCATCACCGTTTCCTCAAGATCCAATGTACCCCTTGTATAATATGACACCCGCTGCGTATCCACTGTATG
ATACATGTGGGACTTTGACAGCCTTACCAAGACAGACCATGATCTCCCCGCCTGGACAACCTCGACATTCCAGCTC
ATCCAACACGCATGATTTCTACACGTCAATGGCCATGCAATCAAGAGGTGCGGCTTCTACTGCCTCGGAGGTGAT
GTCCTTGCAGACGCGTTATGCTAACCCTATGGATGTAGCTGTTACCCAGGCTCCTTTCACAACGACGCAGAGCATG
CATGTGCCTGCACAAGATTCACCAASGGTCAGCAGTTATTCGCAGATGTATGCGCAACGACATTTGTAAGGAGAT
TTTGGGAAGACATGAMAGACCGAGAATTTTGATGGTGGCTCGATCGTTGGATTCTATAAACTAAACAGTGAGAT
CATAACGAACAGAGAGGCAAGGAGAGAAGATAATTCACTGATGCTTGGACAAGCAGCACGATTTTTTAACAATA
AGAAATAAGATGTACTCAATTGATATTAGCAAAAACTGACTTTGCTAGTCGCYCGGATGTATATGTTTTTACAGA
CAGGGAATAGTCGTTGAATTTTTAGCATTAAGTACGTTTTTTGGCAGTTAAGCATTAACTCAAGTTATCGTGTTT
TAATTTGCATTATAGATAATTAGAATGTGGGGGATGAAAGTGTTTTATTTCATCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAATTTCCTGCGGCCGCG

Klon sox II (T7-SP6)

TCACGTGAAAGAAGAAGAAAGATGGCGCAACACAACCCTCGAATGCATAACTCGGAAATTTCAAAAATTCTTGGT
GCGGAATGGAAAAGACTTCCCGATTCAGAGAGAAACCCCTATATTGACGAAGCAAAGCGACTACAAGCTGAGCAC
AGTAACCAACATCCTAATTACAAATATAAGCCAAGGCGGAGAAAAGCGAAACAGATCATGAAGAAGGATAAAAT
GGGCTTCCCATACCCTGGTGCAGACCCAAACATGGCAACAACGATCAAATTCCCATACCCATCACCGTTTCCTCAA
GATCCGATGTACCCCTTGTATAATATGACACCCGCTGCGTATCCACTGTATGATACATGTGGGACTTTGACAGCCT
TACCAAGACAGACCATGATCTCCCCGCCTGGACAACCTCGACATTCCAGCTCATCCAACACACATGATTTCTACAC
GTCAATGGCCATGCAATCAAGAGGTGCGGCTTCTACTGCCTCGGAGATGATGTCCTTGCAGACGCGTTATGCTAA
CCCTATGGATGTAGCTGTTACCCAGGCTCCTTTCACAACGACGCAAAGCATGCATGTGCCTGCACAAGATTCACCA
ACGGTCAGCAGTTATTCGCAGATGTATGCGCAACGACATTTGTAAGGAGATTTTGAGAAGACATGACAGACCGAG
AATTTTGATGGTGGCTCGATCGTTGGATTCTATAAACTTAACAGTGAGATCATGACGAACAGAGAGGCAAGGAGA
GAAGATAATTCACTGATGCTTGGACAAGCAGCACGATTTTTTTAACAATAAGGAATAAGATGTACTCAATTGATA
TTAGCAAAAGCTGACTTTGCTAGTCGCTCGGATGTATATGTTTTTACAGACAGGGAATAGTCGTTGGATTTTTAG
CATTAAGTACGTTTTTTGGCAGTTAAGCATTAACTCAAGTTATCGTGTTTTAATTTGCATTATAGATAATTAGAA
TG

KLF13
F2K13CNO2GKLVA

ATACATGTTTGTTCATATGAAGGATGTGAGAAAGTGTATGGTAAAAGTTCCCATCTAAAGGCACATTTACGCACG
CATACCGGCGAACGCCCGTTCCATTGCAATTGGAATGACTGTGGGAAAAAATTTGCGCGATCGGATGAACTCGCG
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CGTCATTACCGCACGCATACAGGCGAAAAAAGATATGTTTGTCCCGTTTGTGAAAAGCGTTTCATGAGGAGTGAT
CATTTAACAAAGCA

Klon KLF13 (T7-SP6)

CATATGAAGGATGTGAGAAAGTGTATGGTAAAAGTTCCCATCTAAAGGCACATTTACGCACGCATACCGGCGAAC
GCCCGTTCCATTGCAATTGGAATGACTGTGGGAAAAAATTTGCGCGATCGGATGAACTCGCGCGTCATTACCGCA
CGCATACAGGCGAAAAAAGATATGTTTGCCCCGTTTGTGAAAAGCGTTTCATGAGGAGTGATCATTTAACAA

RFamid
celera_v01_contig_11246

ACATTCATCCGGTGAAATCACACCTACAGGGTTGCACATAGCTCAACGGCTTCATATAAGTCGGAACAGAGAGAG
GTACGGACAGCTCAAGAACGAAAGGACAGTGAGAAGATCTCGTCATAAAGAAGACCTTCCAACACAACTTGTCAT
CACAGAAAAAAAGAACTTGGCCTGGCTCCAAGTCACAATCAAATACTGGGACATACAATACGAGGTGTATTCGAA
AATCTCAAGATGAAACTCACCTTGCAAATAGTGCTGTGCGCTATTTTTGTAACTTATGCTCTTTGTGAGTCAACT
GAGAAGAAAGAAACAAAGGAGGCTCAATCCGAGAATGAGAAGTTGGGACCAGCTAAGAGGGCACTTGAGCAGTG
GCTCCGAGGCCGATTTGGAAGGGAGTCAGGAAAAGAACCAAGAGAGTTAGAGCAATGGCTTCGTGGCCGCTTTGG
CAAAAGGGAAAACAGCCAATGGCTTCGAGGTCGGTTTGGAAAGGAGGCTGAGCAATGGCTGAGAGGCAGGTTTGG
AAAAGAAGCAGGCGAGAACGAGGAAGCCCTTGAGTCAGAATTTGAGCAATGGTTAAGGGGTAGATTTGGAAAGG
AGGTTGATGAACAGTGGCTTAGAGGTAGGTTTGGAAGGGAGGCTCTGCAATGGCTTAGGGGGCGATTTGGACGTG
AGCTTGCTGAGCAATGGCTTCGTGGAAGATTTGGAAAAGAGGCTGAGGAGCAATGGCTGCGTGGAAGATTTGGAA
AGGAGGCTGAGGAGCAGTGGCTGCGTGGAAGATTTGGGAAGGAGACTGAGGAGCAGTGGCTGCGTGGGAGATTC
GGTAAAGAATCAGAAGATGAGGCGGAAGAAAGTCAATGGTTACGAGGGAGGTTTGGAAAAGAGGCTGAACAGTG
GCTTCGTGGGAGGTTTGGGAAGGAAGCAGCAGACCAATGGTTACGCGGGAGGTTCGGAAAGGAGGCTGCTGACCA
GTGGCTCAGGGGTAGGTTTGGTAGAGAGGCTGATAAGCAGTGGCTTAGGGGTAGATTTGGTAAAGAGGTGAATG
AGCAATGGTTGAGAGGCAGATTCGGAAGAGAGGCAAATGGGCAATGGTTGAGGGGAAGATTTGGGAAAGAGGCA
GACAAGCAGTGGTTGAGGGGAAGATTTGGAAAAGAGGCAGACAAGCAATGGCTTCGCGGCCGTTTTGGAAAGGA
GGTTGATGAACAATGGCTTCGCGGAAGATTTGGCAGGGAGATTGAGCAATGGCTCCGTGGTCGCTTTGGGAGAGA
AGAAGGTCATGAGAAAATGACAAGGGAATTGGAGCAATGGCTACGTGGTCGTTTCGGAAGAGATGCTGCAGATC
AATGGCTGCGTGGTCGCTTTGGAAGAGGAGAGAAAACATCCGAGGCCTTGCCAAAGAGAACTGATGCCAAAGATT
CGAAGACACACGAAAAGAAAAGTGACGATAGATATGAAAGTGAATTAAACTCCGCTGTAAAAGCAGCAAAAAGT
AGTTGAACTGGTCATTTCAAAGAAATTAGTATGGCAAGAAAATATAATTAATTTGTGCATTCTCTTAAGGAAAA
AGACCTTCTTTCATCGAACTATGGACTAAATGTAAATTGTATTTATAACAGAGAATCATGTTACTAATATGTTAT
TATATGCTTTCAAGAGGTTATAGCCTCGCAGAGTTCGTAGGGTATCAGTGGTATTAATAATCTGCTTACGTAGAG
GACGGGTTAGAGATCTTCATTATCAGTAGCAGAATCAGTTGAGCAGAAATTTAATGAAATTAGATTTGGTTCTAA
CTTATTTCTCCTTCTTTTACTATCGATGCCATAGAGCCATTGCTCAATCTCCCTAGCCAAAAATAATGAGCATAGT
GATCAACTGTAGTTCTGTACCCATGCATTTTAGCAACTGGGTTACTAGGACCCAGTCCCCAAAATTACATGGCTT
TTACATGACGACATAAAATGGCGGAGTTGAAACTCAGTTCCCAGCAAGTTGGAACACGATGGTACCAGTTTTAAT
AGCTGCACACTGCACTGCAGAAAGACAAGAAATCTATGCCTCTGTGTGGTGTGGCAGGGCGATTGTGTTGGAAAG
CTTGAAAAATGACCAAAAATAATGGCACCTCAGTCACATTAACGTCTTCACTACATTTGAACAAAACATTTGCTT
GAACTTATAGCCTCGTTGGAGAAATTGTGTTTCCTCAATCTTTCCTAAACAGCTATCTTTTCCTGAAAAGTTAAG
AGTGCTGCAGAAATAAATTTCAATGCAAAACATAGTTCATTTTGAATTAGCTTGTCGACTCTCAAGAGAACGATT
CACAGACAGTAGACTGTATTTGAAGTGAACATGAATAAAACTTTAACTGGCATATCGACCAAGAAAGGTCCTAGC
CTACTCTAAGGCTCTAAGCACAATCTTCAAATACTGTGTTTTTTTCAATTTTCTTTGTATACCTTCTTTCTTATGG
GTTTCTCTGTCGAAGAACAGTAAAAGTATTTAAGTTACATCTAAACAGAAAAGAGAATTAAATAAGTCATAAAG
TAAGATAAATTGCACTCAAGAAATTTCCTTTATATTAATTACTAAACAGCAACATTTCATTGTATATCATTTATT
AGTGATTTCTTATTTTCATCATAGATTATAAACGATTGAAGTCATATCGAAAAAGTAAACAGTAATGGTC

Klon RFamid (SP6-T7)

ATGAAACTCACCTTGCAAATAGTGCTGTGCGCTATTTTTGTAACTTATGCTCTTTGTGAGTCANCTGAGAAGAAA
GAAACAAAGGAGGCTCAATCCGAGAATGAGAAGTTGGGACCAGCTAAGAGGGCACTTGAGCAGTGGCTCCGAGGC
CGATTTGGAAGGGAGTCAGGAAAAGAACCAAGAGAGTTAGAGCAATGGCTTCGTGGCCGCTTTGGCAAAAGGGA
AAACAGCCAATGGCTTCGAGGTCGGTTTGGAAAGGAGGCTGAGCAATGGCTGAGAGGCAGGTTTGGAAAAGAAGC
AGGCGAGAACGAGGAAGCCCTTGAGTCAGAATTTGAGCAATGGTTAAGGGGTAGATTTGGAAAGGAGGTTGATG
NACAGTGGCTTAGAGGTAGGTTTGGAAGGGAGGCTCTGCAATGGCTTAGGGGGCGATTTGGACGTGAGCTTGCTG
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AGCAATGGCTTCGTGGAAGATTTGGAAAAGAGGCTGAGGAGCAATGGCTGCGTGGAAGATTTGGAAAGGAGGCT
GAGGAGCAGTGGCTGCGTGGAAGATTTGGGAAGGANACTGAGGAGCAGTGGCTGCGTGNGAGATTCGGTAAGAA
TCAGAGATGAGGCGGAAGAAAGTCAATGNTTACGAGGGAGGTTTGGAAAAGAGGCTGAACAGTGNCTTCGTGGG
AGGTTTGGGAAGGAAGCAGCAGACCAATGNTTACGCGGGAGGTTCGGAAAGGAGGCTGCTGACCAGTGGCTCAGG
GGTAGGTTTGGTAGAGAGGCTGATAAGCAGTGGCTTAGGGGTAGATTTGGTAAAGAGGTGAATGAGCAATGGTT
GAGAGGCAGATTCGGAAGAGAGGCAAATGGGCAATGGTTGAGGGGAAGATTTGGNAAAGAGGCAGACAAGCAGT
GGTTGAGGGGAAGATTTGGAAAAGAGGCAGACAAGCAATGCTTCGCGGCCGTTTTGGAAAGGAGGTTGATGAAC
AATGCTTCGCGGAAGATTTGGCAGGGAGATTGAGCAATGGCTCCGTGGTCGCTTTGGGAGAGAAGAAGGTCATGA
GAAAATGACAAGGGAATTGGAGCAATGGCTACGTGGTCGTTTCGGAAGAGATGCTGCAGATCAATGGCTGCGTGG
TCGCNTTGGAAGAGGAGAGAAAACATCCGAGCCTTGCCAAAGAGAACTGATGCCAAAGATT

LWamid
celera_v01_contig_19898

AGAAAATCAACCACCAGGTACTTGGAGAAAAGAGAAAATCAACCACCCGGCACATGGCGTAAGAGAGAAAACCAA
CCGCCAGGTACATGGCGTAAGAGAGAAAATCAACCGCCAGGCACATGGCGTAAGAGAGAAAATCAACCACCAGGC
ACATGGCGAAAGAGAGAGAATCAACCGCCAGGCACATGGCGTAAGAGGGAAAATCAACCACCAGGCACATGGCGT
AAGAAAGAGGAAAGAATCGCAGAAAAACGGCGAAAAATAGATGAGAAGTATCTGCAAGACGCTCTCGAAAATAG
GCTAAAGCATCGTCTTGAAGAGGAGGCAAAGAAGATCAAAGAACATGAAGGCAACACTGAGGAAATTGCAGATC
TGTTAGCGAAGAAAGCAAAAGACGATAGGAAGAAAATATTAGCACGGTACAGAGATTTGGTTCAAGAATTAAGA
GAAACTTTAGAAGATAAGAGAGACTGAAATATGTTTTGCTATAATGACGGTTAAACTTCTAAATCTAGCAATCTA
GAGGTGAGCTGGAAGCTTCATGATAAAGTATTAAAGAATCTATGGTTTAATGTGTTGTAAA

Klon LWamid (SP6-T7)

GGAGAAAAGAGAAAATCAACCACCCGGCACTTGGGGTAAGAGAGAAAGTCAACCGCCAGGCACTTGGAGAAAGGA
GAAAATCAACCACCAGGCACATGGCGAAAGAGAGAGAATCAACCGCCAGGCACATGGCGTAAGAGAGAAAATCAA
CCACCAGGCACATGGCGTAAGAAAGAGGAAAGGATCGCAGAAAAACGGCGAAAAATAGATGAGAAGTATCTGCG
AGATGCTCTCGAAAATAGGCTTAAGCATCGTCTTGAAGAGGAGGCAAAGAAGATCAAAGAACATGAAGGCAACA
CTGAGGAAATTGCAGATCTGTTAGCGAAGAAAGCAAAAGACGATAGGAAGAAAATATTAGCACGGTACAGAGAT
TTGGTTCAAGAATTAAGAGAAACTTTAGAAGATAAGAGAGACTGAAATATGTTTTGCTATAATGACGGTTAAAC
TTCTAAATCTAGCAATCTAGAGGTGAGCTGGAAGCTTCATGATAAAGTATTAAAG

9.2 Sequenzen der potentielle Promotoren und Terminatoren

tubulin
Cl2Contig1 rev (Planula EST),
aurelia_bs_polyp_run090409_34 (bs Polyp Transkriptome)

CCGAGGCTCGACCGTTGCTCGAAAGAGTGGAAGAGGCATTCTCGAAATTTACTAACTTGTTTTTAGAACAGCAAA
CAAAAAGCCAAGATGCGTGAATGTATTTCTATCCATGTTGGCCAAGCTGGTGTCCAGATCGGTAATGCTTGCTGG
GAATTGTACTGTCTAGAACATGGCATCCAACCTGATGGCCAAATGCCAAGTGATAAGACCATTGGAGGTGGTGAC
GATTCCTTCAACACATTTTTCAGTGAGACTGGTGCAGGAAAGCACGTCCCAAGAGCTGTCTTTGTTGACTTGGAA
CCCACTGTTGTAGATGAGGTCAGAACTGGCACATACAGACAACTATTCCATCCAGAACAATTGATCACAGGAAAG
GAAGATGCTGCAAATAACTATGCACGTGGACATTACACTGTTGGAAAAGAAATCATTGATCTCGTTTTGGACAGA
ATCAGAAAGTTGGCAGATCAGTGCACAGGTCTCCAAGGATTCCTGATCTTCCACTCCTTTGGTGGTGGTACGGGA
TCCGGATTCTCCTCACTTCTTATGGAACGTCTCTCAGTCGATTATGGAAAGAAATCAAAATTGGAATTTGCCATC
TACCCAGCACCCCAGATCTCCACTGCTGTTGTTGAGCCATACAACTCCATCCTGACCACTCACACCACCCTGGAAC
ACTCTGACTGCGCTTTCATGGTTGACAATGAAGCCATCTATGACATCTGCAGGCGTAACCTGGACATTGAACGAC
CAACCTACACCAATTTGAATCGTCTGATTGGCCAGATTGTGTCATCTATCACTGCATCCCTCCGATTTGATGGTGC
ATTGAATGTTGACTTGACTGAGTTCCAGACCAACTTGGTGCCATACCCACGTATCCATTTCCCATTGGCAACCTAT
GCACCAGTCATCTCTGCAGAGAAGGCATACCATGAACAGCTGACTGTTGCTGAGATCACCAATGCTTGCTTTGAG
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CCAGCCAACCAGATGGTGAAGTGTGACCCACGTCATGGCAAATACATGGCTTGCTGTTTGTTGTACCGTGGTGAT
GTTGTGCCAAAGGATGTCAACGCTGCCATTGCAACAATCAAAACCAAGAGAACCATCCAGTTTGTCGACTGGTGT
CCAACTGGCTTCAAGGTCGGCATCAACTACCAACCACCAACTGTTGTCCCAGGAGGTGATTTGGCTAAGGTGCAG
AGAGCCGTTTGCATGTTGAGCAACACCACTGCCATTGCTGAGGCATGGGCACGACTTGACCACAAATTTGATTTG
ATGTACGCCAAGCGTGCCTTCGTCCACTGGTATGTAGGAGAAGGTATGGAGGAAGGTGAATTCTCAGAGGCCAGA
GAAGATTTGGCTGCACTTGAGAAGGATTACGAAGAGGGTTGGTGTTGACTCCATTGATGCAGAGGGAGAAGAGG
AAGGCGAAGAGTACTAAATGAACTGAAAACAAAAACTTGGACTGTCCGTTACATGTTTGTACACATTGAAAATGT
TATGAAATGTTTGAAAAGGAAGGCAAAGTGAAACAAGTAT

Genomische Sequenz tubulin 5° potentieller Promotor (Intron)

GGCACTACAGTCTTTTGGTCATGCATGAAGTTAGCTGATTGGTCAATTATCGTAAAATATGGGCAAAACTTATTT
CGCCCTCCCAGCTCAACAACAGCAACAGGTACTTCAAACATTTAGGCCTGTTGTGAAAAGAACGAACGAACATGT
GATATGAATTCTGTCAAAACTCTTCAAAANCAGCCATTCTCCAAAAGAAGTCTGGAAGGGAAATTAGAAATAAA
GCCTTTGGGGCCAGATCGACCAGATTTGCTGACGAAGTCATCATCGCGTAGATTTACGAGGAGCNGGTATTCTAG
GTACGAGTGGGTTACAGGTTGTGGCGAGTCTGGAAAGGTTTGTTGTTTTCCTTGCCTTCTGTTTGGCGAGTCTCA
GCGAGAAGAGCACAATTTCAGGAGAGCAAAATTNCAAGACAGGAGAGCAAAATCTCTCTTTAAGTGATAAAAAT
GACCTCTGAAAATTTTTACTCCTATCTGTGTGTTGCCAAATTTTGTTGTGTTTTACAATGTTCTTTAGAGAGAAA
TAAAAAACTTTTTTACAGAAATTTGAGAGCAATTGTTTAACTCAATCAAGGCAAGAAAATATCTTCCAAGCCGTT
CTGCCATAGGTGGGCACTTGCAGAAGAAAAACTNGGTCTGCCAAAAGTNCTACTCAAACTTTCTGGAAAATATAT
GAAAAAGGCCGTTGCCTGTGNTTTCCGAGCGTTTGAAGGGCGTGGTCACTAAAAATTTTCCCCAGACCCCTTCAC
TTTCCCACAGTTGCCCCACCAAATATTTTCATCACCAGCCGCCACTGATGAAGGAGCTTACAGTTTCCACGCAACA
GAAATGCATCATCTCTTGCAATCCATATTTGGCAAACTTGACGACAGCACAAATAGCAACGTGGTTTTGGCAAAT
AGACCAATCAAATCACATGAATTCTGGGTTGCCTTAGCTACCGGTGAAGACGTCCATTTAGACCAATCAGATTTG
ATTTTCGGTCTCATATCACGCGAAGATGAACCAATCAGATTAANGATGCGACGGTTGACTGAATAGCTGGGGTGA
TTGATTTATGCGTGGAAATCCGTTGAAGNTTCATTTCAAGATTCTCTCTGCTCNCGAACCGTTGCTCGAAAGAGT
GGAAGAAGTATTCTCGAAATTTACTAACTTGTTTTAAGAACAGCAAACAAACAATCAAGATGGTAAGTATCTAA
ACTCATTTGTCAACACTTGAGACACTTATCTTGGCCGAATTTTTGCAAGTTTTAGGGACAATTGAGGTGGAACGA
GACGCACTTGCTCGCAGCTGCCATGGCCTAAAAAATGACGCCTAGAATTCTTAGTGACAAATTGTACCTTTCTTT
ACGCAATTTGGTGACTAAAGCAAGGAAAATAGAACCTAATGTTGTTCTCTTAGTAAGGAGCATGTCATAAGAGA
ATTTCTTTGAGTTTATTTCGCTCTAAGCCAAGGTTTTGAGTGCAGGTCTCGAGTTTGATGATGATGATGATGTTG
GCTCCAAAGCGAAGCAGGCCTGTACTTGCATCAGGCTGCATGGGCGGGTTCATGCACGAGTTAGCCTCACGAGAT
GGTGGCAAATGGGCTTAGGGCAGGGCAGCAAGTGAAAGCAAAGCAGTGCGAAATATGTTGATGGAGAAGGGTTC
ATTTTTACAGGAGTTTCAAAGGAGAACCAGAAAGTTTCACACGAAAATTTGAAAGAGTTCCCTGTTGTTATGGAA
ATATAGAAGCCACAAATAAAACACAATTTGTTTTCTTTCTATGGTAACAAACATTTTCAAGTACAATATATTTCT
AAAGATCTTCATGAATCTTTCTTTCGTCCTAGCGTGAATGTATTTCTATCCATGTTGGTCAAGCTGGCGTCCAGA
TCGGTAATGCATGCTGGGAATTATACTGTTTAGAACATGGCATCCAACCTGATGGCCAAATGCCAAGTGACAAGA
CCATTGGAGGTGGTGATGACTCCTTCAACACATTTTTCAGTGAGACTGGTGCAGGATAGCATGTCCCAAGAGCTG
TCTTTGT

Genomische Sequenz tubulin 3* potentieller Terminator

CATTGCAACAATCAAAACCAAGAGAACCATCCAGTTTGTCGACNGGTGTCCAACTGGCTTCAAGGTTGGCATCAA
CTACCAACCACCAACAGTTGTCCCAGGAGGTGATTTGGCTAAGGTGCAGAGAGCCGTGTGCATGTTGAGCNACAC
CACTGCCATTGCTGAAGCATGGGCCAGACTTGACCACAAATTCGATTTGATGTATGCCAAGCGTGCTTTCGTCCAC
TGGTATGTAGGAGAAGGTATGGAGGAAGGTGAATTTTCAGAGGCCAGAGAAGATTTGGCTGCTCTGGAGAAAGA
TTACGAAGAGGGTTGGTGTTGACTCCATTGACGCAGAGGGAGAAGAGGAAGGTGAAGAATACTAAATGAACTGA
AAAGTAAAACTTGGACAATCTGTTTAAATGTTTGTAAACGTTGAAAATGTTGTGAAAAGTTTGAAAAGAAGGCA
AAGTGAAACAAGTATAAAAAAAAGCTTCATATTTTCTTTCTTGTTATTTTCCTTCTTAACTAACAATAAGATTGT
GCTAAAGATGTCTGGAAATTTTTACCAAGATCATTTGCATCGACAATCAAATCCATTAAAATGCGGTGGGATGCA
AAGGATTGTGGTAATAAGTTCTATTTAACTTCTTTGGTGCAGTTGCCTTCTTGATTTTTGAGAGATTTCTTGGTG
CAAATTGCAAGATAATCATTTGACTAGCATGTGCAAGTTCTTACCAAAGCAGGAAAGTGATAAAAAGAGACCAA
ATCATTGCTTTGTGATCAAAGTTGGTAGTCGACGTTTAGTGCTGCAAATTTCAGCTTGGTACTTCTGTGGAAATA
AATTATATCCATCTGAAATATGGCTGCACTAAGGATGGTAGCAGGATTTTTGGTATGATCCATTCCATGGNAAAT
TTACCAGTCACATCGATAGAC
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aktin
CL1Contig2 (Planula EST),
aurelia_bs_polyp_run090409_49 (bs Polyp Transkriptome)

TTAGAAAACTTTCTTACTCAACCAAACTCACAAATTCAACATGGGTGATGAAGATGTAGCAGCTCTCGTCATCGA
CAATGGATCTGGTATGTGCAAGGCAGGTTTCGCTGGAGATGATGCTCCAAGGGCTGTCTTCCCTTCCATCGTAGG
AAGGCCAAGACATCAAGGAGTTATGGTTGGTATGGGACAGAAGGACTCGTACGTCGGAGATGAAGCTCAAAGCAA
AAGAGGTATCCTCACTCTGAAATACCCAATCGAACATGGAATCGTCACGAACTGGGATGATATGGAAAAGATCTG
GCATCACACTTTCTACAATGAACTTCGTGTCGCCCCAGAGGAACATCCAGTCTTGCTCACAGAAGCCCCACTCAAC
CCCAAAGCTAACAGGGAAAAGATGACACAGATCATGTTCGAAACCTTCAACAGCCCYGCMATGTACGTTGCCATC
CAAGCYGTMCTSTCSCTGTACGCCTCCGGTCGTACMACCGGTATCGTCCTYGATTCCGGAGATGGTGTCAGCCACA
CAGTCCCAATCTAYGAAGGTTATGCCCTTCCCCATGCCATCATCCGTTTRGATTTGGCTGGACGTGACTTGACCGA
CTACTTGATGAAGATCTTGACCGAAAGAGGATACTCWTTCACCACCACTGCCGAAAGGGAAATCGTCAGRGACAT
CAAGGAGAAACTCTGCTATGTCGCACTCGACTTCGAACAAGAAATGCTCACAGCATCAACCAGCTCAAGCTTGGA
GAAGAGCTACGAATTGCCTGATGGACAGGTCATCACCATCGGAAACGAGAGATTYAGRTGCCCAGAGACMCTCTT
CCAACCYTCATTCATCGGAATGGAATCRAGCGGAATCCACGAGACMACATACAACTCRATCATGAAATGCGATGT
CGACATCCGTAAGGACTTGTACGCCAACACCGTCTTGTCTGGAGGTACGACTATGTTCCCAGGTATCGCCGACAGG
ATGCAGAAGGAAATCGCCTCCCTCGCACCATCAACCATGAAAATCAAGATCATCGCCCCACCAGAGAGGAAATAC
TCTGTATGGATCGGAGGTTCCATCTTGGCCTCACTCTCCACCTTCCAACAGATGTGGATCTCAAAGCAAGAATATG
ACGAATCCGGCCCATCCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTCGAGAACTATGTGT
TCGAACCGTTTCAGTTTCAAAACTTTTCTCACTCACGTCTCTCCTTGTTATATATGGTTGATAATTTTGCAAATCA
TTTCATTGTTAGTTTTGTACTGTGTATATATGTCCTCAAGTAGGGTGATCATTTGAGACAAGCTATATATAACAA
GAAGTAAATTCAAGCACCTCAATCAACTGGCTTATGTTCTATGTTGTCAGTCTCTCTGATCGTCGTTATTTATAT
TAATGCGAAATTAACGATATTTGTTCCAAGGTTGAGGCCAATTCTTCAAGTAATTGTAAATTTTCGAAATGTGAC
GTTATTTTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Genomische Sequenz aktin 5° potentieller Promotor (Intron)

GGAAACTTTTGGTAGCAACAAAATGTTCTAAAATTTAAGAAACTTTCTACCAGCCTGGACCAGCCTGAGTTTCTT
ATAAAAATTCATGTTAGGAGCAAAGAAGAAACATTCGCAGTTTCGCGTAGGCCATCGAAGCTTTCGTGTTTTATA
TCATCTAGCCAAATAGCTTCATGCCGAAGCAAAGTTTTTTTCATGACNGCACTCATTTTTTTTATTAGAAACAGC
TTATAAGAAACAGTAGGCTCAATTTTTCAAAACNTAGTGAGCTATCCCACCTGAATTAAGACAGCTAAGAAACTT
TCGTAATTTGTAGCTTTAATTTTCCCAAGGTCACTTGAAATGTTTCGACACTGTACAGTAATAGTAAATGTTTTG
GCATTGTTTTGAGTGCGAATTAAGTTATAACATGTTTTGAGACCTTACAAGGTTACAAAGTAATTTGTAATTCGT
AAGCCCTTCTAACAAAAATATATTCGCTCTACATAAGAAACTTTTGGTAGCAAAATGGCCCTAAAATTTAAGAAA
CTGCCTACCAACCCCGGACCTAATAAGCCGATTCAAGCATTTCCTTTTGCAATCCTTTGCAATGGCAAACCACAAA
AGTGTAGGATTTACTGGTTTTTAATTAATATTTCGTTCCGAAAAATTTATAATTTTCTGAAGCTCCAAGGGCCTC
CTTCTTTGTTAGACGATTTAAAACACGAAAGCTTCGATGGCCACTTACATTTTTTAAAAGAAACGGCAAGTTTCT
TAAATTTTAGGACATTTTTGCTAACAGTTTCTTATGAGTTCCAATTCATGCGTGGGACTTTCCAATTTTAGATTT
TTAATGGTCTGACGTCTAATTGTAGAATTATTTTATTTTTGTTAAACAGATTCCAAAAGTACATAGTAGTAATAT
CTCAAAATATTAACAGTAAATGTTCAATCGTGAGCGTAGTTGCAAAAGAAAAACCTAACCAAGAAAACAAACTA
ATTTATAAGTAGAGCCTGAAGCCCTGAATTGATCGTTATCATCTGCAAACCATATCTATTTGAAGCAGATTCGGT
ACGCGATAAATTTCGACAGCTTTTCTGTACGTCCAAAATATTTTGATAGCTTTTCTGTACTTCCCAAAGCATTGA
ACTTCTTCAGCAAATGGCCTGGACTTGCTCAAGTCTGATTCAAATGAACCAGAACAAGGAAATGAAACACAGAGC
TAGCTTTGCGGTCCCAGGCTTCGAGGGCTGCGGGTAAATAGCCCTTGAACGACACCAAAATATTCATTTGAAAAC
CACCTGCACGAATTGTCTAAGCCTTTTCAAATCAATAGTTCCGAATAACCCAATCAGAGAGCAGTATTTTCAAAA
CTAGCCAATTAGCGTGGGACAACTTGTCCTGTGGGGATTACTCGAATGTGAGTGAATTATTGAGGCGGACCGTTA
TATCCTTGTTAGGTATGCTAAACATGGTGCGTAAACAAACAATGCATTCGATTACCGGAAATTGCCTTATTTGGT
CATATCGCTGGAATCGCTCACATGGCCAGCCTATACATATGAGCATGTCGAACAGTTGAACATTCTACTTGAAGT
GAAACTTCGAAACGGTAAGANCCGCACAGCTTTTAGAAAACTTTCTTATTCAACCAAACTCACAAATTCAATATG
GGTGATGAAGATGTAGCAGCTCTTGTCATCGACAATGGATCTGGTATGTGCAAAGCAGGGTTCGCTGGAGATGAT
GCTCCAAGAGCCGTCTTCCCTTCCATCGTAGGAAGACCAAGGCATCAAGGAGTTATGGTTGGTATGGGACAGAAA
GACTCGTACGTTGGAGATGAAGCTCAAAGCAAAAGAGGTATACTCACTCTGAAATACCCAATCGAGCATGGAATC
GTCACTAACTGGGATGATATGGAAAAGGTAAATATTTTGATAAGATATTCGCAAAATATTTCTTCCCAAAACTCG
TTTGAAGTTCCATTTTTATCAACCATTTGAGAGATGAAAATATTTACGACTCGTTCCCTTCCTCGTAGATCTGGC
ATCACACTTTCTACAATGAACTTCGTGTCGCCCCAGAAGAACATCCAGTCTTGCTCACAGAAGCCCCACTCAAC
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Genomische Sequenz aktin 3* potentieller Terminator

CATCCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAA
TATCTCGAAGGAAATTAAATCAAGAACTATACGTGTTCGANCCGTTTCAGTTTCAAAACTTTTCTTCTCACTCAC
GCCTCTCCTTGTTATATATGGTTGATAATTTTGCAAATCATTTCATTGTTAGTTTTGTACTGTGTATATATGTCC
TCAAGTAGGGTGGATCATTTGAGACGAGCTATATATAACAAGAAGTAAATTCAAGCACCTCAACTGGCTTATGTT
GTCTTGTCATTCTCTGATCGTCGTTTATTTATATTAATGCCAAATTATCGCTATTTGTTCTANGGTTNAGGCCAA
TTCTTCAANGTAATTGTAAATTTCGAAATGTGACGTTATTTTTGAAGACAGTTTCTAAATTTCTATTCGACTATT
TGTCCATCTCTACCTACTGTGTTTTGGTGTGTAATGTTTAACCCGAGCTTTGAGCTAAGAATTTTCTGAAAGTGT
TATGTTTTCGTTCCTGTTTGAAGTAAAATGATAAACTTTATTTAGTATGAAGAAAAATAACGAAAAAATAGAAC
TGTTTCAATGCGCGTTTTTGACACTGAACAGACGACCAAAGACTTGAAATTGTCAAGGTGGGAGGAATGGTTGTT
GAAGTGATCGCTTGTCCAAGAAGTGTCCAAGAAATATTCTTGAATATTTGGAGGGAAGATGGTTCAACGAAAAT
GTTTGTTGACAGAGTTTGCAAAAATTGTGTCAAGATCTTACTGTACAACTCGAAAAAAAGCTTGAAGCTCTTTTA
GAAAATAGTTGACCAGCTCATTGTTGACTATAGGCGATACTACAAATTTTGTTAATGGCACTCGCTAGAGAAAGC
TCATCTTGCTCTAACGGTGCACAAAAACGATGATTGTTACTCGCCAGACTCTTGTTCATCGTAACAAATGGGAAC
AAATGTGCCAACTACCAAAAAGGATATGGCAGAAAAGTCAACTTAAAGCCAAATTATAAAAGAAAACACAAATC
CAACGAGAAATAATGAACTGATTTTATATTGAGATCAAACCTGAAGGAAAACACCTATACTTCGTGTTGATAGTG
CTTGCAACCTATTGCTCTTCTATGCAGAGGTTATCCAATTAGTCATTTTTCCTTCGCAGTAATTCGGCTGCC

aktin
aurelia_bs_polyp_run090409_21 rev (bs Polyp Transkriptome)

AGAGTACGCGGGGACTTTGAGCTCAGCTGAAGTAGAAGAAGTCAGAACCTTCGTTGTCTTAGGCCTAAACAAAAA
ACACATCAAAATGGGTGATGAAGAAATCGCAGCACTTGTCGTAGACAATGGATCAGGTATGTGCAAAGCTGGATT
CGCCGGAGATGATGCTCCAAGAGCCGTCTTCCCATCCATCGTTGGCAGGCCTAGGCATCAAGGTGTCATGGTTGGC
ATGGGACAGAAAGACTCGTACGTCGGAGATGAAGCTCAAAGCAAAAGAGGTATCCTCACCCTGAAATACCCAATC
GAACACGGAATTGTCACTAACTGGGATGATATGGAGAAAATCTGGCATCACACATTCTACAATGAACTTCGAGTT
GCACCAGAGGAGCATCCAGTCCTGCTCACCGAAGCTCCTTTAAATCCAAAAGCTAACAGGGAAAAGATGACACAA
ATTATGTTCGAAACCTTCAACAGCCCTGCAATGTACGTCGCCATCCAAGCCGTACTGTCCCTGTACGCCTCTGGTC
GTACCACCGGTATCGTCCTTGATTCCGGAGATGGTGTCAGCCACACTGTCCCAATCTACGAAGGTTATGCCCTTCC
CCACGCCATCATCCGTTTGGATTTGGCTGGACGTGATTTGACCGACTACTTGATGAAGATCCTCACCGAGAGAGG
TTACTCATTCACCACCACCGCCGAAAGGGAAATCGTCAGAGACATCAAGGAGAAACTCTGCTATGTCGCACTCGA
CTTTGAACAAGAAATGCTCACAGCATCAACCAGCTCAAGCTTGGAGAAGAGCTACGAATTACCTGACGGACAGGT
CATCACCATCGGAAACGAGAGATTCAGGTGCCCAGAAACCCTCTTCCAACCCGCATTCATCGGAATGGAATCAAGC
GGAATCCACGAGACCACTTACAACTCCATCATGAAATGCGATGTCGACATCCGTAAGGACTTGTACGCCAACACC
GTCTTGTCTGGAGGTACGACCATGTTCCCAGGTATCGCCGACAGAATGCAGAAGGAGATCGCTTCCCTCGCACCCT
CAACCATGAAAATCAAGATCATCGCCCCACCAGAGAGGAAATACTCCGTATGGATCGGAGGCTCCATCTTGGCTT
CACTCTCCACCTTCCAACAGATGTGGATCTCGAAGCAAGAATATGACGAATCTGGCCCATCCATCGTCCACAGGAA
ATGCTTCTAAGCGCTCGCCAACTTAGAACTCTATGACTTGATTTTTATAATGTTTCAATTCAGATCCTAGTCCGCT
AATTACTTAGTGTCCGTTGTATTGTTTAACAGCCTCGTGAAAATAAGAAAAGGAGGATATATTTCATACGCAAAA
AATTTGTTTTTTGACTTCATTCCTGATTCC

Genomische Sequenz aktin 5° potentieller Promotor (Intron)

CTTGGCCAAATTTCGGGTAGGGGTGTGCCGCGAGCATTTTCAAAATGGTACCGTTGGCTAGACCAATTTTTGTGA
AATTGATACCCTTGGCTAGACTAATCTCTAGGCCAAAAGTGCCATAATTTGCCGTTTTCTAGGCAAGAATCACCA
AAATTTCTCCTTCTCTAGACCAAAATCGCCAAAACTTGAGGTTTCTAGACACAAATTAAGAAAATTTGGCCTTTC
CTGGACGAAAATTGCCAAAAACTATACCCTTGCCTAGACTGGCCTAGACTAAAATTGCCAAAAAGCATACCCTTG
GCTAGACTAGAAGTCCGAAAAAGTATACCCTTGAGGGCGGCACATCCCCAGGTACCTTTACTATGGAAGAACCCC
CCCCCCCCGTGGGAGCTCTAACCCGGAAATTGTTTTCGAACATCTTTTAAAATGTACTAAAAAGTTCTTAGAATG
TTCTAAAAGTTTGTTCTCGAATTTGAGCAGAAAGTTGAGCTAAAAATGTGGGACCACAGATGAAATTTTCCCAAA
TTCCTCTGTAAGATCCAATTAGATTTTACCAACATTTTGCGTGACGTAATGCAGCTCGAAGGCCTTTCTATCCTAG
GAAATACAATATTCCCTTAAACTTCTTTCATTTCGTAAACTATGTACATTCGAAGTTTTCACATAGTATAAACTT
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GCCCCAACCTGCTTCATGGGTGCAAAGTATTTGAACTTTTGAACTGCTTCAATTTCAAAGAGCACATAACAAACC
ACACCGCAAACGCCACTAAAAATTGAGAATATTTATGGAATCTTGATGTCTGCCCAAAAACAGTTATCAAAACCG
TTTGAAAAGATCCACAGAGCAAAACCGCCGTCTTCATGTCAATATTTTGGACTATTTTGAAGTAGGTCCATTACA
TTTCTAAAATATTTCCTGAGAGAAATCACTACAAATTACAGTACTGTAATTGGATGCATTGTTTTGATAATCGTA
GTTCGTGACGCAATGCCTCAAATTTGGCATTAATGAAGGCAGTTAATCATTCCACTTTGTTATGTATTTCCAAAA
TTACCTGCACAACATAAAAGGAATTACGCCCGCAAATTTATCAAATCGTTGAAAGGAAACCTTATCAGGAAGTTT
CAATAGCAACCTTTGTATTTGGTAGTTGTCGAGTTACAGTTTCGTCAAAGTGGGTCATCCCCATTGTTGCTAGCT
TTAAAGATAACCAAATATGGGCATTGTGAATTCTGAAGGTGTGTCCGCGGTCTTATAACTCGCGCTCGCTCCAAG
ATCATTCACTTTGAGCTCAGCTGAAATAGAAGAAGTCAGAACCTTCGTTGTCTTAGGCCTAAACAAAAAACACAT
CAAAATGGGTGATGAAGAAATCGCAGCACTTGTCGTAGCAATGGATCAGGTATGTGCAAAGCTGGATTCGCCGGA
GATGATGCTCCAAGAGCCGTCTTCCCATCCATCGTTGGCAGGCCTAGGCATCAAGGTGTCATGGTTGGCATGGGAC
AGAAAGACTCGTACGTYGGAGATGAAGCTCAAAGCAAAAGAGGTATCCTCACCCTGAARTACCCAATCGAACACG
GAATTGTCACTAACTGGGATGATATGGAGAAAGTAAGTTGGTCTTTTTGATGCTTCCATGTTGTTTTATCGAGTT
TTTTTCATGAAGGACTTTGTGGAAGGAGGTCTTGTGACAAGTTGGCCATTTCCGTGTTCACAACTACTTTGGACT
CTTAAACTTCTCAAAAGTACCGCTACAGCTTCCAAGTTGTCKCAAAAAGATGCACGAAAGATCTGGAAAGGTCTA
TAAAAGATTTATTCATTCCTTGAAGACTTTTTAAAGAAGTTGTAAAGATTTCTAGCTACAGGAAACGTGATCCCT
TTTGTCGAGTTCGAGTCACATGTTCGAGGRGKCAAAAAGTGCGATACACTTTTAGTATTAGCTGATGTGTTTAAA
CCCGCCTTCGATTTCTTGATTCTATCTAAAGTTGCATGCACTGCTGTGATWYATCGCTATATTTTAGTTAGAGGC
TTGTGGGCAACAAGGAGTTTTCAAGCCAGAGG.....CCCACACCCMAGATCMCCTGGCTTCAGATCGCCCCACTACT
GGCCAAACACGCCCAGAGTCTAGCCATTGATGAAAGGAAACAGCGGAGCAAATAAAAGAACTTTTCAACTTGCAC
TTCCGTCAGTGACCCAACGCCCTGATAATTTAGGTCATTTCAGCACCGTTGTGCAATCTCATTGGCCAATATTGCG
ACATGTGACTTTCAACTGATAGGTATGGTCAGAAACGTGGTACTTGCACAATGGCTACATTCCAAAAGCCCAAAA
TGAAAGGGGTCAAATTTCTGTGCGGTTTCTTTGTTGGTTTCCTGCCTTTTGTTTTCATGTGGTCTCCTGAAGGGCT
GGGTACGAGGACACTGTTTCTTCTCAAGAGGTGCTTCCTGGTTTGGAACAAAGTTTGTGCAACGCGGAAACGGAA
TCAAACTGCGATCTTTCAGTCAAATTTCCTGCTATGTTTGGAAGCAGCTTTCTACAATGTGACATGCCCTTTGTTC
CGGTTTTGTATGTCCTRAATGTCATAGTTGGAAACACCCCTTTTATAGCTCCCCTGAATAAGAACCCCATTTGATT
GAACCTTTCCAATCTTTCAGTAAAAGATGTTTGTGTTTTAAGAAATAAACAATTTTTTGAGCAACACGGAAATGC
CCATTGTCCATTTTGTTTACAGTATTTTATATTTGTCTATTTACTTATGTATTTTATTTTTCCTTCCAGATCTGGC
ATCACACATTCTACAATGAACTTCGAGTTGCACCAGAGGAGCATCCAGTCCTGCTCACCGAAGCTCCTTTAAAT

Genomische Sequenz aktin 3* potentieller Terminator

CTTGATGAAGATCCTCACCGAGAGAGGTTACTCATTCACCACCACCGCCGAAAGGGAAATCGTCAGAGACATCAA
GGAGAAACTCTGCTATGTCGCACTCGACTTTGAACAAGAAATGCTCACAGCATCAACCAGCTCAAGCTTGGAGAA
GAGCTACGAATTACCTGACGGACAGGTCATCACCATCGGAAACGAGAGATTCAGGTGCCCAGAAACCCTCTTCCA
ACCCGCATTCATCGGAATGGAATCAAGCGGAATCCACGAGACCACTTACAACTCCATCATGAAATGCGATGTCGA
CATCCGTAAGGACTTGTACGCCAACACCGTCTTGTCTGGAGGTACGACCATGTTCCCAGGTATCGCCGACAGAATG
CAGAAGGAGATCGCTTCCCTCGCACCCTCAACCATGAAAATCAAGATCATCGCCCCACCAGAGAGGAAATACTCCG
TATGGATCGGAGGCTCCATCTTGGCTTCACTCTCCACCTTCCAACAGATGTGGATCTCGAAGCAAGAATATGACG
AATCTGGCCCATCCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAGCGCTCGCCAACTTAGAACTCTATGACTTGATTTTTAT
AATGTTTCAATTCAGATCCTAGTCCGCTAATTACTTAGTGTCCGTTGTATTGTTTAACAGCCTCGTGAAAATAAG
AAAAGGAGGATATATTTCATACGCATCGAGATTTGTTTTTTGACTTCATTCCTGATTCCTAAAGTTAACGTCTAT
CTGTTTGATAAAGTCTTACTCAAGCAAAATAGTGCTATCGGAGGTTTTTGAATCTTAAAAACTTAAAAAACCATT
GAATAATTTATAAGCCGTCTGTCTAGTAAATGTCATTTTCTTGCAAWTGTGTTCATTACAAAAATAACATTTTC
TTGCAACCATATCATGCAAAACGTTCTCTCAAAGAAAAACTTAGAAAACCATAGCGTTTGAAATTCTTTTGAGRT
CTCTTGTAGAAAATGGGGATTTGAGAAGTTCCTGCAACCATTTGTGGTTTTTCTTGCRTTTACGATACTAATAGA
TGCCGATTTCGACAGTTGGGTAAMTGSCGTCAAAAAATTTTTTAAATCGCGAAAGAGGCTTACAAATCGAGAACC
AAAAAAGGCTAAACAGCTCTAAAGGCGAAGAACTACTTTGTAATCGTTTCGTGAGGTATTGCGGAGGCAAAAAGT
AACCGACTACCAATTTTTAAGATTCCCGAAGATTGAAAAACTGCTGCGAAAAATTCTCTTCAGCTCAAACTTGTG
CATAGCTCAACRAGGTGAAGTAAGAAAAAGTTCTGTTTTTCTTTCTGCTAAAGTCTCTCTTTAYTCTTTCAATTT
CGTGCYTCTCTCGTTAGGAAGCATAATAGAATARCGGCTGGAACAATTCCAGAGAATCTGCATCATGAGCTATGA
GAAAAACTTGGCTTGATCGAAAATCAAGGTCTTGTTTGGTGCCAGAAAAACCCCCGGGGGAGGGGGGGACAGGTA
CACGACTTGTGGRTGGACGGGGGTCTGCCACCCGGTTTTCAGAAAGCCMTCCAGCTTTTATGATGAATTTTGGTR
RGAAACTACCCATTTTTAGCAATTTTTTGGCGATTTCAGCCAAACCGACCCATGTTTATGGAAAATCTGCCGAAA
AATGACCTTTGTTTAAAAAATTTTTGGCCAAAAACCAACCCACATTCCCCTACCATCAACATGTTATGTACCCCCC
CCCCCGGGCAGAAAACCAGAAAAGGTCCTTCTCTAAAATCGTTTTGGGGTCTTGTTCTGTTCTGTCAAACCTTTAG
AAAGTTCACAGAGCCATCCCCTGTTAAGAAAGTAAGAAACACTTCGGCTTTAAAATCATGGAAAGGCAAATGGAC
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TATGCAATTAGTTTGGAAGTTAAAAAAATCAAAAATTGGCAACTGTTGGCGTACCACAGGTAGTTGTTCTCGGAG
CACTGTTCTTTATCAAAGATTGAACAAAAGAATTGCAACAACAACAACGTTCTAGC

ubiquitin

CL18contigl (Planula EST),

aurelia_bs_polyp_run090409_885 (bs Polyp Transkriptome)

TGCAGGATTCGGCACGAGGCTGAGGAAGGAAGACGTGTCGTTTTAGTTCGTTCGCTGTAAAAGTATCAAGATTTC
AAGATGCAGATCTTCGTGAAAACACTCACTGGAAAGACCATCACCCTCGAGGTTGAGCCAAGTGACACCATCGAC
AATGTCAAGGCCAAGATTCAAGACAAGGAAGGCATCCCACCAGACCAACAACGTCTCATCTTTGCTGGGAAGCAA
CTCGAAGATGGCCGCACCTTGAGCGACTACAACATTCAAAAAGAGTCAACCCTCCACCTTGTTCTACGTCTGAGAG
GAGGGATGCAAATCTTTGTGAAGACACTCACTGGCAAAACCATCACCCTGGAAGTTGAACCCAGTGATACCATTG
ACAATGTCAAGGCCAAAATTCAAGACAAGGAAGGCATCCCACCAGACCAACAAAGATTGATTTTTGCCGGGAAGC
AACTCGAAGATGGCCGCACCTTGAGTGACTACAACATCCAGAAAGAATCAACCCTCCATCTTGTGCTCCGTCTAAG
AGGAGGAATGCAGATTTTTGTCAAAACTCTAACAGGCAAAACCATCACCCTTGAAGTTGAGCCAAGTGACACCAT
TGACAATGTCAAGGCTAAGATTCAAGACAAGGAAGGAATCCCACCAGACCAGCAACGACTCATTTTTGCAGGCAA
ACAACTTGAAGATGGCCGCACCCTCAGTGACTACAACATCCAGAAAGAATCAACCCTCCATCTTGTGCTCCGTCTG
AGAGGAGGAATGCAGATTTTTGTCAAAACTCTGACAGGCAAAACCATCACCCTTGAAGTTGAGCCAAGTGACACC
ATCGACAATGTCAAGGCCAAGATCCAAGACAAGGAAGGAATCCCACCAGACCAACAACGTCTCATCTTTGCCGGC
AAACAACTTGAAGATGGGCGCACTCTCAGTGACTACAACATCCAGAAAGAGTCAACCCTTCATCTTGTGCTCCGT
TTGAGGGGAGGAATGCAGATTTTTGTCAAAACCCTGACAGGCAAAACCATCACCCTTGAAGTTGAACCAAGTGAC
ACCATCGACAATGTCAAGGCCAAAATCCAAGATAAGGAAGGAATCCCACCAGACCAGCAACGTCTCATCTTTGCC
GGCAAACAACTTGAAGATGGCCGCACCCTCAGTGACTACAACATCCAGAAAGAATCAACCCTCCATCTTGTGCTTC
GTCTGAGGGGAGGAATGCAGATTTTTGTCAAGACCCTGACAGGCAAAACCATCACCCTTGAAGTTGAGCCAAGTG
ACACCATCGACAATGTCAAGGCCAAGATTCAAGACAAGGAAGGAATCCCACCAGACCAACAACGTCTCATCTTTG
CAGGCAAACAACTTGAAGATGGACGTACCCTCAGTGACTACAACATCCAGAAAGAGTCAACCCTTCATCTTGTGC
TCCGCCTCAGAGGAGGAATGCAAATTTTTGTCAAGACCCTGACAGGCAAAACCATCACCCTTGAAGTTGAGCCAA
GTGACACCATCGACAATGTCAAGGCCAAAATCCAAGATAAGGAAGGAATCCCACCAGACCAGCAACGTCTCATCT
TTGCCGGCAAACAACTTGAAGATGGCCGCACCCTCAGTGACTACAACATCCAGAAAGAATCAACCCTCCATCTTGT
GCTTCGTCTGAGGGGAGGAATGCAGATTTTTGTCAAGACCCTGACAGGCAAAACCATCACCCTTGAAGTTGAGCC
AAGTGACACCATCGACAATGTTAAGGCCAAAATCCAAGATAAAGAGGGAATCCCACCAGACCAGCAGCGTCTTAT
CTTTGCTGGCAAACAGCTAGAGGATGGGCGCACTTTGAGTGACTACAACATCCAGAAAGAATCCACCCTTCACCT
TGTGCTTCGCCTCAGAGGAGGATGCTGAATAGAAGTGACTGTTTAGGACAATGCCATCAAATAAATGTAATAATA
ACTAAAGTTGTAATTTAAAGTTATGTTAACTAAAGAGCCCATTTATTTTCTTAAACCTGTTATGTAAACCAGACC
TGCATGAAGCTTTTGCTGAGCCCTGAN

Genomische Sequenz ubiquitin 5° potentieller Promotor

GTACAAAATTTTTTCAATTCATCCCCTTCTTTGACTTTGGGCCCTTGAGGAAACCAAATTCTTCATTTGCTCCGAA
CAATATGGCCACACCCATGCCACGCCCACCCCACACCCTGCCACACCCATTTCCAGGTGTGCAGTGACATTTTAGG
AAAAATATCTCGGGTGTGCACTTGCCATACTCTGCAGTCTGGATTTCAAGACTGGTTTTGCCTTATTGTTCCAAG
CAATTGCCTCGCAGTTCAGCAAAAGCTTTTTCTTACCAAATACCGATCTTCTTGATCTCTCTCTTTCTTCTGAAAG
TTCATCTCTCTGCTGTGAAGTTGCTTGTTTTGGCAGATGAAAGCCACTGGTCGCCGCCATTTTGAAAAGCACACG
ACGAGACACGAGAACGAGACAACAAACGCGACAGGCTTTGGAGTAGGAGTCTGGGGCGATGGAAAGATCGGGAA
ATATCCAGATGGATTCTGGGAGATAGCTGTGGTTTGACAAATATAGGCATCAACAATCCTTTTTAGGGCAGCTCT
AATCCAAATTAGGAGTATATGGCTCCATATAAGGGGTGCTATTGTACCGTATAAGGTTAATCTGTCCTTATTTGA
CGTATGACTTGCATCATGTGACGCAACAATTTATACAAAAACCGCTCTTTTCTCCAGCTGGCGCAAAGACTTCTG
AAAGTTTGCTGAGGAAGAAAGACGTTTAGTTTCAGTTCGTTTGCTGTAAAATTATCGAGATTTCGAGATGCAGAT
CTTTGTGAAAACACTCACTGGAAAGACCATAACCCTCGAGGTTGAACCAAGTGACACCATCGACAATGTAAAAGC
CAAGATTCAAGACAAGGAAGGCATCCCACCAGACCAACAAAGACTGATCTTCGCAGGAAAACAACTCGAAGATGG
CCGCACTTTGAGCGACTACAACATCCAGAAAGAGTCGACCCTTCACCTTGTTCTACGTCTGAGAGGA
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histon 3
C1200Contig1 (Planula EST),
aurelia_bs_polyp_run090409_635 (bs Polyp Transkriptome)

TCAGGTAAGAAAACACGATTTTGATAAGTTAAAAACATGGCCCGTACCAAGCAAACAGCACGTAAATCAACTGGA
GGAAAAGCTCCACGAAAACAGCTTGCTACCAAAGCAGCCCGTAAAAGTGCGCCATCAACAGGAGGAGTTAAAAAA
CCACATAGATACAGACCAGGAACCGTCGCACTTCGAGAGATTCGCCGATACCAAAAATCAACTGAATTGCTGATC
AGAAAACTCCCATTTCAAAGGCTTGTGAGAGAAATTGCTCAAGATTTCAAGACCGATCTGAGGTTTCAAAGTGCA
GCCATTGGTGCCCTTCAGGAAGCAGCAGAAGCATACCTGGTTGGATTGTTCGAAGACACAAATCTTTGCGCCATC
CATGCAAAACGTGTGACCATCATGCCAAAGGATATCCAGCTTGCACGTAGGATACGTGGAGAGAGAGCATGAACA
CAAATTTGAACATTTAAACAATGTAAATAGTCAGTATTATAAGCTAAGTTAAGCCCCCTTCCCCCCAACAATAAG
ATGTTTCTAGTTTGACAATAGATAATCATGCTAAAGATTGCACCATAGCATTGTTAGCCATGATCTTTGTTTGCA
TCCAATGGAAAATTGTCCATTCATGATTCAGATCAGTCAAATTCTTTGGTACACAAATGATGATGGTACATGATT
AATTGGTGCTATCGTTAATAGCGGAATCCTNCCTTTGTTGCAAACTAGCCTGAAGAAATGCTTTGAAATAAATAT
AGTTGCTGGATTTGTTAATATCAAGTTATGACGCCCTATTATTGAGATGA

Genomische Sequenz histon 3 5° potentieller Promoter

GCTAGACTATCTATATGAAAAAGACTTGGAACATTCGACAGATCTGCTTGCTGTCATGTTTTTCATATATACCAT
AGCAATATAGACGAACTAGGTACTAGTAAAAACCCGCGTATAAGAACCTACTATTTTGCAAGTCAGCCTGTGGGT
TCTTAGACAATGAATACAATAATGGATTGGTTCCTATAAAACAGTTAAAAATTTGACAATTTCAGCCTGTAGGTT
CTTAATCCACTAGGTTCTTATATGCGGGTTTTTACTGTAGGCTATGTATAAATACTTATTAAATTTTGGTGTAGA
AACTCTTGNNTNTNGTCCAGTGGTNGAACATTTTTAAATTTTCTAGGCCTTTCTTCTTCACGTTCAGTTNCCATT
ACGCTTGTGTTNCATTGCAATAAAAAGATATGTCTGCAAACCTTTTGCTGTCAGTAAAGAGAAATAAGCTTGGCG
CCGTGTCTTCTATTCCACAGCTTAGAATTTGAAGGGAAAACTTTTCCACTTGGCAACAAACTAAACTTGCCCGCCA
TGATTTTTGGTTGCGGCTCTTTTGACTGAACCTCTTTTCCACGTAACATCGAAATTTTATGATTGTATGACGTAA
TGACGTATGGCATGCCGCAATGGTGACGTAAACTGCGTAAAACAAGTCTGGGCAAGGCCGTTGTTGTCTGTTGTG
TTTGTCCATGGTTTGTCACAACTTACCCTTGGGTACCAGATCACAACTCTGAGACGTTCGAACTTTTCTCTAATGA
AAAATATGGAACTTGCATTCATTGTAGGAAAAACCTAGACTAGCTACACTAGTCCCTCAATTTCGCTGTTGTTGT
TGTTGCTGATGGCCTCAAAAAGTAACTTGCTACTTGCCAAAAAATATATAGTTTCCCGTCATTTGGTTTCGGCAG
ATGTAAAATTCTTCTTTTTCAAAACACTTCAAAAGGAACTACGTGACCATAAAGTTCATTACTTACATCGAAAAT
CCTGGGGAGTTGAGGCAAGTTGTCTTCGAGACAATGAGATTGTTTGTTCCAAATACTTAAANAATAATCTTATTG
TAAAGATTCACTCTCAAGACCTCAAGACATAAAGTTTGCTACAGAAGAGAACCGTTTTCCATCAATTTTTTCAAT
CGGAAATGAAATTCTCTAACCAATCAAAATCATCTGTTAGCTTGTCCAATCAAATCGCTTAATTTTAGTTATTAA
CCAATCAGATTTGCTTTGAGTTTAACCAATCAAATTCTAGTATAACTCGTTATCATCACAATGGCTTCGGGAATT
TTTTCATCGCAAATGATTCAGAACACGAAGTAAAGAAGAAGAAGAAGTCAAGAAAAAACGTAATTTGATAAGTT
AAAAACATGGCCCGTACCAAGCAAACAGCACGTAAATCAACTGGAGGAAAAGCTCCACGAAAACAGCTTGCTACC
AAAGCAGCCCGTAAAAGTGCGCCATCAACAGGAGGAGTTAAAAAACCACATAGATACAGACCAGGAACCGTCGCA
CTTCGAGAGATTCGCCGATACCAAAAATCAACTGAATTGCTGATCAGAAAACTCCCATTTCAAAGGCTTGTGAGA
GAAATTGCTC

EF1
Cl3Contig4, (Planula EST),
aurelia_bs_polyp_run090409_45 (bs Polyp Transkriptome)

TGTACCCGGGCTTAACAAGTCACATCAAATCTGCACCTTTCAAAAGGTTGAGTTTATGGTCGGCCATTTTGGTGA
TCGGTGATTAGTCATGGTGAGAGGAAATTACTTTTTAACCGGCAGGGATGAGACATAAAGTACTGAAAATGCTTG
AAAATGGTAGCGTGGGTTTATCTGGTAATCAACTAAAACAATTTCAACATGGGTAAGGAAAAAGAACATATCAA
CATTGTTGTAATTGGTCACGTTGACTCTGGAAAGTCCACCACCACTGGACATCTCATCTACAAATGTGGTGGTAT
TGACAAGAGAACCATTGACAAATTTGAGAAGGAGGCTCAAGAGATGGGGAAAGGATCCTTCAAATATGCTTGGG
TTTTGGACAAACTGAAGGCTGAACGAGAACGTGGTATCACCATTGATATTGCCTTGTGGAAATTTGAAACTCCAA
AGTACTATGTTACTGTCATTGATGCCCCTGGACACAGAGATTTCATCAAAAACATGATCACTGGAACATCACAGG
CTGATTGTGCTGTGCTTATTGTTGCATCTGGAACTGGAGAATTTGAAGCTGGTATTTCTAAGAATGGTCAAACAC
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GTGAACATGCCTTATTGGCCTTCACTCTGGGTGTGAAACAAATGATTGTTTGTGCAAACAAAATGGACAGCACTG
AACCACCATTCTCTGAAGCCAGATTCACTGAAATCCAGAAGGAAGTCACTGGATATCTCAAGAAGATCGGATACA
CACCTGCAACCATCGCATTTGTACCGATTTCAGGATTCCATGGTGACAACATGATTGAGAAAAGTACAAGGATGG
GGTGGTACAAAGGATGGGAAGTGGAAAAAACCAAGGAAACGATGGGCAAAGACGGAAAGGTGACAAAAACCAAG
GCAAAATTCAGTGGTCACACCTTGTTAGAAGCACTTGACAGTGTCATGCAACCAATCCGACCCACAAGCAAGCCCC
TTAGGCTGCCTCTTCAGGATGTCTACAAGATTGGAGGTATTGGAACAGTGCCAGTGGGAAGAATTGAGACTGGTA
TCCTAAAGCCAGGAGTAATTGTAACATTCGCCCCAGCTAACATCACCACTGAGGTCAAGTCAGTTGAAATGCACC
ATGAAAGTTTGCCAGAAGCAGTTCCAGGGGACAATGTTGGTTTCAATGTTAAGAATGTGTCTGTGAAGGAGATCA
AAAGAGGAATGGTTGCAGGTGACTCGAAGAATGATCCACCCAAGGAGGCAAAGAACTTTGATGCCCAGGTCATCA
TCTTGAACCATCCTGGCGAAATCCATGCTGGCTACGCTCCAGTTCTTGACTGTCACACAGCCCACATTGCATGCAA
ATTCGCAGAATTGAAGGAAAAGATTGACAGGCGATCGGGAAAGAAAATTGAAGATTCGCCATCAAAAGTTAAAT
CAGGGGATGCTGCTATCGTCAATTTGGTTCCAAGCAAGCCAATGGTTGTTGAGACCTTCAGTGAATACGCACCAT
TGGGAAGATTTGCTGTGCGTGACATGAAGCAAACGGTTGCTGTTGGAGTCATCAAGGCAGTTACAAAGATGGAGG
GTGGTGCAGGAAAGACAACAAAAGCTGCCCAAAAGGCCACAAAGAAGAAGTGAGAAGATCGCTTTGAACTCAGTC
GATTAGATATCTTTAGTTGCCACTCAATTTCCCTGTGGAAAATCATCCAAAGAGATAACAACATCATTGACTCTA
CTGCGCTTAATCTAAAATTAGGGTCATGGAATTAAACACAGTTGGTTACAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGAGA
CTAGTTTTCTCTCCGGCACGAGGGCGAAGGCCTCGTGCAACTCAATTTATTTGAAGAGAATCCTCTTTACAGCTAC
TANAAATGGGCGAAGTCTAAGAATCATACCAACCATAACCAAACTCATAAAGCACATAGGAATGGCATTCACAAG
CCACGAA

Genomische Sequenz EF1 5" potentieller Promoter

CTAGATTTTAGCTGAAGATCAAATCTTGAGTTTCAAAATCAGGCCAATGTACATTTTATCGTGGTTTTTCAAAAA
TGGATAGTTTTTCTTGGTGAATCCCCGTTTATATTGGAAAAACAATATATACTACAAAAAACTGCAGTGACAATC
ACTTCCAGTACAAAGATATAATTATTCCAAAAACAGAAATGGGAAATTGTTACAAAGTTGTTTATTTCATGGTGT
GYCTTCTCCTATTTGGCACTTTTTCATCAAAATCAGTTCAGCTATCAAYAGCACGRGGAAGGGGGAATARTTTGA
AAATAAGCGAATGCCACAGATGAATGTCACCTGTGCGCCTTCCTCATGGATCAACCAGCCTTCCAAAACCAAACA
AACTCAGAATAAAATTACACCATAAGAAACGGGAGAATTTCAGCTTTAATTTGATATATTAATTATTTTGAAAA
AATTTGTTGATTATGTGTTGCAAGACGAATGTCACCTGTGCTGCTATCAATAAAACAGAACAGTATTTGGTATGA
TAGCAATAAATTCTGAGAGACCCTTGCCTGATTCCCAATCTAAAGACTGCTTGCTTTAAATACTTGTACTTTAAC
AAAATAGTTTGGTACCGCTGGCTTCACAAAAATGATCAGACCAAAATTACCTAATATAGGGTCTACTGGGGTAAA
ATGGGGCATGCAAAAATGTGAATGAAAGTTATAAGAAACTTCATGTACATATTTTCTCCAACATCTGTTGAAACT
CCCTCCTTGAAGTTTTGAATGTTGATTGAACAGTTCATGATCTACCATTTTTCAGCAAATCAATACTAACAAATT
TACTCCAGCCTCCCCATTTTACCCTTGGCTAGAGTAGAAGTCCAAAAAGTATACCCTTGACGGCAGTGCATCACCG
CATACCTTTACAATGGAAGAACCCCCTCGTAGCGAGCTGCCAAGCTCACCTTAAACTTAAAATTAACAATAAAAA
AACGTCTTTGATCAAGCTCTCCATTTCAACGATATGGAGTCTTGGTCTTGATACTGCAAGGGGTATTGATTATTT
TATTAACTCGCGTGTAAGTTTCAACATGATCAAAGAAGCCAAAGGCAAGTGGCTTTGAAAAACTTGTAGGTGCAC
TGCCAGATTCACGAGGGAATGGAGAATATCAGGATTCCCTTTTTCCTAAAGATGTACACTGAAGTTCACACAAAA
TGTCATTGACCAGGCATCTAAAGAGGGGTCAAACCAATCAAGAGTGCCTATCGTGTAATTATATGTTCCACTGCA
TCAATACAAAACTGACTGTAGATAAGGGCAACTTTTGCTATCTGCTTTGTTTACATCATTGGCTTGATTACTCAG
CCCTTGAAATCTCTTCGTCTTCAGTCACTAATCACTTTGAAATTGTGTGTCAATCAAATGCAAGTTTTGATATTG
TAACAAAATCTGCTATTGTACTAAGCACTGGCTTCCCCTTCGGATTTGTGGTAAGTTTCAGAATTTCTTAAGTCT
TTTATGCATTTCATTTAGCTTTAATTGCTAACTTGTTTTTCAGGTATATCTGGTAATCAACTAAAACTTCAACAT
GGGTAAGGAAAAATTTCATATCAACATTGTTGTCATTGGTCATGTCGACTCCGGCAAGTCCACCACCACTGGTCA
TCTCATCTACAAATGTGGTGGTATTGACAAGAGAACCATTGACAAATTTGAGAAGGAGGCCCAAGAGATGGGGAA
AGGATCCTTCAAATATGCTTGGGTTTTGGACAAACTCAAGGCTGAACGAGAACGTGGTATCACCATTGATATTGC
CTTGTG
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9.3 Reporter-Konstrukte

P1: VTP-H 12; P2: VALP18; P3: VTTG3; P4: VA16M26; P5: VUG11 ; P6: VA16G3; P7: VHPII 4; P8:
VEGT3; P9: VEKT7; P10: VEG4; P11: VEK12; P12: VAGT2; P13: VAKT1; P14: LigAN3

P1: VTP-H 12

VTP-H Vektor: M13R/SP6 -> Tubublin 1181 bp Promotor (CL2Contigl), GFP, 1072 bp Actin
Terminator(CL1Contig2) -> T7/M13F built out of LigR2

- (Promoter:) - Agel -(GFP: -) - (Terminator:) - -

CCCATATGETCGAGCACTACAGTCTTTTGGTCATGCATGAAGTTAGCTGATTGGTCAATTATCGTAAAATATGGG
CAAAACTTATTTCGCCCTCCCAGCTCAACAACAGCAACAGGTACTTCAAACATTTAGGCCTGTTGTGAAAAGAAC
GAACGAACATGTGATATGAATTCTGTCAAAACTCTTCAAAANCAGCCATTCTCCAAAAGAAGTCTGGAAGGGAAA
TTAGAAATAAAGCCTTTGGGGCCAGATCGACCAGATTTGCTGACGAAGTCATCATCGCGTAGATTTACGAGGAGC
NGGTATTCTAGGTACGAGTGGGTTACAGGTTGTGGCGAGTCTGGAAAGGTTTGTTGTTTTCCTTGCCTTCTGTTT
GGCGAGTCTCAGCGAGAAGAGCACAATTTCAGGAGAGCAAAATTNCAAGACAGGAGAGCAAAATCTCTCTTTAAG
TGATAAAAATGACCTCTGAAAATTTTTACTCCTATCTGTGTGTTGCCAAATTTTGTTGTGTTTTACAATGTTCTT
TAGAGAGAAATAAAAAACTTTTTTACAGAAATTTGAGAGCAATTGTTTAACTCAATCAAGGCAAGAAAATATCT
TCCAAGCCGTTCTGCCATAGGTGGGCACTTGCAGAAGAAAAACTNGGTCTGCCAAAAGTNCTACTCAAACTTTCT
GGAAAATATATGAAAAAGGCCGTTGCCTGTGNTTTCCGAGCGTTTGAAGGGCGTGGTCACTAAAAATTTTCCCCA
GACCCCTTCACTTTCCCACAGTTGCCCCACCAAATATTTTCATCACCAGCCGCCACTGATGAAGGAGCTTACAGTT
TCCACGCAACAGAAATGCATCATCTCTTGCAATCCATATTTGGCAAACTTGACGACAGCACAAATAGCAACGTGG
TTTTGGCAAATAGACCAATCAAATCACATGAATTCTGGGTTGCCTTAGCTACCGGTGAAGACGTCCATTTAGACC
AATCAGATTTGATTTTCGGTCTCATATCACGCGAAGATGAACCAATCAGATTAANGATGCGACGGTTGACTGAAT
AGCTGGGGTGATTGATTTATGCGTGGAAATCCGTTGAAGNTTCATTTCAAGATTCTCTCTGCTCNCGAACCGTTG
CTCGAAAGAGTGGAAGAAGTATTCTCGAAATTTACTAACTTGTTTTAAGAACAGCAAACAAACAATCAAGATGGC
TGAANEEE A cCGGTA NN A AAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAAT
TCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATA
CGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTC
TGTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCC
GAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTT
GAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACA
CAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTA
ACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTG
GCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAA
GAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAIN
GTAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAATATCTCGAAGGAAATTAA
ATCAAGAACTATACGTGTTCGAACCGTTTCAGTTTCAAAACTTTTCTTCTCACTCACGCCTCTCCTTGTTATATAT
GGTTGATAATTTTGCAAATCATTTCATTGTTAGTTTTGTACTGTGTATATATGTCCTCAAGTAGGGTGGATCATT
TGAGACGAGCTATATATAACAAGAAGTAAATTCAAGCACCTCAACTGGCTTATGTTGTCTTGTCATTCTCTGATC
GTCGTTTATTTATATTAATGCCAAATTATCGCTATTTGTTCTAAGGTTCAGGCCAATTCTTCAAAGTAATTGTAA
ATTTCGAAATGTGACGTTATTTTTGAAGACAGTTTCTAAATTTCTATTCGACTATTTGTCCATCTCTACCTACTG
TGTTTTGGTGTGTAATGTTTAACCCGAGCTTTGAGCTAAGAATTTTCTGAAAGTGTTATGTTTTCGTTCCTGTTT
GAAGTAAAATGATAAACTTTATTTAGTATGAAGAAAAATAACGAAAAAATAGAACTGTTTCAATGCGCGTTTTT
GACACTGAACAGACGACCAAAGACTTGAAATTGTCAAGGTGGGAGGAATGGTTGTTGAAGTGATCGCTTGTCCAA
GAAGTGTCCAAGAAATATTCTTGAATATTTGGAGGGAAGATGGTTCAACGAAAATGTTTGTTGACAGAGTTTGC
AAAAATTGTGTCAAGATCTTACTGTACAACTCGAAAAAAAGCTTGAAGCTCTTTTAGAAAATAGTTGACCAGCTC
ATTGTTGACTATAGGCGATACTACAAATTTTGTTAATGGCACTCGCTAGAGAAAGCTCATCTTGCTCTAACGGTG
CACAAAAACGATGATTGTTACTCGCCAGACTCTTGTTCATCGTAACAAATGGGAACAAATGTGCCAACTACCAAA
AAGGTATGGCAGAAAAGTCAACTTAAAGCCAAATTATAAAAGAAAACACAAATCCAACGAGAAATAATGAACTG
ATTTTATATTGAGATCAAACCTGAAGGAAAACACIHEBEBEEEGACT
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P2: VALP18

VALP Vektor: M13R/SP6 -> 1350 bp Actin promotor (CL1Contig2), GFP, 1072 bp Actin Terminator
(CL1Contig2); Hydra Actin Terminator, Dsred, Hydra Actin Promoter ) -> T7/M13F built out of LigR2

- Xbal (Promoter:-) - - (GFP: -) - (Terminator:) - -

CCCATATGEREGABATCTAGACTTTCGTAATTTGTAGCTTTAATTTTCCCAAGGTCACTTGAAATGTTTCGACACT
GTACAGTAATAGTAAATGTTTTGGCATTGTTTTGAGTGCGAATTAAGTTATAACATGTTTTGAGACCTTACAAGG
TTACAAAGTAATTTGTAATTCGTAAGCCCTTCTAACAAAAATATATTCGCTCTACATAAGAAACTTTTGGTAGCA
AAATGGCCCTAAAATTTAAGAAACTGCCTACCAACCCCGGACCTAATAAGCCGATTCAAGCATTTCCTTTTGCAA
TCCTTTGCAATGGCAAACCACAAAAGTGTAGGATTTACTGGTTT /AN TATTTCGTTCCGAAAAATTTATA
ATTTTCTGAAGCTCCAAGGGCCTCCTTCTTTGTTAGACGATTTAAAACACGAAAGCTTCGATGGCCACTTACATT
TTTTAAAAGAAACGGCAAGTTTCTTAAATTTTAGGACATTTTTGCTAACAGTTTCTTATGAGTTCCAATTCATGC
GTGGGACTTTCCAATTTTAGATTTTTAATGGTCTGACGTCTAATTGTAGAATTATTTTATTTTTGTTAAACAGAT
TCCAAAAGTACATAGTAGTAATATCTCAAAATATTAACAGTAAATGTTCAATCGTGAGCGTAGTTGCAAAAGAA
AAACCTAACCAAGAAAACAAACTAATTTATAAGTAGAGCCTGAAGCCCTGAATTGATCGTTATCATCTGCAAACC
ATATCTATTTGAAGCAGATTCGGTACGCGATAAATTTCGACAGCTTTTCTGTACGTCCAAAATATTTTGATAGCT
TTTCTGTACTTCCCAAAGCATTGAACTTCTTCAGCAAATGGCCTGGACTTGCTCAAGTCTGATTCAAATGAACCA
GAACAAGGAAATGAAACACAGAGCTAGCTTTGCGGTCCCAGGCTTCGAGGGCTGCGGGTAAATAGCCCTTGAACG
ACACCAAAATATTCATTTGAAAACCACCTGCACGAATTGTCTAAGCCTTTTCAAATCAATAGTTCCGAATAACCC
AATCAGAGAGCAGTATTTTCAAAACTAGCCAATTAGCGTGGGACAACTTGTCCTGTGGGGATTACTCGAATGTGA
GTGAATTATTGAGGCGGACCGTTATATCCTTGTTAGGTATGCTAAACATGGTGCGTAAACAAACAATGCATTCGA
TTACCGGAAATTGCCTTATTTGGTCATATCGCTGGAATCGCTCACATGGCCAGCCTATACATATGAGCATGTCGA
ACAGTTGAACATTCTACTTGAAGTGAAACTTCGAAACGGTAAGANCCGCACAGCTTTTAGAAAACTTTCTTATTC
AACCAAACTCACAAATTCAATATGGGTGATGAAGATGTAGCA N A CCGGTA NN 1 AAAAAATG
AGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAA
TTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGA
AAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTGTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATC
ATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAG
ATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAG
GTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACA
TCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTT
CAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGT
CCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTG
CTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAA AFGGMBOEEG TAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTCATCGTC
CACAGGAAATGCTTCTAAATATCTCGAAGGAAATTAAATCAAGAACTATACGTGTTCGAACCGTTTCAGTTTCAA
AACTTTTCTTCTCACTCACGCCTCTCCTTGTTATATATGGTTGATAATTTTGCAAATCATTTCATTGTTAGTTTTG
TACTGTGTATATATGTCCTCAAGTAGGGTGGATCATTTGAGACGAGCTATATATAACAAGAAGTAAATTCAAGCA
CCTCAACTGGCTTATGTTGTCTTGTCATTCTCTGATCGTCGTTTATTTATATTAATGCCAAATTATCGCTATTTGT
TCTAAGGTTCAGGCCAATTCTTCAAAGTAATTGTAAATTTCGAAATGTGACGTTATTTTTGAAGACAGTTTCTAA
ATTTCTATTCGACTATTTGTCCATCTCTACCTACTGTGTTTTGGTGTGTAATGTTTAACCCGAGCTTTGAGCTAAG
AATTTTCTGAAAGTGTTATGTTTTCGTTCCTGTTTGAAGTAAAATGATAAACTTTATTTAGTATGAAGAAAAAT
AACGAAAAAATAGAACTGTTTCAATGCGCGTTTTTGACACTGAACAGACGACCAAAGACTTGAAATTGTCAAGGT
GGGAGGAATGGTTGTTGAAGTGATCGCTTGTCCAAGAAGTGTCCAAGAAATATTCTTGAATATTTGGAGGGAAG
ATGGTTCAACGAAAATGTTTGTTGACAGAGTTTGCAAAAATTGTGTCAAGATCTTACTGTACAACTCGAAAAAAA
GCTTGAAGCTCTTTTAGAAAATAGTTGACCAGCTCATTGTTGACTATAGGCGATACTACAAATTTTGTTAATGGC
ACTCGCTAGAGAAAGCTCATCTTGCTCTAACGGTGCACAAAAACGATGATTGTTACTCGCCAGACTCTTGTTCAT
CGTAACAAATGGGAACAAATGTGCCAACTACCAAAAAGGTATGGCAGAAAAGTCAACTTAAAGCCAAATTATAA
AAGAAAACACAAATCCAACGAGAAATAATGAACTGATTTTATATTGAGATCAAACCTGAAGGAAAACACIHEEEE
BEBGACTAGTTTATACGTCATTGACTTGAACTATTTAAAATAATAAAAAAACATGTTAGCCTAAACTTTGCTTAT
TCATTTTTCTAATAAGTTTTTCTCTAAAATAACGCGCAAAACCTGATTTGATAAATTAAGCGACAATTTAATCAA
GTAAATTAAGGAACAAAAAGTTAATAGACGACTTTTCTAATAATAAAGTATAACAAAATCACGAGTACAGTACT
TAAGACCATCCAAGTTAATTTTAAATGTTTACATTAATTTTAGTACCTCAGGAGCGCCTTAATTGCCTGAATTTA
TTTTAAAACTTGTTATTTATTATAATTAAAGGAAATTCAGTAATAAAAGAAGTTTGTTAGGACGTCTTTTATAT
TACAGCTTAACAAAAATTACATGGGTTTTAAAACGTTTATAAGATATATATAGAAAAATAAATGTGAAAATAAC
CGAACAGATGTAAAAATAGTCCAGTATAAATATAATCGAATTGTGAATTCTACGAATGCTA
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GGCCGGCCGAGGGCG
GCAACTTCATCATCGGCCATTTTGATTAAGTGTTTTGTTTAAAAAGAGAAGAGCTGAGTATCAAGCAAAGCTGAA
GCTTCTGAATAACGAACGCTGAACTAATTGCGCTTTTTATGGTGAATCGCTTGAGCGCTTTTTTGACCATATAAG
AAAAAAAACGGCTAAGCAAAAAAGTTATTGTTCGAAAAGGTCTTTATATGGACAAAAATTTGCACGCGTTATTT
TATTAAGAAAAAATAAAACGGATATGTAAGTTTTACCTATTATTTATAAATTTAATAAAAATAATTATAAAATT
AAATTTTTTTTTATAATATTACTTTTATTATACTTAATATATATTTTAAATGTGTTTAAAAATTTATAAATTTTA
ATATATATATTTATAATTATTTTAAAAGATTTTTTTAACCCCCGGTATTAAATTTTTTTTACTTCAATTATTAAT
CTTTAAAAACGTTCCTGTTTTTTTGACGGTGTTTACGTACAGTGAAACCACTGGTAGGATTTTAACTTTAAATGA
AATATGTTCTCATTCATCAATAGAAACCAACTTATGTTTGCTTTTTTAAACGCGTAACAAAATAGGAGTGGTTTT
AAGTACATCACAAACCTTGAGATAACGTTTTTGAGAAGTAATTACTATATCAGTTGTTTAAAAGAAAATAGTGCG
GTGTTGAAGTTACATTTGATATTTCGAAATTAAATTTTTTTTTATAGAATTTCAGAAGTTTTTACTTTATTTTAA
GAGATATATTGGTTTATTGATTTGAATAAGCAAAGTTTGGGTATTTATTGCTTGATTAAAAAGTGCGGGGACTA
ACTTAGTAGACTCAAATATTACTCTAGCGTTACAATGGTTTTAAAATTCGGTAAACTTATAGAACAGCAACTTTA
ACTTTATATTTCAGTTTTATTTTAAATAAAATTATTGGTACTTCAATAAATTTTACAGTTGCAAACCGATCACTT
TTACTCTACCGAGACTTCTTTTTTTCTTTTTCATTCAGAATCCTGCATCTCGGCTTAAAGEGGGCGE

P3: VTTG3

VTTG Vektor: M13R/SP6 -> Tubublin 1181 bp promotor (CL2Contigl), GFP, 573 bp Tubulin
Terminator(CL2Contig1) -> T7/M13F built out of LigR2

- (Promoter:) - - (GFP: -) - (Terminator: -) -

CCCATATGETEGAGCACTACAGTCTTTTGGTCATGCATGAAGTTAGCTGATTGGTCAATTATCGTAAAATATGGG
CAAAACTTATTTCGCCCTCCCAGCTCAACAACAGCAACAGGTACTTCAAACATTTAGGCCTGTTGTGAAAAGAAC
GAACGAACATGTGATATGAATTCTGTCAAAACTCTTCAAAANCAGCCATTCTCCAAAAGAAGTCTGGAAGGGAAA
TTAGAAATAAAGCCTTTGGGGCCAGATCGACCAGATTTGCTGACGAAGTCATCATCGCGTAGATTTACGAGGAGC
NGGTATTCTAGGTACGAGTGGGTTACAGGTTGTGGCGAGTCTGGAAAGGTTTGTTGTTTTCCTTGCCTTCTGTTT
GGCGAGTCTCAGCGAGAAGAGCACAATTTCAGGAGAGCAAAATTNCAAGACAGGAGAGCAAAATCTCTCTTTAAG
TGATAAAAATGACCTCTGAAAATTTTTACTCCTATCTGTGTGTTGCCAAATTTTGTTGTGTTTTACAATGTTCTT
TAGAGAGAAATAAAAAACTTTTTTACAGAAATTTGAGAGCAATTGTTTAACTCAATCAAGGCAAGAAAATATCT
TCCAAGCCGTTCTGCCATAGGTGGGCACTTGCAGAAGAAAAACTNGGTCTGCCAAAAGTNCTACTCAAACTTTCT
GGAAAATATATGAAAAAGGCCGTTGCCTGTGNTTTCCGAGCGTTTGAAGGGCGTGGTCACTAAAAATTTTCCCCA
GACCCCTTCACTTTCCCACAGTTGCCCCACCAAATATTTTCATCACCAGCCGCCACTGATGAAGGAGCTTACAGTT
TCCACGCAACAGAAATGCATCATCTCTTGCAATCCATATTTGGCAAACTTGACGACAGCACAAATAGCAACGTGG
TTTTGGCAAATAGACCAATCAAATCACATGAATTCTGGGTTGCCTTAGCTACCGGTGAAGACGTCCATTTAGACC
AATCAGATTTGATTTTCGGTCTCATATCACGCGAAGATGAACCAATCAGATTAANGATGCGACGGTTGACTGAAT
AGCTGGGGTGATTGATTTATGCGTGGAAATCCGTTGAAGNTTCATTTCAAGATTCTCTCTGCTCNCGAACCGTTG
CTCGAAAGAGTGGAAGAAGTATTCTCGAAATTTACTAACTTGTTTTAAGAACAGCAAACAAACAATCAAGATGGC
TGAA S A cCGGTA NN ;A AAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAAT
TCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATA
CGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTC
TGTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCC
GAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTT
GAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACA
CAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTA
ACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTG
GCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAA
GAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAIR
@EIBEEG TGACTCCATTGACGCAGAGGGAGAAGAGGAAGGTGAAGAATACTAAATGAACTGAAAAGTAAAACTT
GGACAATCTGTTTAAATGTTTGTAAACGTTGAAAATGTTGTGAAAAGTTTGAAAAGAAGGCAAAGTGAAACAAG
TATAAAAAAAAGCTTCATATTTTCTTTCTTGTTATTTTCCTTCTTAACTAACAATAAGATTGTGCTAAAGATGTC
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TGGAAATTTTTACCAAGATCATTTGCATCGACAATCAAATCCATTAAAATGCGGTGGGATGCAAAGGATTGTGGT
AATAAGTTCTATTTAACTTCTTTGGTGCAGTTGCCTTCTTGATTTTTGAGAGATTTCTTGGTGCAAATTGCAAGA
TAATCATTTGACTAGCATGTGCAAGTTCTTACCAAAGCAGGAAAGTGATAAAAAGAGACCAAATCATTGCTTTGT
GATCAAAGTTGGTAGTEGAGGTTTAGTGCTGCAAATTTCAGCTTGGTACTTCTGTGGAAATAAATTATATCCATC
TGAAATATGGCTGCACTAAGGATGGTAGCAGGATTTTTGGTATGATCCATTCCATGGGAA HEBBBBOBGACTAGC
AATTCGCCCCTATAGTG

P4: VA16M26

VA16M Vektor: M13R/SP6 -> 1642 bp Actin promotor (CL1Contig2), mCherry, 1072 bp Actin
Terminator(CL1Contig2) -> T7/M13F built out of LigR2

- Xbal (Promoter: -) - - (mCherry: -) - (Terminator:) -

CCCATATGEREGABATCTAGACTTTTGGTAGCAACAAAATGTTCTAAAATTTAAGAAACTTTCTACCAGCCTGGA
CCAGCCTGAGTTTCTTATAAAAATTCATGTTAGGAGCAAAGAAGAAACATTCGCAGTTTCGCGTAGGCCATCGAA
GCTTTCGTGTTTTATATCATCTAGCCAAATAGCTTCATGCCGAAGCAAAGTTTTTTTCATGACNGCACTCATTTT
TTTTATTAGAAACAGCTTATAAGAAACAGTAGGCTCAATTTTTCAAAACNTAGTGAGCTATCCCACCTGAATTAA
GACAGCTAAGAAACTTTCGTAATTTGTAGCTTTAATTTTCCCAAGGTCACTTGAAATGTTTCGACACTGTACAGT
AATAGTAAATGTTTTGGCATTGTTTTGAGTGCGAATTAAGTTATAACATGTTTTGAGACCTTACAAGGTTACAAA
GTAATTTGTAATTCGTAAGCCCTTCTAACAAAAATATATTCGCTCTACATAAGAAACTTTTGGTAGCAAAATGGC
CCTAAAATTTAAGAAACTGCCTACCAACCCCGGACCTAATAAGCCGATTCAAGCATTTCCTTTTGCAATCCTTTGC
AATGGCAAACCACAAAAGTGTAGGATTTACTGGTT TSN TATTTCGTTCCGAAAAATTTATAATTTTCTG
AAGCTCCAAGGGCCTCCTTCTTTGTTAGACGATTTAAAACACGAAAGCTTCGATGGCCACTTACATTTTTTAAAA
GAAACGGCAAGTTTCTTAAATTTTAGGACATTTTTGCTAACAGTTTCTTATGAGTTCCAATTCATGCGTGGGACT
TTCCAATTTTAGATTTTTAATGGTCTGACGTCTAATTGTAGAATTATTTTATTTTTGTTAAACAGATTCCAAAAG
TACATAGTAGTAATATCTCAAAATATTAACAGTAAATGTTCAATCGTGAGCGTAGTTGCAAAAGAAAAACCTAAC
CAAGAAAACAAACTAATTTATAAGTAGAGCCTGAAGCCCTGAATTGATCGTTATCATCTGCAAACCATATCTATT
TGAAGCAGATTCGGTACGCGATAAATTTCGACAGCTTTTCTGTACGTCCAAAATATTTTGATAGCTTTTCTGTAC
TTCCCAAAGCATTGAACTTCTTCAGCAAATGGCCTGGACTTGCTCAAGTCTGATTCAAATGAACCAGAACAAGGA
AATGAAACACAGAGCTAGCTTTGCGGTCCCAGGCTTCGAGGGCTGCGGGTAAATAGCCCTTGAACGACACCAAAA
TATTCATTTGAAAACCACCTGCACGAATTGTCTAAGCCTTTTCAAATCAATAGTTCCGAATAACCCAATCAGAGA
GCAGTATTTTCAAAACTAGCCAATTAGCGTGGGACAACTTGTCCTGTGGGGATTACTCGAATGTGAGTGAATTAT
TGAGGCGGACCGTTATATCCTTGTTAGGTATGCTAAACATGGTGCGTAAACAAACAATGCATTCGATTACCGGAA
ATTGCCTTATTTGGTCATATCGCTGGAATCGCTCACATGGCCAGCCTATACATATGAGCATGTCGAACAGTTGAA
CATTCTACTTGAAGTGAAACTTCGAAACGGTAAGANCCGCACAGCTTTTAGAAAACTTTCTTATTCAACCAAACT
CACAAATTCAATATGGGTGATGAAGATGTAGCA SN A CCGGTANMSIMA 16 TGAGCAAGGGCGAGGAG
GATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTC
GAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGC
CCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGA
CATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGC
GTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTCCAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACT
TCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGA
CGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCTGAGGTCAAGAC
CACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCAC
AACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGT
ACAAGHEEEBEEEG TAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAATATCTCGAAGG
AAATTAAATCAAGAACTATACGTGTTCGAACCGTTTCAGTTTCAAAACTTTTCTTCTCACTCACGCCTCTCCTTGT
TATATATGGTTGATAATTTTGCAAATCATTTCATTGTTAGTTTTGTACTGTGTATATATGTCCTCAAGTAGGGTG
GATCATTTGAGACGAGCTATATATAACAAGAAGTAAATTCAAGCACCTCAACTGGCTTATGTTGTCTTGTCATTC
TCTGATCGTCGTTTATTTATATTAATGCCAAATTATCGCTATTTGTTCTAAGGTTCAGGCCAATTCTTCAAAGTA
ATTGTAAATTTCGAAATGTGACGTTATTTTTGAAGACAGTTTCTAAATTTCTATTCGACTATTTGTCCATCTCTA
CCTACTGTGTTTTGGTGTGTAATGTTTAACCCGAGCTTTGAGCTAAGAATTTTCTGAAAGTGTTATGTTTTCGTT
CCTGTTTGAAGTAAAATGATAAACTTTATTTAGTATGAAGAAAAATAACGAAAAAATAGAACTGTTTCAATGCG
CGTTTTTGACACTGAACAGACGACCAAAGACTTGAAATTGTCAAGGTGGGAGGAATGGTTGTTGAAGTGATCGCT
TGTCCAAGAAGTGTCCAAGAAATATTCTTGAATATTTGGAGGGAAGATGGTTCAACGAAAATGTTTGTTGACAG
AGTTTGCAAAAATTGTGTCAAGATCTTACTGTACAACTCGAAAAAAAGCTTGAAGCTCTTTTAGAAAATAGTTGA
CCAGCTCATTGTTGACTATAGGCGATACTACAAATTTTGTTAATGGCACTCGCTAGAGAAAGCTCATCTTGCTCT
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AACGGTGCACAAAAACGATGATTGTTACTCGCCAGACTCTTGTTCATCGTAACAAATGGGAACAAATGTGCCAAC
TACCAAAAAGGTATGGCAGAAAAGTCAACTTAAAGCCAAATTATAAAAGAAAACACAAATCCAACGAGAAATAA
TGAACTGATTTTATATTGAGATCAAACCTGAAGGAAAACACHEEBEEEGAC

P5:VUG11

VUG Vektor: M13R/SP6 -> 716 bp Ubiquitin promotor (CL18contigl), GFP, 1072 bp Actin
Terminator(CL1Contig2) -> T7/M13F built out of LigR2

BstXI - - (Promoter:-) -- (GFP:-) - (Terminator:) -

GCGCADCGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCCCGTAT
GTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAG
GTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGEGTTGGEAGETIETCCCATATGETCOACABEEEEEEECTTT
GACTTTGGGCCCTTGAGGAAACCAAATTCTTCATTTGCTCCGAACAATATGGCCACACCCATGCCACGSCCACCCC

ACACCCTGCCACACCCATTYCCAGGTGTGCAGTGACATTTTAGGAAAAGTATCTCGGGTGTGCACTTGCCATACTC
TGCAGTCTGGATTTCAAGACTGGTTTTGCCTTATTGTTCCAAGCAATTGCCTCGCAGTTCAGCAAAAGCTTTTTCT
TACCAAATACCGATCTTCTTGATCTCTCTCTTTCTTCTGAAAGTTCATCTCTCTGCTGTGAAGTTGCTTGTTTTGG
CAGATGAAAGCCACTGGTCGCCGCCATTTTGAAAAGCACACGACGAGACACGAGAACGAGACAACAAACGCGACA
GGCTTTGGAGTAGGAGTCTGGGGCGATGGAAAGATCGGGAAGTATCCAGATGGATTCTGGGAGATAGCTGTGGTT
TGACAAATATAGGCATCAACAATCCTTTTTAGGGCAGCTCTAATCCAAATTAGGAGTATATGGCTCCATATAAGG
GGTGCTATTGTACCGTATAAGGTTAATCTGTCCTTATTTGACGTATGACTTGCATCATGTGACGSAACAATTTAT

ACAAAAACCGCTCTTTTCTCCAGCTGGCGCAAAGACTTCTGAAAGTTTGCTGAGGAAGAAAGACGTTTAGTTTCA

GTTCGTTTGCTGTAAAATTATCGAGATTTCGAGATGCAGATCTT T EEEA CCSGTA NI 1cAAAAA
ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGWCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCA
CAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTAC
TGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTGTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCA
GATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTC
AAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTA
AAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGT

ATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAA

GCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTA
CCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACA
GCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAA HEGMBOEEG TAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTCAT

CGTCCACAGGAAATGCTTCTAAATATCTCGAAGGAAATTAAATCAAGAACTATACGTGTTCGAACCGTTTCAGTT
TCAAAACTTTTCTTCTCACTCACGCCTCTCCTTGTTATATATGGTTGATAATTTTGCAAATCATTTCATTGTTAGT
TTTGTACTGTGTATATATGTCCTCAAGTAGGGTGGATCATTTGAGACGAGCTATATATAACAAGAAGTAAATTCA
AGCACCTCAACTGGCTTATGTTGTCTTGTCATTCTCTGATCGTCGTTTATTTATATTAATGCCAAATTATCGCTAT
TTGTTCTAAGGTTCAGGCCAATTCTTCAAAGTAATTGTAAATTTCGAAATGTGACGTTATTTTTGAAGACAGTTT
CTAAATTTCTATTCGACTATTTGTCCATCTCTACCTACTGTGTTTTGGTGTGTAATGTTTAACCCGAGCTTTGAGC
TAAGAATTTTCTGAAAGTGTTATGTTTTCGTTCCTGTTTGAAGTAAAATGATAAACTTTATTTAGTATGAAGAAA
AATAACGAAAAAATAGAACTGTTTCAATGCGCGTTTTTGACACTGAACAGACGACCAAAGACTTGAAATTGTCAA
GGTGGGAGGAATGGTTGTTGAAGTGATCGCTTGTCCAAGAAGTGTCCAAGAAATATTCTTGAATATTTGGAGGG

AAGATGGTTCAACGAAAATGTTTGTTGACAGAGTTTGCAAAAATTGTGTCAAGATCTTACTGTACAACTCGAAAA
AAAGCTTGAAGCTCTTTTAGAAAATAGTTGACCAGCTCATTGTTGACTATAGGCGATACTACAAATTTTGTTAAT
GGCACTCGCTAGAGAAAGCTCATCTTGCTCTAACGGTGCACAAAAACGATGATTGTTACTCGCCAGACTCTTGTT

CATCGTAACAAATGGGAACAAATGTGCCAACTACCAAAAAGGTATGGCAGAAAAGTCAACTTAAAGCCAAATTAT
AAAAGAAAACACAAATCCAACGAGAAATAATGAACTGATTTTATATTGAGATCAAACCTGAAGGAAAACACTHER

P6: VA16G3

VA16G Vektor: M13R/SP6 -> 1641 bp Actin promotor(CL1Contig2), GFP, 1072 bp Actin
Terminator(CL1Contig2) -> T7/M13F built out of LigR2

BstXI - - Xbal (Promoter:-) - - (GFP: ) - (Terminator:) -
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TCCAACGCGTTGGEAGETETCCCATATGETGGAGATCTAGACTTTTGGTAGCAACAAAATGTTCTAAAATTTAAG
AAACTTTCTACCAGCCTGGACCAGCCTGAGTTTCTTATAAAAATTCATGTTAGGAGCAAAGAAGAAACATTCGCA
GTTTCGCGTAGGCCATCGAAGCTTTCGTGTTTTATATCATCTAGCCAAATAGCTTCATGCCGAAGCAAAGTTTTT
TTCATGACTGCACTCATTTTTTTTATTAGAAACAGCTTATAAGAAACAGTAGGCTCAATTTTTCAAAACTTAGTG
AGCTATCCCACCTGAATTAAGACAGCTAAGAAACTTTCGTAATTTGTAGCTTTAATTTTCCCAAGGTCACTTGAA
ATGTTTCGACACTGTACAGTAATAGTAAATGTTTTGGCATTGTTTTGAGTGCGAATTAAGTTATAACATGTTTTG
AGACCTTACAAGGTTACAAAGTAATTTGTAATTCGTAAGCCCTTCTAACAAAAATATATTCGCTCTACATAAGAA
ACTTTTGGTAGCAAAATGGCCCTAAAATTTAAGAAACTGCCTACCAACCCCGGACCTAATAAGCCGATTCAAGCA
TTTCCTTTTGCAATCCTTTGCAATGGCAAACCACAAAAGTGTAGGATTTACTGGTTTiIMIABATATTTCGTTC
CGAAAAATTTATAATTTTCTGAAGCTCCAAGGGCCCCCTTCTTTGTTAGACGATTTAAAACACGAAAGCTTCGAT
GGCCACTTACATTTTTTAAAAGARACGGCAAGTTTCTTAAWTTTTAGGACATTTTTGCTAACAGTTTCTTATGA
GTTCCAATTCATGCGTGGGACTTTCCAATTTTAGATTTTTAATGGTCTGACGTCTAATTGTAGAATTATTTTATT
TTTGTTAAACAGATTCCAAAGTACATAGTAGTAATATCTCAAAATATTAACAGTAAATGTTCAAYCGTGAGCGTA
GTTGCAAAAGAAAAACCTAACCAAGAAAACAAACTMATTTATAAGTAGAGCCTGAAGCCCTGAATTGAYCGTTA
TCATCTGCAAACCATATCTATTTGAAGCAGATTCGGTACGCGATAAATTTCGACAGCTTTTCTGTACGTCCAAAA
TATTTTGATAGCTTTTCTGTACTTCCCAAAGCATTGAACTTCTTCAGCAAATGGCCTGGACTTGCTCAAGTCTGAT
TCAAATGAACCAGAACAAGGAAATGAAACACAGAGCTAGCTTTGCGGTCCCAGGCTTCGAGGGCTGCGGGTAAAT
AGCCCTTGAACGACACCAAAATATTCATTTGAAAACCACCTGCACGAATTGTCTAAGCCTTTTCAAATCAATAGT
TCCGAATAACCCAATCAGAGAGCAGTATTTTCAAAACTAGCCAATTASCGTGGGACAACTTGTCCTGTGGGGATT
ACTCGAATGTGAGTGAATTATTGAGGCGGACCGTTATATCCTTGTTAGGTATGCTAAACATGGTSCGTAAACAAA
CAATGCATTCGATTACCGGAAATTGCCTTATTTGGTCATATCGCTGGAATCGCTCACATGGCCAGCCTATACATA
TGAGCATGTCGAACAGTTGAACATTCTACTTGAAGTGAAACTTCGAAACGGTAAGACCCGCACAGCTTTTAGAAA
ACTTTCTTATTCAACCAAACTCACAAATTCAATATGGGTGATGAAGATGTAGCA NN A ccooTANIEE
IBTGAAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGT
TAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTAT
TTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTGTTATGGTGTTCAATGCTTTTCA
AGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACT
ATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGA
ATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTC
ACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTG
AAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAG
ACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGA
GTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAASEEIBEEG TAAACAGCTCCCAAGAA
TTTCATTCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAATATCTCGAAGGAAATTAAATCAAGAACTATACGTGTTCGAAC
CGTTTCAGTTTCAAAACTTTTCTTCTCACTCACGCCTCTCCTTGTTATATATGGTTGATAATTTTGCAAATCATTT
CATTGTTAGTTTTGTACTGTGTATATATGTCCTCAAGTAGGGTGGATCATTTGAGACGAGCTATATATAACAAGA
AGTAAATTCAAGCACCTCAACTGGCTTATGTTGTCTTGTCATTCTCTGATCGTCGTTTATTTATATTAATGCCAA
ATTATCGCTATTTGTTCTAAGGTTCAGGCCAATTCTTCAAAGTAATTGTAAATTTCGAAATGTGACGTTATTTTT
GAAGACAGTTTCTAAATTTCTATTCGACTATTTGTCCATCTCTACCTACTGTGTTTTGGTGTGTAATGTTTAACCC
GAGCTTTGAGCTAAGAATTTTCTGAAAGTGTTATGTTTTCGTTCCTGTTTGAAGTAAAATGATAAACTTTATTTA
GTATGAAGAAAAATAACGAAAAAATAGAACTGTTTCAATGCGCGTTTTTGACACTGAACAGACGACCAAAGACTT
GAAATTGTCAAGGTGGGAGGAATGGTTGTTGAAGTGATCGCTTGTCCAAGAAGTGTCCAAGAAATATTCTTGAAT
ATTTGGAGGGAAGATGGTTCAACGAAAATGTTTGTTGACAGAGTTTGCAAAAATTGTGTCAAGATCTTACTGTAC
AACTCGAAAAAAAGCTTGAAGCTCTTTTAGAAAATAGTTGACCAGCTCATTGTTGACTATAGGCGATACTACAAA
TTTTGTTAATGGCACTCGCTAGAGAAAGCTCATCTTGCTCTAACGGTGCACAAAAACGATGATTGTTACTCGCCA
GACTCTTGTTCATCGTAACAAATGGGAACAAATGTGCCAACTACCAAAAAGGTATGGCAGAAAAGTCAACTTAAA
GCCAAATTATAAAAGAAAACACAAATCCAACGAGAAATAATGAACTGATTTTATATTGAGATCAAACCTGAAGG

AAAACACHEGEEEEE

P7: VHPII 4

VHP Vektor: M13R/SP6 -> 1353 bp Histon 3.3 promotor (CL200Contigl), GFP, 1072 bp Actin
Terminator(CL1Contig2); Hydra Actin Terminator, Dsred, Hydra Actin Promoter -> T7/M13F built out of
LigR2

- (Promoter:) - - (GFP: -) - (Terminator:) - -
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CCCATATGETCGAGGACTATCTATATGAAAAAGACTTGGAACATTCGACAGATCTGCTTGCTGTCATGTTTTTCA
TATATACCATAGCAATATAGACGAACTAGGTACTAGTAAAAACCCGCGTATAAGAACCTACTATTTTGCAAGTCA
GCCTGTGGGTTCTTAGACAATGAATACAATAATGGATTGGTTCCTATAAAACAGTTAAAAATTTGACAATTTCAG
CCTGTAGGTTCTTAATCCACTAGGTTCTTATATGCGGGTTTTTACTGTAGGCTATGTATAAATACTTATTAAATT
TTGGTGTAGAAACTCTTGNNTNTNGTCCAGTGGTNGAACATTTTTAAATTTTCTAGGCCTTTCTTCTTCACGTTC
AGTTNCCATTACGCTTGTGTTNCATTGCAATAAAAAGATATGTCTGCAAACCTTTTGCTGTCAGTAAAGAGAAAT
AAGCTTGGCGCCGTGTCTTCTATTCCACAGCTTAGAATTTGAAGGGAAAACTTTTCCACTTGGCAACAAACTAAA
CTTGCCCGCCATGATTTTTGGTTGCGGCTCTTTTGACTGAACCTCTTTTCCACGTAACATCGAAATTTTATGATTG
TATGACGTAATGACGTATGGCATGCCGCAATGGTGACGTAAACTGCGTAAAACAAGTCTGGGCAAGGCCGTTGTT
GTCTGTTGTGTTTGTCCATGGTTTGTCACAACTTACCCTTGGGTACCAGATCACAACTCTGAGACGTTCGAACTTT
TCTCTAATGAAAAATATGGAACTTGCATTCATTGTAGGAAAAACCTAGACTAGCTACACTAGTCCCTCAATTTCG
CTGTTGTTGTTGTTGCTGATGGCCTCAAAAAGTAACTTGCTACTTGCCAAAAAATATATAGTTTCCCGTCATTTG
GTTTCGGCAGATGTAAAATTCTTCTTTTTCAAAACACTTCAAAAGGAACTACGTGACCATAAAGTTCATTACTTA
CATCGAAAATCCTGGGGAGTTGAGGCAAGTTGTCTTCGAGACAATGAGATTGTTTGTTCCAAATACTTAAANAAT
AATCTTATTGTAAAGATTCACTCTCAAGACCTCAAGACATAAAGTTTGCTACAGAAGAGAACCGTTTTCCATCAA
TTTTTTCAATCGGAAATGAAATTCTCTAACCAATCAAAATCATCTGTTAGCTTGTCCAATCAAATCGCTTAATTT
TAGTTATTAACCAATCAGATTTGCTTTGAGTTTAACCAATCAAATTCTAGTATAACTCGTTATCATCACAATGGC
TTCGGGAATTTTTTCATCGCAAATGATTCAGAACACGAAGTAAAGAAGAAGAAGAAGTCAAGAAAAAACGTAAT
TTGATAAGTTAAAAACATGGCCCG TN A CCGG TN 1 AAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAAC
TTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAG
AGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCAT
GGCCAACACTTGTCACTACTTTCTGTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATG
ACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACA
AGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAG
AAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAAC
AAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCAT
TATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCC
TTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATG
GCATGGATGAACTATACAA A HEGBBOEEG TAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTCATCGTCCACAGGAAATGCTTC
TAAATATCTCGAAGGAAATTAAATCAAGAACTATACGTGTTCGAACCGTTTCAGTTTCAAAACTTTTCTTCTCAC
TCACGCCTCTCCTTGTTATATATGGTTGATAATTTTGCAAATCATTTCATTGTTAGTTTTGTACTGTGTATATAT
GTCCTCAAGTAGGGTGGATCATTTGAGACGAGCTATATATAACAAGAAGTAAATTCAAGCACCTCAACTGGCTTA
TGTTGTCTTGTCATTCTCTGATCGTCGTTTATTTATATTAATGCCAAATTATCGCTATTTGTTCTAAGGTTCAGG
CCAATTCTTCAAAGTAATTGTAAATTTCGAAATGTGACGTTATTTTTGAAGACAGTTTCTAAATTTCTATTCGAC
TATTTGTCCATCTCTACCTACTGTGTTTTGGTGTGTAATGTTTAACCCGAGCTTTGAGCTAAGAATTTTCTGAAA
GTGTTATGTTTTCGTTCCTGTTTGAAGTAAAATGATAAACTTTATTTAGTATGAAGAAAAATAACGAAAAAATA
GAACTGTTTCAATGCGCGTTTTTGACACTGAACAGACGACCAAAGACTTGAAATTGTCAAGGTGGGAGGAATGGT
TGTTGAAGTGATCGCTTGTCCAAGAAGTGTCCAAGAAATATTCTTGAATATTTGGAGGGAAGATGGTTCAACGAA
AATGTTTGTTGACAGAGTTTGCAAAAATTGTGTCAAGATCTTACTGTACAACTCGAAAAAAAGCTTGAAGCTCTT
TTAGAAAATAGTTGACCAGCTCATTGTTGACTATAGGCGATACTACAAATTTTGTTAATGGCACTCGCTAGAGAA
AGCTCATCTTGCTCTAACGGTGCACAAAAACGATGATTGTTACTCGCCAGACTCTTGTTCATCGTAACAAATGGG
AACAAATGTGCCAACTACCAAAAAGGTATGGCAGAAAAGTCAACTTAAAGCCAAATTATAAAAGAAAACACAAA
TCCAACGAGAAATAATGAACTGATTTTATATTGAGATCAAACCTGAAGGAAAACACHESBEEEEGACTAGTTTAT
ACGTCATTGACTTGAACTATTTAAAATAATAAAAAAACATGTTAGCCTAAACTTTGCTTATTCATTTTTCTAATA
AGTTTTTCTCTAAAATAACGCGCAAAACCTGATTTGATAAATTAAGCGACAATTTAATCAAGTAAATTAAGGAAC
AAAAAGTTAATAGACGACTTTTCTAATAATAAAGTATAACAAAATCACGAGTACAGTACTTAAGACCATCCAAGT
TAATTTTAAATGTTTACATTAATTTTAGTACCTCAGGAGCGCCTTAATTGCCTGAATTTATTTTAAAACTTGTTA
TTTATTATAATTAAAGGAAATTCAGTAATAAAAGAAGTTTGTTAGGACGTCTTTTATATTACAGCTTAACAAAA
ATTACATGGGTTTTAAAACGTTTATAAGATATATATAGAAAAATAAATGTGAAAATAACCGAACAGATGTAAAA
ATAGTCCAGTATAAATATAATCGAATTGTGAATTCTACGAATGCTA
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CATTTTGATTAAGTGTTTTGTTTAAAAAGAGAAGAGCTGAGTATCAAGCAAAGCTGAAGCTTCTGAATAACGA
ACGCTGAACTAATTGCGCTTTTTATGGTGAATCGCTTGAGCGCTTTTTTGACCATATAAGAAAAAAAACGGCTAA
GCAAAAAAGTTATTGTTCGAAAAGGTCTTTATATGGACAAAAATTTGCACGCGTTATTTTATTAAGAAAAAATA
AAACGGATATGTAAGTTTTACCTATTATTTATAAATTTAATAAAAATAATTATAAAATTAAATTTTTTTTTATA
ATATTACTTTTATTATACTTAATATATATTTTAAATGTGTTTAAAAATTTATAAATTTTAATATATATATTTAT
AATTATTTTAAAAGATTTTTTTAACCCCCGGTATTAAATTTTTTTTACTTCAATTATTAATCTTTAAAAACGTTC
CTGTTTTTTTGACGGTGTTTACGTACAGTGAAACCACTGGTAGGATTTTAACTTTAAATGAAATATGTTCTCATT
CATCAATAGAAACCAACTTATGTTTGCTTTTTTAAACGCGTAACAAAATAGGAGTGGTTTTAAGTACATCACAAA
CCTTGAGATAACGTTTTTGAGAAGTAATTACTATATCAGTTGTTTAAAAGAAAATAGTGCGGTGTTGAAGTTACA
TTTGATATTTCGAAATTAAATTTTTTTTTATAGAATTTCAGAAGTTTTTACTTTATTTTAAGAGATATATTGGTT
TATTGATTTGAATAAGCAAAGTTTGGGTATTTATTGCTTGATTAAAAAGTGCGGGGACTAACTTAGTAGACTCAA
ATATTACTCTAGCGTTACAATGGTTTTAAAATTCGGTAAACTTATAGAACAGCAACTTTAACTTTATATTTCAGT
TTTATTTTAAATAAAATTATTGGTACTTCAATAAATTTTACAGTTGCAAACCGATCACTTTTACTCTACCGAGAC
TTCTTTTTTTCTTTTTCATTCAGAATCCTGCATCTCGGCTTAAAGGGGGEGE

P8: VEGT3

VEGT Vektor: M13R/SP6 -> EF1 1536bp Promoter (aurelia_bs_polyp_run090409_45), GFP, Actin
Terminator (aurelia_bs_polyp_run090409_21) -> T7/M13F built out of LigR2

Restriction sites:

BstXI - Xbal (Promoter:Pstl,Box],ApaLl) - Agel -(GFP: -) - (Terminator: Boxl,
BstXI,2xSmal)

TCCAACGEGTTGGEAGETIETCCCATATGETGGAGATCTAGAGCCAATGTACATTTTATCGTGGTTTTTCAAAAAT
GGATAGTTTTTCTTGGTGAATCCCGTTTATATTGGAAAAACAATATATACTACAAAAAACTGCAGTGACAATCAC
TTCCAGTACAAAGATATAATTATTCCAAAAACAGAAATGGGAAATTGTTACAAAGTTGTTTATTTCATGGTGTGT
CTTCTCCTATTTGGCACTTTTTCATCAAAATCAGTTCAGCTATCAATAGCACGAGGAAGGGGGAATAATTTGAAA
ATAAGCGAATGCCACAGATGAATGTCACCTGTGCGCCTTCCTCATGGATCAACCAGCCTTCCAAAACCAAACAAAC
TCAGAATAAAATTACACCATAAGAAACGGGAGAATTTCAGCTTTAATTTGATATATTAATTATTTTGAAAAAAT
TTGTTGATTATGTGTTGCAAGACGAATGTCACCTGTGCTGCTATCAATAAAACAGAACAGTATTTGGTATGATAG
CAATAAATTCTGAGAGACCCTTGCCTGATTCCCAATCTAAAGACTGCTTGCTTTAAATACTTGTACTTTAACAAA
ATAGTTTGGTACCGCTGGCTTCACAAAAATGATCAGACCAAAATTACCTAATATAGGGTCTACTGGGGTAAAATG
GGGCATGCAAAAATGTGAATGAAAGTTATAAGAAACTTCATGTACATATTTTCTCCAACATCTGTTGAAACTCCC
TCCTTGAAGTTTTGAATGTTGATTGAACAGTTCATGATCTACCATTTTTCAGCAAATCAATACTAACAAATTTAC
TCCAGCCTCCCCATTTTACCCTTGGCTAGAGTAGAAGTCCAAAAAGTATACCCTTGACGGCAGCGCATCACCGCAT
ACCTTTACAATGGAAGAACCCCCTCGTAGCGAGCTGCCAAGCTCACCTTAAACTTAAAATTAACAATAAAAAAAC
GTCTTTGATCAAGCTCTCCATTTCAACGATATGGAGTCTTGGTCTTGATACTGCAAGGGGTATTGATTATTTTAT
TAACTCGCGTGTAAGTTTCAACATGATCAAAGAAGCCAAAGGCAAGTGGCTTTGAAAAACTTGTAGGTGCACTGC
CAGATTCACGAGGGAATGGAGAATATCAGGATTCCCTTTTTCCTAAAGATGTACACTGAAGTTCACACAAAATGT
CATTGACCAGGCATCTAAAGAGGGGTCAAACCAATCAAGAGTGCCTATCGTGTAATTATATGTTCCACTGCATCA
ATACAAAACTGACTGTAGATAAGGGCAACTTTTGCTATCTGCTTTGTTTACATCATTGGCTTGATTACTCAGCCC
TTGAAATCTCTTCGTCTTCAGTCACTAATCACTTTGAAATTGTGTGTCAATCAAATGCAAGTTTTGATATTGTAA
CAAAATCTGCTATTGTACTAAGCACTGGCTTCCCCTTCGGATTTGTGGTAAGTTTCAGAATTTCTTAAGTCTTTT
ATGCATTTCATTTAGCTTTAATTGCTAACTTGTTTTTCAGGTATATCTGGTAATCAACTAAAACTTCAACATGGG
T A ccGGTA N 1 GAAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCT
TGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACG
GAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTG
TTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGA
AGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGA
AGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACA
AATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAAC
TTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGC
GATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGA
GAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAE
BE@BCTAAGCGCTCGCCAACTTAGAACTCTATGACTTGATTTTTATAATGTTTCAATTCAGATCCTAGTCCGCTAA
TTACTTAGTGTCCGTTGTATTGTTTAACAGCCTCGTGAAAATAAGAAAAGGAGGATATATTTCATACGCATCGAG
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ATTTGTTTTTTGACTTCATTCCTGATTCCTAAAGTTAACGTCTATCTGTTTGATAAAGTCTTACTCAAGCAAAAT
AGTGCTATCGGAGGTTTTTGAATCTTAAAAACTTAAAAAACCATTGAATAATTTATAAGCCGTCTGTCTAGTAAA
TGTCATTTTCTTGCAAATGTGTTCATTACAAAAATAACATTTTCTTGCAACCATATCATGCAAAACGTTCTCTCA
AAGAAAAACTTAGAAAACCATAGCGTTTGAAATTCTTTTGAGATCTCTTGTAGAAAATGGGGATTTGAGAAGTT
CCTGCAACCATTTGTGGTTTTTCTTGCATTTACGATACTAATAGATGCCGATTCGACAGTTGGTAAATGGCGTCA
AAAAATTTTTTAAATCGCGAAAGAGGCTTACAAATCGAGAACCAAAAAAGGCTAAACAGCTCTAAAGGCGAAGA
ACTACTTTGTAATCGTTTCGTGAGGTATTGCGGAGGCAAAAAGTAACCGACTACCAATTTTTAAGATTCCCGAAG
ATTGAAAAACTGCTGCGAAAATTCTCTTCAGCTCAAACTTGTGCATAGCTCAACAGGTGAAGTAAGAAAAAGTTC
TGTTTTTCTTTCTGCTAAAGTCTCTCTTTATTCTTTCAATTTCGTGCTTCTCTCGTTAGGAAGCATAATAGAATAG
CGGCTGGAACAATTCCAGAGAATCTGCATCATGAGCTATGAGAAAAACTTGGCTTGATCGCAAATCAAGGTCTTG
TGTTGGTGCCAGAAAAACCCGGGGGGAGGGGGGGGACAGGTACACGACTTGTTGGATGGACGGGGGGTCTGNCAC
CCGGTTTTCAGANAGCCATCCACTTTTATGATGAATTTTGGTGGGNAACTACCCATTTTTANCAATTTTTTNGCN
ATTTCAACCAAACCCCCCCNTTTTTNTGGAAAANCTNCCCAAAAATTACCTTTTTTTAAAAAANTTTTNGCCAAA
AACCAACCCNNATTCCCCTNCCNTCAANATTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCGGGCAGAAAACCAGAAAAGGTCC
TTCTCTAAAATCGTTTTGGGGTCTTGTTCTGTTCTGTCAAACCTTTAGAAAGTTCACAGAGCCATCCCCTGTTAAG
AAAGTAAGAAACACTTCGGCTTTAAAATCATGGAAAGGCAAATGGACTACGCAATTAGTTTGGAAGTTAAAAAA
ATCAAAAATTGGCAACTGTTGGCGTACCACAGGTAGTTGTTCTCGGAGCACTGTTCTTTATCAAAGATTG-

P9: VEKT7

VEKT Vektor: M13R/SP6 -> EF1 Promoter 1536bp (aurelia_bs_polyp_run090409_45), Kaede, Actin
terminator 1413bp (aurelia_bs_polyp_run090409_21)-> T7/M13F built out of LigR2

Restriction sites:

BstXI - Xbal (Promoter:Pstl,Boxl,ApaLl) - (Kaede: 2xEcoRV) - (Terminator: Boxl,
BstXI,2xSmal)

TCCAACGEGTTGGEAGETIETCCCATATGETGGABGATCTAGAGCCAATGTACATTTTATCGTGGTTTTTCAAAAAT
GGATAGTTTTTCTTGGTGAATCCCGTTTATATTGGAAAAACAATATATACTACAAAAAACTGCAGTGACAATCAC
TTCCAGTACAAAGATATAATTATTCCAAAAACAGAAATGGGAAATTGTTACAAAGTTGTTTATTTCATGGTGTGT
CTTCTCCTATTTGGCACTTTTTCATCAAAATCAGTTCAGCTATCAATAGCACGAGGAAGGGGGAATAATTTGAAA
ATAAGCGAATGCCACAGATGAATGTCACCTGTGCGCCTTCCTCATGGATCAACCAGCCTTCCAAAACCAAACAAAC
TCAGAATAAAATTACACCATAAGAAACGGGAGAATTTCAGCTTTAATTTGATATATTAATTATTTTGAAAAAAT
TTGTTGATTATGTGTTGCAAGACGAATGTCACCTGTGCTGCTATCAATAAAACAGAACAGTATTTGGTATGATAG
CAATAAATTCTGAGAGACCCTTGCCTGATTCCCAATCTAAAGACTGCTTGCTTTAAATACTTGTACTTTAACAAA
ATAGTTTGGTACCGCTGGCTTCACAAAAATGATCAGACCAAAATTACCTAATATAGGGTCTACTGGGGTAAAATG
GGGCATGCAAAAATGTGAATGAAAGTTATAAGAAACTTCATGTACATATTTTCTCCAACATCTGTTGAAACTCCC
TCCTTGAAGTTTTGAATGTTGATTGAACAGTTCATGATCTACCATTTTTCAGCAAATCAATACTAACAAATTTAC
TCCAGCCTCCCCATNTTACCCTTGGCTAGAGTAGAAGTCCAAAAAGTATACCCTTGACGGCAGCGCATCACCGCAT
ACCTTTACAATGGAAGAACCCCCTCGTAGCGAGCTGCCAAGCTCACCTTAAACTTAAAATTAACAATAAAAAAAC
GTCTTTGATCAAGCTCTCCATTTCAACGATATGGAGTCTTGGTCTTGATACTGCAAGGGGTATTGATTATTTTAT
TAACTCGCGTGTAAGTTTCAACATGATCAAAGAAGCCAAAGGCAAGTGGCTTTGAAAAACTTGTAGGTGCACTGC
CAGATTCACGAGGGAATGGAGAATATCAGGATTCCCTTTTTCCTAAAGATGTACACTGAAGTTCACACAAAATGT
CATTGACCAGGCATCTAAAGAGGGGTCAAACCAATCAAGAGTGCCTATCGTGTAATTATATGTTCCACTGCATCA
ATACAAAACTGACTGTAGATAAGGGCAACTTTTGCTATCTGCTTTGTTTACATCATTGGCTTGATTACTCAGCCC
TTGAAATCTCTTCGTCTTCAGTCACTAATCACTTTGAAATTGTGTGTCAATCAAATGCAAGTTTTGATATTGTAA
CAAAATCTGCTATTGTACTAAGCACTGGCTTCCCCTTCGGATTTGTGGTAAGTTTCAGAATTTCTTAAGTCTTTT
ATGCATTTCATTTAGCTTTAATTGCTAACTTGTTTTTCAGGTATATCTGGTAATCAACTAAAACTTCAACATGGG
T_AatgagtctgattaaaccagaaatgaagatcaagctgcttatggaaggCaatgtaaacgggcaccagtttgttattgagggagatgga
aaaggccatccttttgagggaaaacagagtatggaccttgtagtcaaagaaggcgcacctctcccttttgecctacgatatcttgacaacagcattccattatg
gtaacagggtttttgctaaatacccagaccatataccagactacttcaagcagtcgtttcccaaagggttttcttgggagecgaagectgatgttcgaggacgg
gggcgtttgcatcgctacaaatgacataacactgaaaggagacactttttttaacaaagttcgatttgatggegtaaactttcccccaaatggtectgttatge
agaagaagactctgaaatgggaggcatccactgagaaaatgtatttgcgtgatggagtgttgacgggcgatattaccatggctctgetgcttaaaggagat
gtccattaccgatgtgacttcagaactacttacaaatctaggcaggagggtgtcaagttgccaggatatcactttgtcgatcactgcatcagcatattgagge
atgacaaagactacaacgaggttaagctgtatgagcatgctgttgcccattctggattgccggacaacgtcaag_CTAAGCGCTCGCC
AACTTAGAACTCTATGACTTGATTTTTATAATGTTTCAATTCAGATCCTAGTCCGCTAATTACTTAGTGTCCGTT
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GTATTGTTTAACAGCCTCGTGAAAATAAGAAAAGGAGGATATATTTCATACGCATCGAGATTTGTTTTTTGACTT
CATTCCTGATTCCTAAAGTTAACGTCTATCTGTTTGATAAAGTCTTACTCAAGCAAAATAGTGCTATCGGAGGTT

TTTGAATCTTAAAAACTTAAAAAACCATTGAATAATTTATAAGCCGTCTGTCTAGTAAATGTCATTTTCTTGCAA
ATGTGTTCATTACAAAAATAACATTTTCTTGCAACCATATCATGCAAAACGTTCTCTCAAAGAAAAACTTAGAAA
ACCATAGCGTTTGAAATTCTTTTGAGATCTCTTGTAGAAAATGGGGATTTGAGAAGTTCCTGCAACCATTTGTGG
TTTTTCTTGCATTTACGATACTAATAGATGCCGATTCGACAGTTGGTAAATGGCGTCAAAAAATTTTTTAAATCG
CGAAAGAGGCTTACAAATCGAGAACCAAAAAAGGCTAAACAGCTCTAAAGGCGAAGAACTACTTTGTAATCGTTT
CGTGAGGTATTGCGGAGGCAAAAAGTAACCGACTACCAATTTTTAAGATTCCCGAAGATTGAAAAACTGCTGCGA
AAATTCTCTTCAGCTCAAACTTGTGCATAGCTCAACAGGTGAAGTAAGAAAAAGTTCTGTTTTTCTTTCTGCTAA

AGTCTCTCTTTATTCTTTCAATTTCGTGCTTCTCTCGTTAGGAAGCATAATAGAATAGCGGCTGGAACAATTCCA

GAGAATCTGCATCATGAGCTATGAGAAAAACTTGGCTTGATCGCAAATCAAGGTCTTGTGTTGGTGCCAGAAAAA
CCCGGGGGGAGGGGGGGGACAGGTACACGACTTGTTGGATGGACGGGGGGTCTGNCACCCGGTTTTCAGANAGCC
ATCCACTTTTATGATGAATTTTGGTGGGNAACTACCCATTTTTANCAATTTTTTNGCNATTTCAACCAAACCCCC
CCNTTTTTNTGGAAAANCTNCCCAAAAATTACCTTTTTTTAAAAAANTTTTNGCCAAAAACCAACCCNNATTCC

CCTNCCNTCAANATTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCGGGCAGAAAACCAGAAAAGGTCCTTCTCTAAAATCGTTT
TGGGGTCTTGTTCTGTTCTGTCAAACCTTTAGAAAGTTCACAGAGCCATCCCCTGTTAAGAAAGTAAGAAACACT

TCGGCTTTAAAATCATGGAAAGGCAAATGGACTACGCAATTAGTTTGGAAGTTAAAAAAATCAAAAATTGGCAA

CTGTTGGCGTACCACAGGTAGTTGTTCTCGGAGCACTGTTCTTTATCAAAGATTG OGN

P10: VEG4

VEG Vektor: M13R/SP6 -> 1566 bp EF1 promotor (aurelia_bs_polyp_run090409_45), GFP, 1072 bp Actin
Terminator (CL1Contig2) -> T7/M13F built out of LigR2

Restriction sites:

BstXI - - Xbal (Promoter:Pstl,Boxl,ApaLl) - Agel -(GFP: -) - (Terminator:
BglILHindIIL,ApaLl) S8

TCCAACGEGTTGGEAGETIETCCCATATGETGGABGATCTAGAGCCAATGTACATTTTATCGTGGTTTTTCAAAAAT
GGATAGTTTTTCTTGGTGAATCCCGTTTATATTGGAAAAACAATATATACTACAAAAAACTGCAGTGACAATCAC
TTCCAGTACAAAGATATAATTATTCCAAAAACAGAAATGGGAAATTGTTACAAAGTTGTTTATTTCATGGTGTGT
CTTCTCCTATTTGGCACTTTTTCATCAAAATCAGTTCAGCTATCAATAGCACGAGGAAGGGGGAATAATTTGAAA
ATAAGCGAATGCCACAGATGAATGTCACCTGTGCGCCTTCCTCATGGATCAACCAGCCTTCCAAAACCAAACAAAC
TCAGAATAAAATTACACCATAAGAAACGGGAGAATTTCAGCTTTAATTTGATATATTAATTATTTTGAAAAAAT
TTGTTGATTATGTGTTGCAAGACGAATGTCACCTGTGCTGCTATCAATAAAACAGAACAGTATTTGGTATGATAG
CAATAAATTCTGAGAGACCCTTGCCTGATTCCCAATCTAAAGACTGCTTGCTTTAAATACTTGTACTTTAACAAA
ATAGTTTGGTACCGCTGGCTTCACAAAAATGATCAGACCAAAATTACCTAATATAGGGTCTACTGGGGTAAAATG
GGGCATGCAAAAATGTGAATGAAAGTTATAAGAAACTTCATGTACATATTTTCTCCAACATCTGTTGAAACTCCC
TCCTTGAAGTTTTGAATGTTGATTGAACAGTTCATGATCTACCATTTTTCAGCAAATCAATACTAACAAATTTAC
TCCAGCCTCCCCATTTTACCCTTGGCTAGAGTAGAAGTCCAAAAAGTATACCCTTGACGGCAGCGCATCACCGCAT
ACCTTTACAATGGAAGAACCCCCTCGTAGCGAGCTGCCAAGCTCACCTTAAACTTAAAATTAACAATAAAAAAAC
GTCTTTGATCAAGCTCTCCATTTCAACGATATGGAGTCTTGGTCTTGATACTGCAAGGGGTATTGATTATTTTAT
TAACTCGCGTGTAAGTTTCAACATGATCAAAGAAGCCAAAGGCAAGTGGCTTTGAAAAACTTGTAGGTGCACTGC
CAGATTCACGAGGGAATGGAGAATATCAGGATTCCCTTTTTCCTAAAGATGTACACTGAAGTTCACACAAAATGT
CATTGACCAGGCATCTAAAGAGGGGTCAAACCAATCAAGAGTGCCTATCGTGTAATTATATGTTCCACTGCATCA
ATACAAAACTGACTGTAGATAAGGGCAACTTTTGCTATCTGCTTTGTTTACATCATTGGCTTGATTACTCAGCCC
TTGAAATCTCTTCGTCTTCAGTCACTAATCACTTTGAAATTGTGTGTCAATCAAATGCAAGTTTTGATATTGTAA
CAAAATCTGCTATTGTACTAAGCACTGGCTTCCCCTTCGGATTTGTGGTAAGTTTCAGAATTTCTTAAGTCTTTT
ATGCATTTCATTTAGCTTTAATTGCTAACTTGTTTTTCAGGTATATCTGGTAATCAACTAAAACTTCAACATGGG
T A ccoGTA N 1 GAAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCT
TGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACG
GAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTG
TTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGA
AGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGA
AGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACA
AATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAAC
TTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGC
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GATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGA
GAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAA
888G TAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAATATCTCGAAGGAAATTAAAT
CAAGAACTATACGTGTTCGAACCGTTTCAGTTTCAAAACTTTTCTTCTCACTCACGCCTCTCCTTGTTATATATGG
TTGATAATTTTGCAAATCATTTCATTGTTAGTTTTGTACTGTGTATATATGTCCTCAAGTAGGGTGGATCATTTG
AGACGAGCTATATATAACAAGAAGTAAATTCAAGCACCTCAACTGGCTTATGTTGTCTTGTCATTCTCTGATCGT

CGTTTATTTATATTAATGCCAAATTATCGCTATTTGTTCTAAGGTTCAGGCCAATTCTTCAAAGTAATTGTAAAT
TTCGAAATGTGACGTTATTTTTGAAGACAGTTTCTAAATTTCTATTCGACTATTTGTCCATCTCTACCTACTGTG

TTTTGGTGTGTAATGTTTAACCCGAGCTTTGAGCTAAGAATTTTCTGAAAGTGTTATGTTTTCGTTCCTGTTTGA
AGTAAAATGATAAACTTTATTTAGTATGAAGAAAAATAACGAAAAAATAGAACTGTTTCAATGCGCGTTTTTGA

CACTGAACAGACGACCAAAGACTTGAAATTGTCAAGGTGGGAGGAATGGTTGTTGAAGTGATCGCTTGTCCAAGA
AGTGTCCAAGAAATATTCTTGAATATTTGGAGGGAAGATGGTTCAACGAAAATGTTTGTTGACAGAGTTTGCAA

AAATTGTGTCAAGATCTTACTGTACAACTCGAAAAAAAGCTTGAAGCTCTTTTAGAAAATAGTTGACCAGCTCAT
TGTTGACTATAGGCGATACTACAAATTTTGTTAATGGCACTCGCTAGAGAAAGCTCATCTTGCTCTAACGGTGCA
CAAAAACGATGATTGTTACTCGCCAGACTCTTGTTCATCGTAACAAATGGGAACAAATGTGCCAACTACCAAAAA
GGTATGGCAGAAAAGTCAACTTAAAGCCAAATTATAAAAGAAAACACAAATCCAACGAGAAATAATGAACTGAT

TTTATATTGAGATCAAACCTGAAGGAAAACACHESEOEEE

P11: VEK12

VEK Vektor: M13R/SP6 -> 1530 bp EF1 promotor (aurelia_bs_polyp_run090409_45), Kaede, 1072 bp
Actin Terminator (CL1Contig2) -> T7/M13F built out of LigR2

Restriction sites:

BstXI - - Xbal (Promoter:Pstl,Boxl,ApaLl) - (Kaede: 2xEcoRV) - (Terminator:
BgllILHindIIL,ApaLl) S8

TCCAACGCGTTGGEAGEIETCCCATATGEREGACATCTAGAGCCAATGTACATTTTATCGTGGTTTTTCAAAAAT
GGATAGTTTTTCTTGGTGAATCCCGTTTATATTGGAAAAACAATATATACTACAAAAAACTGCAGTGACAATCAC
TTCCAGTACAAAGATATAATTATTCCAAAAACAGAAATGGGAAATTGTTACAAAGTTGTTTATTTCATGGTGTGT
CTTCTCCTATTTGGCACTTTTTCATCAAAATCAGTTCAGCTATCAATAGCACGAGGAAGGGGGAATAATTTGAAA
ATAAGCGAATGCCACAGATGAATGTCACCTGTGCGCCTTCCTCATGGATCAACCAGCCTTCCAAAACCAAACAAAC
TCAGAATAAAATTACACCATAAGAAACGGGAGAATTTCAGCTTTAATTTGATATATTAATTATTTTGAAAAAAT
TTGTTGATTATGTGTTGCAAGACGAATGTCACCTGTGCTGCTATCAATAAAACAGAACAGTATTTGGTATGATAG
CAATAAATTCTGAGAGACCCTTGCCTGATTCCCAATCTAAAGACTGCTTGCTTTAAATACTTGTACTTTAACAAA
ATAGTTTGGTACCGCTGGCTTCACAAAAATGATCAGACCAAAATTACCTAATATAGGGTCTACTGGGGTAAAATG
GGGCATGCAAAAATGTGAATGAAAGTTATAAGAAACTTCATGTACATATTTTCTCCAACATCTGTTGAAACTCCC
TCCTTGAAGTTTTGAATGTTGATTGAACAGTTCATGATCTACCATTTTTCAGCAAATCAATACTAACAAATTTAC
TCCAGCCTCCCCATNTTACCCTTGGCTAGAGTAGAAGTCCAAAAAGTATACCCTTGACGGCAGCGCATCACCGCAT
ACCTTTACAATGGAAGAACCCCCTCGTAGCGAGCTGCCAAGCTCACCTTAAACTTAAAATTAACAATAAAAAAAC
GTCTTTGATCAAGCTCTCCATTTCAACGATATGGAGTCTTGGTCTTGATACTGCAAGGGGTATTGATTATTTTAT
TAACTCGCGTGTAAGTTTCAACATGATCAAAGAAGCCAAAGGCAAGTGGCTTTGAAAAACTTGTAGGTGCACTGC
CAGATTCACGAGGGAATGGAGAATATCAGGATTCCCTTTTTCCTAAAGATGTACACTGAAGTTCACACAAAATGT
CATTGACCAGGCATCTAAAGAGGGGTCAAACCAATCAAGAGTGCCTATCGTGTAATTATATGTTCCACTGCATCA
ATACAAAACTGACTGTAGATAAGGGCAACTTTTGCTATCTGCTTTGTTTACATCATTGGCTTGATTACTCAGCCC
TTGAAATCTCTTCGTCTTCAGTCACTAATCACTTTGAAATTGTGTGTCAATCAAATGCAAGTTTTGATATTGTAA
CAAAATCTGCTATTGTACTAAGCACTGGCTTCCCCTTCGGATTTGTGGTAAGTTTCAGAATTTCTTAAGTCTTTT
ATGCATTTCATTTAGCTTTAATTGCTAACTTGTTTTTCAGGTATATCTGGTAATCAACTAAAACTTCAACATGGG
T_Aatgagtctgattaaaccagaaatgaagatcaagctgcttatggaaggcaatgtaaacgggcaccagtttgttattgagggagatgga
aaaggccatccttttgagggaaaacagagtatggaccttgtagtcaaagaaggcgcacctctcccttttgectacgatatcttgacaacagcattccattatg
gtaacagggtttttgctaaatacccagaccatataccagactacttcaagcagtcgtttcccaaagggttttcttgggagcgaagectgatgttcgaggacgg
gggcgtttgcatcgctacaaatgacataacactgaaaggagacactttttttaacaaagttcgatttgatggecgtaaactttcccccaaatggtectgttatge
agaagaagactctgaaatgggaggcatccactgagaaaatgtatttgcgtgatggagtgttgacgggcgatattaccatggctctgetgcttaaaggagat
gtccattaccgatgtgacttcagaactacttacaaatctaggcaggagggtgtcaagttgccaggatatcactttgtcgatcactgcatcagceatattgagge
atgacaaagactacaacgaggttaagctgtatgagcatgctgttgcccattctggattgccggacaacgtc%gHGMACAGCTCC
CAAGAATTTCATTCATCGTCCACAGGAAATGCTTCTAAATATCTCGAAGGAAATTAAATCAAGAACTATACGTGT
TCGAACCGTTTCAGTTTCAAAACTTTTCTTCTCACTCACGCCTCTCCTTGTTATATATGGTTGATAATTTTGCAAA
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TCATTTCATTGTTAGTTTTGTACTGTGTATATATGTCCTCAAGTAGGGTGGATCATTTGAGACGAGCTATATATA
ACAAGAAGTAAATTCAAGCACCTCAACTGGCTTATGTTGTCTTGTCATTCTCTGATCGTCGTTTATTTATATTAA
TGCCAAATTATCGCTATTTGTTCTAAGGTTCAGGCCAATTCTTCAAAGTAATTGTAAATTTCGAAATGTGACGTT
ATTTTTGAAGACAGTTTCTAAATTTCTATTCGACTATTTGTCCATCTCTACCTACTGTGTTTTGGTGTGTAATGT
TTAACCCGAGCTTTGAGCTAAGAATTTTCTGAAAGTGTTATGTTTTCGTTCCTGTTTGAAGTAAAATGATAAACT
TTATTTAGTATGAAGAAAAATAACGAAAAAATAGAACTGTTTCAATGCGCGTTTTTGACACTGAACAGACGACCA
AAGACTTGAAATTGTCAAGGTGGGAGGAATGGTTGTTGAAGTGATCGCTTGTCCAAGAAGTGTCCAAGAAATAT
TCTTGAATATTTGGAGGGAAGATGGTTCAACGAAAATGTTTGTTGACAGAGTTTGCAAAAATTGTGTCAAGATCT
TACTGTACAACTCGAAAAAAAGCTTGAAGCTCTTTTAGAAAATAGTTGACCAGCTCATTGTTGACTATAGGCGAT
ACTACAAATTTTGTTAATGGCACTCGCTAGAGAAAGCTCATCTTGCTCTAACGGTGCACAAAAACGATGATTGTT
ACTCGCCAGACTCTTGTTCATCGTAACAAATGGGAACAAATGTGCCAACTACCAAAAAGGTATGGCAGAAAAGTC
AACTTAAAGCCAAATTATAAAAGAAAACACAAATCCAACGAGAAATAATGAACTGATTTTATATTGAGATCAAA
CCTGAAGGAAAACAC

P12: VAGT2

VAGT Vektor: M13R/SP6 -> 1315 bp Actin promotor (aurelia_bs_polyp_run090409_21), GFP, 1411 bp
Actin Terminator (aurelia_bs_polyp_run090409_21) -> T7/M13F built out of LigR2

Restriction sites:

BstXI - (Promoter:3xXbaI,2x-,EcoRI) - Agel - (GFP: -) - (Terminator: Boxl,
BstXI,2xSmal)

TCCAACGCGTTGGEAGETETCCCATATGETCGAGCAAAATGGTACCGTTGGCTAGACCAATTTTTGTGAAAATGA
TACCCTTGGCTAGACTAATTTCTAGACCAAAAGTGCCATAATTTGCCGTTTTCTAGGCACAAATCACCAAAATTT
CGCCTTCTCTAGACCAAAATCGCCAAAATTTGGGGTTTCTAGACACAAATTAAGAAAATTTGGCCTTTCCTGGAC
GAAAATTGCCAAAAACTATACCCTTGCCTAGACTGGCCTAGACTAAAATTGCCAAAAAGCATACCCTTGGCTAGA
CTAGAAGTCCGAAAAAGTATACCCTTGAGGGCGGCACATCCCCAGGTACCTTTACTATGGAAGAACCCCCCCCCCC
CGTGGEABERETAACCCGGAAATTGTTTTCGAACATCTTTTAAAATGTACTAAAAAGTTCTTAGAATGCTCTAAA
AGTTTGTTCTCGAATTTGAGCAGAAAGTTGAGCTAAAAATGTGGGACCACAGATGAAATTTTCCCAAATTCCTCT
GTAAGATCCAATTAGATTTTACCAACATTTTGCGTGACGTAATGCAGCTCGAAGGCCTTTCTATCCTAGGAAATA
CAATATTCCCTTAAACTTCTTTCATTTCGTAAACTATGTACATTCGAAGTTTTCACATAGTATAAACTTGCCCCA
ACCTGCTTCATGGGTGCAAAGTATTTGAACTTTTGAACTGCTTCAATTTCAAAGAGCACATAACAAACCACACCG
CAAACGCCACTAAAAATTGAGAATATTTATGGAATCTTGATGTCTGCCCAAAAACAGTTATCAAAACCGTTTGAA
AAGATCCACAGAGCAAAACCGCCGTCTTCATGTCAATATTTTGGACTATTTTGAAGTAGGTCCATTACATTTCTA
AAATATTTCCTGAGAGAAATCACTACAAATTACAGTACTGTAATTGGATGCATTGTTTTGATAATCGTAGTTCGT
GACGCAATGCCTCAAATTTGGCATTAATGAAGGCAGTTAATCATTCCACTTTGTTATGTATTTCCAAAATTACCT
GCACAACATAAAAGGAATTACGCCCGCAAATTTATCAAATCGTTGAAAGGAAACCTTATCAGGAAGTTTCAATAG
CAACCTTTGTATTTGGTAGTTGTCGAGTTACAGTTTCGTCAAAGTGGGTCATCCCCATTGTTGCTAGCTTTAAAG
ATAACCAAATATGGGCATTGTGAATTCTAAAGGTGTGTCCGCGGTCTTATAACTCGCGCTCGCTCCAAGATCATT
CACTHGCTGAAGTAGAAGAAGTCAGAACCTTCGTTGTCTTAGGCCTAAACAAAAAACACATCAAAAT
GGGT| CCGGTA T GAAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAA
TTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACAT
ACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTT
CTGTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCC
CGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTT
TGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGAC
ACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTT
AACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATT
GGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAA
AGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAN
BEAREEEC A AGCGCTCGCCAACTTAGAACTCTATGACTTGATTTTTATAATGTTTCAATTCAGATCCTAGTCCGC
TAATTACTTAGTGTCCGTTGTATTGTTTAACAGCCTCGTGAAAATAAGAAAAGGAGGATATATTTCATACGCATC
GAGATTTGTTTTTTGACTTCATTCCTGATTCCTAAAGTTAACGTCTATCTGTTTGATAAAGTCTTACTCAAGCAA
AATAGTGCTATCGGAGGTTTTTGAATCTTAAAAACTTAAAAAACCATTGAATAATTTATAAGCCGTCTGTCTAGT
AAATGTCATTTTCTTGCAAATGTGTTCATTACAAAAATAACATTTTCTTGCAACCATATCATGCAAAACGTTCTC
TCAAAGAAAAACTTAGAAAACCATAGCGTTTGAAATTCTTTTGAGATCTCTTGTAGAAAATGGGGATTTGAGAA
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GTTCCTGCAACCATTTGTGGTTTTTCTTGCATTTACGATACTAATAGATGCCGATTCGACAGTTGGTAAATGGCG

TCAAAAAATTTTTTAAATCGCGAAAGAGGCTTACAAATCGAGAACCAAAAAAGGCTAAACAGCTCTAAAGGCGA

AGAACTACTTTGTAATCGTTTCGTGAGGTATTGCGGAGGCAAAAAGTAACCGACTACCAATTTTTAAGATTCCCG
AAGATTGAAAAACTGCTGCGAAAATTCTCTTCAGCTCAAACTTGTGCATAGCTCAACAGGTGAAGTAAGAAAAAG
TTCTGTTTTTCTTTCTGCTAAAGTCTCTCTTTATTCTTTCAATTTCGTGCTTCTCTCGTTAGGAAGCATAATAGAA
TAGCGGCTGGAACAATTCCAGAGAATCTGCATCATGAGCTATGAGAAAAACTTGGCTTGATCGCAAATCAAGGTC
TTGTGTTGGTGCCAGAAAAACCCGGGGGGAGGGGGGGGACAGGTACACGACTTGTTGGATGGACGGGGGGTCTGN
CACCCGGTTTTCAGANAGCCATCCACTTTTATGATGAATTTTGGTGGGNAACTACCCATTTTTANCAATTTTTTN
GCNATTTCAACCAAACCCCCCCNTTTTTNTGGAAAACTNCCCAAAAATTACCTTTTTTTAAAAAANTTTTNGCCA
AAAACCAACCCNATTCCCCTNCCNTCAANATTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCGGGCAGAAAACCAGAAAAGGTC
CTTCTCTAAAATCGTTTTGGGGTCTTGTTCTGTTCTGTCAAACCTTTAGAAAGTTCACAGAGCCATCCCCTGTTAA
GAAAGTAAGAAACACTTCGGCTTTAAAATCATGGAAAGGCAAATGGACTACGCAATTAGTTTGGAAGTTAAAAA

AATCAAAAATTGGCAACTGTTGGCGTACCACAGGTAGTTGTTCTCGGAGCACTGTTCTTTATCAAAGATTG-

P13: VAKT1

VAGT Vektor: M13R/SP6 ->1315 bp Actin Promotor (aurelia_bs_polyp_run090409_21), Kaede, 1411 bp
Actin Terminator (aurelia_bs_polyp_run090409_21) -> T7/M13F built out of LigR2

Restriction sites:

BstXI - [Promoter:3xXbaI,2x-,Ec0RI) - (Kaede: 2xEcoRV) - (Terminator: Boxl,
BstXI,2xSmal)

TCCAACGCGTTGGEAGETETCCCATATGETCGABCAAAATGGTACCGTTGGCTAGACCAATTTTTGTGAAAATGA
TACCCTTGGCTAGACTAATTTCTAGACCAAAAGTGCCATAATTTGCCGTTTTCTAGGCACAAATCACCAAAATTT
CGCCTTCTCTAGACCAAAATCGCCAAAATTTGGGGTTTCTAGACACAAATTAAGAAAATTTGGCCTTTCCTGGAC
GAAAATTGCCAAAAACTATACCCTTGCCTAGACTGGCCTAGACTAAAATTGCCAAAAAGCATACCCTTGGCTAGA
CTAGAAGTCCGAAAAAGTATACCCTTGAGGGCGGCACATCCCCAGGTACCTTTACTATGGAAGAACCCCCCCCCCC
CGTGGEAGERETAACCCGGAAATTGTTTTCGAACATCTTTTAAAATGTACTAAAAAGTTCTTAGAATGCTCTAAA
AGTTTGTTCTCGAATTTGAGCAGAAAGTTGAGCTAAAAATGTGGGACCACAGATGAAATTTTCCCAAATTCCTCT
GTAAGATCCAATTAGATTTTACCAACATTTTGCGTGACGTAATGCAGCTCGAAGGCCTTTCTATCCTAGGAAATA
CAATATTCCCTTAAACTTCTTTCATTTCGTAAACTATGTACATTCGAAGTTTTCACATAGTATAAACTTGCCCCA
ACCTGCTTCATGGGTGCAAAGTATTTGAACTTTTGAACTGCTTCAATTTCAAAGAGCACATAACAAACCACACCG
CAAACGCCACTAAAAATTGAGAATATTTATGGAATCTTGATGTCTGCCCAAAAACAGTTATCAAAACCGTTTGAA
AAGATCCACAGAGCAAAACCGCCGTCTTCATGTCAATATTTTGGACTATTTTGAAGTAGGTCCATTACATTTCTA
AAATATTTCCTGAGAGAAATCACTACAAATTACAGTACTGTAATTGGATGCATTGTTTTGATAATCGTAGTTCGT
GACGCAATGCCTCAAATTTGGCATTAATGAAGGCAGTTAATCATTCCACTTTGTTATGTATTTCCAAAATTACCT
GCACAACATAAAAGGAATTACGCCCGCAAATTTATCAAATCGTTGAAAGGAAACCTTATCAGGAAGTTTCAATAG
CAACCTTTGTATTTGGTAGTTGTCGAGTTACAGTTTCGTCAAAGTGGGTCATCCCCATTGTTGCTAGCTTTAAAG
ATAACCAAATATGGGCATTGTGAATTCTAAAGGTGTGTCCGCGGTCTTATAACTCGCGCTCGCTCCAAGATCATT
CACT”llGCTGAAGTAGAAGAAGTCAGAACCTTCGTTGTCTTAGGCCTAAACAAAAAACACATCAAAAT
GGGT atgagtctgattaaaccagaaatgaagatcaagctgcttatggaaggcaatgtaaacgggcaccagtttgttattgagggaga
tggaaaaggccatccttttgagggaaaacagagtatggaccttgtagtcaaagaaggcgcacctctcccttttgectacgatatcttgacaacagcattcca
ttatggtaacagggtttttgctaaatacccagaccatataccagactacttcaagcagtcgtttcccaaagggttttcttgggagcgaagectgatgttcgag
gacgggggcgtttgcatcgctacaaatgacataacactgaaaggagacactttttttaacaaagttcgatttgatggcgtaaactttcccccaaatggtcectg
ttatgcagaagaagactctgaaatgggaggcatccactgagaaaatgtatttgcgtgatggagtgttgacgggegatattaccatggctctgetgecttaaag
gagatgtccattaccgatgtgacttcagaactacttacaaatctaggcaggagggtgtcaagttgccaggatatcactttgtcgatcactgcatcagcatatt
gaggcatgaCaaagactacaacgaggttaagctgtatgagcatgctgttgcccattctggattgccggacaacgtcggHCTAAGCGC
TCGCCAACTTAGAACTCTATGACTTGATTTTTATAATGTTTCAATTCAGATCCTAGTCCGCTAATTACTTAGTGT
CCGTTGTATTGTTTAACAGCCTCGTGAAAATAAGAAAAGGAGGATATATTTCATACGCATCGAGATTTGTTTTTT
GACTTCATTCCTGATTCCTAAAGTTAACGTCTATCTGTTTGATAAAGTCTTACTCAAGCAAAATAGTGCTATCGG
AGGTTTTTGAATCTTAAAAACTTAAAAAACCATTGAATAATTTATAAGCCGTCTGTCTAGTAAATGTCATTTTCT
TGCAAATGTGTTCATTACAAAAATAACATTTTCTTGCAACCATATCATGCAAAACGTTCTCTCAAAGAAAAACTT
AGAAAACCATAGCGTTTGAAATTCTTTTGAGATCTCTTGTAGAAAATGGGGATTTGAGAAGTTCCTGCAACCATT
TGTGGTTTTTCTTGCATTTACGATACTAATAGATGCCGATTCGACAGTTGGTAAATGGCGTCAAAAAATTTTTTA
AATCGCGAAAGAGGCTTACAAATCGAGAACCAAAAAAGGCTAAACAGCTCTAAAGGCGAAGAACTACTTTGTAAT
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CGTTTCGTGAGGTATTGCGGAGGCAAAAAGTAACCGACTACCAATTTTTAAGATTCCCGAAGATTGAAAAACTGC
TGCGAAAATTCTCTTCAGCTCAAACTTGTGCATAGCTCAACAGGTGAAGTAAGAAAAAGTTCTGTTTTTCTTTCT
GCTAAAGTCTCTCTTTATTCTTTCAATTTCGTGCTTCTCTCGTTAGGAAGCATAATAGAATAGCGGCTGGAACAA
TTCCAGAGAATCTGCATCATGAGCTATGAGAAAAACTTGGCTTGATCGCAAATCAAGGTCTTGTGTTGGTGCCAG
AAAAACCCGGGGGGAGGGGGGGGACAGGTACACGACTTGTTGGATGGACGGGGGGTCTGNCACCCGGTTTTCAGA
NAGCCATCCACTTTTATGATGAATTTTGGTGGGNAACTACCCATTTTTANCAATTTTTTNGCNATTTCAACCAAA
CCCCCCCNTTTTTNTGGAAAANCTNCCCAAAAATTACCTTTTTTTAAAAAANTTTTNGCCAAAAACCAACCCNN
ATTCCCCTNCCNTCAANATTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCGGGCAGAAAACCAGAAAAGGTCCTTCTCTAAAAT
CGTTTTGGGGTCTTGTTCTGTTCTGTCAAACCTTTAGAAAGTTCACAGAGCCATCCCCTGTTAAGAAAGTAAGAA
ACACTTCGGCTTTAAAATCATGGAAAGGCAAATGGACTACGCAATTAGTTTGGAAGTTAAAAAAATCAAAAATT
GGCAACTGTTGGCGTACCACAGGTAGTTGTTCTCGGAGCACTGTTCTTTATCAAAGATTG

P14: LigAN3

LigAN Vektor: M13F -> Minos ITRs ,1566 bp EF1 promotor (aurelia_bs_polyp_run090409_45), GFP, 1062
bp Actin Terminator (aurelia_bs_polyp_run090409_21), Minos ITRs <- M13R built out of pMiLRneo
backbone

Minos ITRs; BamHI; Xbal; M 13F|

CCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGC
GCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGG
GCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCA
GCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAA
[AACGACGGCCAGT|GAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGEAGEREGCATCAAATTGAGTTTTGCT
CCATTCTCTATGCTAGCTTAAGATATTTTTCGTTTTCTACGAGCCCCAACCACTATTAATTCGAACAGCATGTTTT
TTTTGCAGTGCGCAATGTTTAACACACTATATTATCAATACTACTAAAGATAACACATACCAATGCATTTCGTCT
CAAAGAGAATTTTATTCTCTTCACGACGAAAAAAAAAGTTTTGCTCTATTTCCAACAACAACAAAAATATGAGTA
ATTTATTCAAACGGTTTGCTTAAGAGATAAGAAAAAAGTGACCACTATTAATTCGAACGCGGCGTAATGTGATTT
ACTATCATACTTAAAACAATAAT A T ATTAGAATTGTGTAACGTCCCGCGGTGABBGERRETCTAGAGC
CAATGTACATTTTATCGTGGTTTTTCAAAAATGGATAGTTTTTCTTGGTGAATCCCGTTTATATTGGAAAAACAA
TATATACTACAAAAAACTGCAGTGACAATCACTTCCAGTACAAAGATATAATTATTCCAAAAACAGAAATGGGAA
ATTGTTACAAAGTTGTTTATTTCATGGTGTGTCTTCTCCTATTTGGCACTTTTTCATCAAAATCAGTTCAGCTAT
CAATAGCACGAGGAAGGGGGAATAATTTGAAAATAAGCGAATGCCACAGATGAATGTCACCTGTGCGCCTTCCTC
ATGGATCAACCAGCCTTCCAAAACCAAACAAACTCAGAATAAAATTACACCATAAGAAACGGGAGAATTTCAGCT
TTAATTTGATATATTAATTATTTTGAAAAAATTTGTTGATTATGTGTTGCAAGACGAATGTCACCTGTGCTGCTA
TCAATAAAACAGAACAGTATTTGGTATGATAGCAATAAATTCTGAGAGACCCTTGCCTGATTCCCAATCTAAAGA
CTGCTTGCTTTAAATACTTGTACTTTAACAAAATAGTTTGGTACCGCTGGCTTCACAAAAATGATCAGACCAAAA
TTACCTAATATAGGGTCTACTGGGGTAAAATGGGGCATGCAAAAATGTGAATGAAAGTTATAAGAAACTTCATG
TACATATTTTCTCCAACATCTGTTGAAACTCCCTCCTTGAAGTTTTGAATGTTGATTGAACAGTTCATGATCTACC
ATTTTTCAGCAAATCAATACTAACAAATTTACTCCAGCCTCCCCATTTTACCCTTGGCTAGAGTAGAAGTCCAAA
AAGTATACCCTTGACGGCAGCGCATCACCGCATACCTTTACAATGGAAGAACCCCCTCGTAGCGAGCTGCCAAGCT
CACCTTAAACTTAAAATTAACAATAAAAAAACGTCTTTGATCAAGCTCTCCATTTCAACGATATGGAGTCTTGGT
CTTGATACTGCAAGGGGTATTGATTATTTTATTAACTCGCGTGTAAGTTTCAACATGATCAAAGAAGCCAAAGGC
AAGTGGCTTTGAAAAACTTGTAGGTGCACTGCCAGATTCACGAGGGAATGGAGAATATCAGGATTCCCTTTTTCC
TAAAGATGTACACTGAAGTTCACACAAAATGTCATTGACCAGGCATCTAAAGAGGGGTCAAACCAATCAAGAGTG
CCTATCGTGTAATTATATGTTCCACTGCATCAATACAAAACTGACTGTAGATAAGGGCAACTTTTGCTATCTGCT
TTGTTTACATCATTGGCTTGATTACTCAGCCCTTGAAATCTCTTCGTCTTCAGTCACTAATCACTTTGAAATTGTG
TGTCAATCAAATGCAAGTTTTGATATTGTAACAAAATCTGCTATTGTACTAAGCACTGGCTTCCCCTTCGGATTT
GTGGTAAGTTTCAGAATTTCTTAAGTCTTTTATGCATTTCATTTAGCTTTAATTGCTAACTTGTTTTTCAGGTAT
ATCTGGTAATCAACTAAAACTTCAACATGGGT| A CCGGTANMSIA 1GAAAAAATGAGTAAAGGA
GAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTC
AGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCT
GTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTGTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAAC
GGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGA
ACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATT
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TTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAG
ACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCA
GACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAAT
CTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTA
CACATGGCATGGATGAACTATACAAA_CTAAGCGCTCGCCAACTTAGAACTCTATGACTTGATTTTTA
TAATGTTTCAATTCAGATCCTAGTCCGCTAATTACTTAGTGTCCGTTGTATTGTTTAACAGCCTCGTGAAAATAA
GAAAAGGAGGATATATTTCATACGCATCGAGATTTGTTTTTTGACTTCATTCCTGATTCCTAAAGTTAACGTCTA
TCTGTTTGATAAAGTCTTACTCAAGCAAAATAGTGCTATCGGAGGTTTTTGAATCTTAAAAACTTAAAAAACCAT
TGAATAATTTATAAGCCGTCTGTCTAGTAAATGTCATTTTCTTGCAAWTGTGTTCATTACAAAAATAACATTTT
CTTGCAACCATATCATGCAAAACGTTCTCTCAAAGAAAAACTTAGAAAACCATAGCGTTTGAAATTCTTTTGAGR
TCTCTTGTAGAAAATGGGGATTTGAGAAGTTCCTGCAACCATTTGTGGTTTTTCTTGCRTTTACGATACTAATAG
ATGCCGATTTCGACAGTTGGGTAAMTGSCGTCAAAAAATTTTTTAAATCGCGAAAGAGGCTTACAAATCGAGAAC
CAAAAAAGGCTAAACAGCTCTAAAGGCGAAGAACTACTTTGTAATCGTTTCGTGAGGTATTGCGGAGGCAAAAAG
TAACCGACTACCAATTTTTAAGATTCCCGAAGATTGAAAAACTGCTGCGAAAAATTCTCTTCAGCTCAAACTTGT
GCATAGCTCAACRAGGTGAAGTAAGAAAAAGTTCTGTTTTTCTTTCTGCTAAAGTCTCTCTTTAYTCTTTCAATT
TCGTGCYTCTCTCGTTAGGAAGCATAATAGAATARCGGCTGGAACAATTCCAGAGAATCTGCATCATGAGCTATG
AGAAAAACTTGGCTTGATCGAAAATCAAGGTCTTGTTTGGTGCCAGAAAAACCCCCGGGGGAGGGGGGGACAGGT
ACACGACTTGTGGRTGGACGGGGGTCTGCCACCCGGTTTTCAGAAAGCCMTCCAGCTTTTATGATGAATTTTGGT
RRGAAACTACCCATTTTTAGCAATTTTTTGGCGATTTCAGCCAAACCGACCGGATCCCCCAGCTCTGCAGCATTAT
TTGCAGATCATAACTAGATAATGATTCCGTTACATTAGTTGCTTTTGTTTTGCTCTTCTTGAGATTAAGGTAAGC
TTACGCCGCGTTCGAATTAATAGTGGTCACTTTTTTCTTATCTCTTAAGCAAACCGTTTGAATAAATTACTCATA
TTTTTGTTGTTGTTGGAAATAGAGCAAAACTTTTTTTTTCGTCGTGAAGAGAATAAAATTCTCTTTGAGACGAAA
TGCATTGGTATGTGTTATCTTTAGTAGTATTGATAATATAGTGTGTTAAACATTGCGCACTGCAAAAAAACATGC
TGTTCGAATTAATAGTGGTTGGGGCTCGTAGAAGCTGCTAACGTGCTTGGCATAATTTATAGAAGCATTTGTGTA
GGCTTGTCTTAATGGCGAAAAATTGAAAACATTTAGCATTTCAAGCACTTGGTACCAGCTTTTGTTCCCTTTAGT
GAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATKATGGTCATAGCTGTTTCdTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTC
CACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTG
CGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGG
GAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGG
CGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATG
TGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCC
CCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCG
TTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCC
TTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTG
GGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGG
TAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTA
CAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGC
CAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTG
TTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACG
CTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTT
TAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTA
ATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAA
CTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGA
TTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAG
TCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCT
ACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTA
CATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGC
AGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTG
ACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATA
CGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTC
TCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTA
CTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGA
AATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGAT
ACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTAAAT
TGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGA
AATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAG
TCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGA
ACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCC
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9.4 Inhibition der Strobilation mit dem Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-CdR

Tab 9.1 : Ubersicht der mit 5-Aza-CdR behandelten Tiere mit der Angabe zur Strobilation. K: Ansitze mit
DMSO behandelten Tieren; A: Ansatze mit 5-Aza-CdR behandelten Tieren. po: Polyp, st: Strobila, ep:
Ephyra gibt die Anzahl der verschieden Lebensstadien im Ansatz pro Tag an.

Inhibition der Strobilation mit dem Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-CdR, Experiment I

Tag 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
DMSO st/po

K1 0/20 0/20 0/20 0/21 0/21 0/23 0/23 0/23 0/23 0/23 0/23
K II 0/20 0/20 0/21 0/22 0/22 0/25 0/25 0/25 0/26 0/26 0/23
K III 0/20 0/20 0/21 0/21 0/21 0/21 0/21 0/21 0/21 0/21 0/21
5-Aza-2 st/po

CDR

Al 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/18 0/18 0/19 0/19 0/18
ATl 0/20 0/20 0/22 0/23 0/23 0/25 0/25 0/25 0/28 0/27 0/26
A III 0/20 0/20 0/24 0/24 0/24 0/28 0/28 0/25 0/26 0/24 0/24
Tag 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
DMSO st/po

K1 0/23 0/23 0/23 1/22 2/22 2/23 2/23 2/23 2/23 2/23 3/23
K II 0/25 0/25 1/25 1/26 1/26 1/26 1/26 1/25 1/25 1/25 1/25
K III 0/21 0/21 0/21 0/21 1/18 1/19 1/19 1/18 1/18 1/18 1/19
5-Aza-2 st/po

CDR

Al 0/19 0/19 0/20 0/20 0/18 1/18 1/18 1/19 1/19 1/19 1/19
ATl 0/27 0/27 0/27 0/27 0/25 0/26 0/26 0/26 1/26 1/26 1/26
A III 0/26 0/26 0/26 0/24 0/24 0/23 0/23 0/23 0/23 0/23 0/23
Tag 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
DMSO st/po ep/st/po

K1 3/23 3/23 3/23 3/23 3/23 3/23 3/23 5/23 1/7/23 4/9/23 10/9/23
K II 1/25 1/25 1/25 1/25 2/25 2/25 4/25 6/25 17/6/25 6/6/25 9/9/25
K III 1/19 1/19 1/19 1/18 1/18 1/18 1/18 1/18 0/2/19 0/2/19 6/3/19
5-Aza-2 st/po

CDR

Al 1/19 1/19 1/19 1/19 1/19 1/19 1/19 1/19 2/20 2/20 2/20
ATl 1/26 1/26 1/26 1/26 1/26 1/26 1/26 2/26 2/26 2/26 2/26
A III 0/23 0/23 0/23 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/23 0/23 0/23
Tag 34 35 36 37 38 39

DMSO ep/st/po

K1 14/9/23 | 15/9/23 | 25/14/23 | 25/14/23 | 32/12/23 | 52/8/25

K II 9/9/25 9/16/25 | 9/16/25 | 24/16/25| 33/13/25 | 55/7/25

K III 6/6/19 6/8/19 6/8/19 8/7/19 9/7/19 29/5/19

5-Aza-2

CDR

Al 3/3/20 4/4/20 9/4/20 4/4/20 4/4/20 6/4/20

ATl 4/26 1/4/26 ‘4/6/26 5/5/26 6/4/26 6/4/26

A III 0/23 0/23 0/23 0/23 0/23 0/23
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Inhibition der Strobilation mit dem Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-CdR, Experiment II

Tag 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
DMSO st/po
K1 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
K 11 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
K 11T 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
5-Aza-2 st/po
CDR
Al 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
All 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
A III 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
Tag 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
DMSO st/po mRNA mRNA

extraktion extraktion
K1 0/30 0/30 0/25 2/25 3/20 6/20 11/20 13/20 13/20 16/20
K 11 0/30 0/30 0/25 3/25 5/20 8/20 9/20 9/20 10/20 13/20
K 11T 0/30 0/30 0/30 1/30 2/30 4/30 7/30 11/30 11/30 18/30
5-Aza-2 st/po
CDR
Al 0/30 0/30 0/25 0/25 0/20 3/20 4/20 6/20 6/20 6/20
All 0/30 0/30 0/25 0/25 0/20 0/20 0/20 5/20 8/20 10/20
A III 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 1/30 1/30 4/30 5/30 5/30

Tab. 9.2 Ubersicht der mit 5-Aza-CdR behandelten Tiere mit der Angabe zur Strobilation in Prozent,
Auszug aus Tabelle 9.1 mit Angaben zum Zeitpunkt der hochsten Strobilation, der Anzahl der Strobilae,
der gesamten Tiere eines Ansatzes, der Strobilation in Prozent je Ansatz, dem Mittelwert aus je drei
Ansatzen und der Standartabweichung fiir den Mittelwert.

Inhibition der Strobilation mit dem Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-CdR Experiment I

Anzahl der Strobilas an Tag 36 Strobila | Tiere gesamt Strobilation in % Mittelwert 1-3 | STABW
K1 14 23 61
K 2 16 25 64
K3 8 19 42 56 11,84
Aza 1 4 20 20
Aza 2 6 26 23
Aza 3 0 23 0 14 12,53
Inhibition der Strobilation mit dem Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-CdR Experiment II

Anzahl der Strobilas an Tag 21 Strobila | Tiere gesamt Strobilation in % Mittelwert 4-6 | STABW
K4 16 20 80
K5 13 20 65
k6 18 30 60 68 10,40
Aza 4 6 20 30
Aza 5 20 40
Aza 6 30 17 29 11,71

164




Kapitel 9: Anhang

9.5 Ubersicht liber die Injektionen der Reporter-Konstrukte

Tab. 9.3: Ubersicht der Injektionen von Reporter-Konstrukten in Embryonen von Aurelia autita der Jahre
2008/2009. Neben der Injektions-Nummer ist das Datum der Injektion, die Plasmid-Nummer, der
Plasmid-Name, die Konzentration des Plamids und der Gehalt an RITC im Injektionsansatz angegeben.
Ebenfalls angegeben ist, ob das Konstrukt linearisiert wurde und ob gDNA, Minos-Transposase mRNA
oder GFP-mRNA im Injektionsansatz enthalten waren. Abschliefend ist die Anzahl an injizierten
Embryonen pro Tag, injizierte Embryonen gesamt und RITC-positive Embryonen sieben Tage nach der
Injektion aufgelistet.

Injektions Plasmid | Plasmid - Genomische Minos GFP Injizierte Loizicite RITC-
. Datum o N Konzentration RITC Linearisiert DNA NotI Transposase A S Embryonen positive
verdaut mRNA gesamt
2008
1 17.06.08 1 VTP-H12 1ug/pl 2%70Kd 13 13 0
2 18.06.08 2 VALP18 0,5ug/pl 2%70Kd 0 13 0
3 24.06.08 2 VALP18 0,9ug/ul 2%70Kd 12 25 6
4 25.06.08 1 VTP-H12 | 1pg/ugl 2%70Kd 20 45 2
5 26.06.08 2 VALP18 0,9 pg/pl 2%70Kd 10 55 4
6 07.07.08 3 VTTG3 2,0 ug/l 2%70Kd 55 110 1
7 07.07.08 4 VA16M26 | 1pg/pl 50 160 0
8 08.07.08 5 VUG11 1ug/pl 2%70Kd 97 257 4
9 08.07.08 6 VA16G3 1ug/pl 2%70Kd 85 342 1
10 14.07.08 7 VHPII4 2pg/ul 2%70Kd 89 431 13
11 15.07.08 2 VALP18 0,9ug/ul 1%10Kd 101 532 17
12 16.07.08 6 VA16G3 2pg/ul 1%10Kd 107 639 30
13 17.07.08 7 VHPII4 2pg/pl 1%10Kd 141 780 38
14 22.07.08 2 VALP18 2pg/ul 1%10Kd 156 936 24
15 24.07.08 2 VALP18 3pg/pl 1%10Kd 113 1049 40
16 24.07.08 2 VALP18 0,8ug/ul 1%10Kd | NotI 97 1146 44
17 30.07.08 7 VHPII4 2pg/pl 1%10Kd 39 1185 10
18 04.08.08 2 VALP18 2pg/pl 1%10Kd 105 1290 32
19 06.08.08 7 VHPII4 2pg/ul 1%10Kd 42 1332 12
20 07.08.08 7 VHPII4 2pg/ul 1%10Kd 80 1412 20
2009
21 16.06.09 8 VEGT3 1pg/ul 1%10Kd
22 17.06.09 9 VEKT7 1pg/ul 1%10Kd 109 109
23 18.06.09 8 VEGT3 1pg/ul 1%10Kd 57 166
24 22.06.09 9 VEKT7 1pg/ul 1%10Kd 105 271
25 23.06.09 10 VEG4 1pg/ul 1%10Kd 74 345
26 24.06.09 11 VEK12 1pg/ul 1%10Kd 38 383
27 25.06.09 9 VEKT7 1pg/ul 1%10Kd 104 487
28 29.06.09 11 VEK12 1pg/ul 1%10Kd 136 623
29 30.06.09 8 VEGT3 1pg/ul 1%10Kd 118 741
30 01.07.09 9 VEKT7 1pg/ul 1%10Kd 144 885
31 02.07.09 8 VEGT3 1pg/ul 1%10Kd 51 936
32 06.07.09 9 VEKT7 1pg/ul 1%10Kd 87 1023
33 07.07.09 12 VAGT2 1pg/ul 1%10Kd 141 1141
34 08.07.09 13 VAKT1 1pg/ul 1%10Kd 178 1342
35 09.07.09 12 VAGT2 1pg/ul 1%10Kd 161 1503
36 13.07.09 13 VAKT1 1pg/ul 1%10Kd 159 1662
37 14.07.09 12 VAGT2 1pg/ul 1%10Kd 135 1797
38 15.07.09 13 VAKT1 1pg/ul 1%10Kd 79 1876
39 16.07.09 12 VAGT2 1pg/ul 1%10Kd | NotI 57 1933
40 16.07.09 12 VAGT2 1pg/ul 1%10Kd | NotI 100ng/pl 33 1966
41 20.07.09 12 VAGT2 1pg/ul 1%10Kd | NotI 100ng/pl 174 2140
42 21.07.09 8 VEGT3 1pg/ul 1%10Kd | NotI 110 2250
43 22.07.09 8 VEGT3 1pg/ul 1%10Kd | NotI 180ng/pl 71 2321
44 23.07.09 12 VAGT2 1pg/ul 1%10Kd | NotI 100ng/pl 166 2487
45 27.07.09 7 VHPII4 1pg/ul 1%10Kd 37 2524
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46 28.07.09 7 VHPII4 1pg/pl 1%10Kd 171 2695

47 29.07.09 8 VEGT3 1pg/pl 1%10Kd | NotI 180ng/pl 120 2815

48 30.07.09 14 LigAN3 1pg/pl 1%10Kd 134 2949

49 03.08.09 14 LigAN3 1pg/ul 1%10Kd 0,1pg/ul 0,1pg/ul 136 3085

50 04.08.09 14 LigAN3 1pg/ul 1%10Kd 0,1pg/ul 0,1pg/ul 66 3151

51 05.08.09 14 LigAN3 1pg/pl 1%10Kd 0,1pg/ul 0,1pg/ul 102 3253

52 06.08.09 14 LigAN3 1pg/ul 1%10Kd 0,1pg/ul 0,1pg/ul 89 3342

9.6 16S rDNA Sequenzen der Aurelia aurita Linien

16S rDNA Sequenzen der im Labor gehilterten Polypen von Aurelia aurita
>Nordsee-Polypen

CTCTTGTAAGGTGAAGCCTGCCCAATGACTGTTAATAATCCAATTAAAACCAGTTCAATGGCCGCGGTAACTCTG
ACCGTGATAAAGTAGCATAATCACTTGTCACTTAATTAGTGACTGGAATGAATGGCTAAACGAATCCTCCTCTGT
CTCTGAAAGAACTCCGGCGAATTTGAAATAACAGTGAAGATGCTGTTAAATAATTGTAAGACGAAAAGACCCTAT
CGAGCTTTACTGAAAGCTTGTAAACAAATATGATTATCACCAACGAACTCTTAAAAATTGCAAGCCTGACAGTTT
GGTTGGGGCGACCACCCCTAAAAAAGTATCAGGGGAACTCTAAAGGTTACCATAATATGGAAAATTGCCTTACTG
GAAACAAACAAGTCAATCAGTTATAATTTATAGGACATATTGACCCGTTATTTTGTTCATAATAAATAACGACTA
TGAAAAAAGTTACCGTAGGGATAACAGGGTAATATTTTCAGAGAGTTCATATCGATGAAAATGTTTGCCACCTCG
ATGTTGAATTATG

>0stsee-Polypen

CTCTTGTAAGGTGAAGCCTGCCCAATGACTGTTAATAATCCAATTAAAACCAGTTCAATGGCCGCGGTAACTCTG
ACCGTGATAAAGTAGCATAATCACTTGTCACTTAATTAGTGACTGGAATGAATGGCTAAACGAATCCTCCTCTGT
CTCTGAAAGAACTCCGGCGAATTTGAAATAACAGTGAAGATGCTGTTAAATAATTGTAAGACGAAAAGACCCTAT
CGAGCTTTACTGAAAGCTTGTAAACAAATATGATTATCACCAACGAACTCTTAAAAATTGCAAGCCTGACAGTTT
GGTTGGGGCGACCACCCCTAAAAAAGTATCAGGGGAACTCTAAAGGTTACCATAATATGGAAAATTGCCTTACTG
GAGACAAACAAGTCAATCAGTTATAATTTATAGGACATATTGACCCGTTATTTTGTTCATAATAAATAACGACTA
TGAAAAAAGTTACCGTAGGGATAACAGGGTAATATTTTCAGAGAGTTCATATCGATGAAAATGTTTGCCACCTCG
ATGTTGAATTATG

>Roscoff-Polypen

CTCTTGTAAGGTGAAGCCTGCCCAATGACTGCCAATAATCTAATAAAAATCAGTTCAATGGCCGCGGTAACTCTG
ACCGTGATAAGGTAGCATAATCACTTGTCACTTAATTGGTGACTGGAATGAATGGCTAAACGAATCCTCCTCTGT
CTCTGAAGAAATCCTGGCAAATTTGAAATAGCAGTGAAGATGCTGCTAAATAATTGTAAGACGAAAAGACCCTAT
CGAGCTTTACTGGAATCTTGCAAAGTAACATAGTTATTAAAGACAAAATTATACAAATTGCAAGCCCGACAGTTT
GGTTGGGGCGACCACCCCTAAAAACGTATCAGGGGAACTCTAAAGGCTGTCATAATATGAAAAACCGCCTTACTG
GAGACAAACAAGTCAATCAGTTATAATTTATAGGACATATTGACCCGTTATTTAGCTTCACAACAAATAACGACT
ATGAAAAAAGTTACCGTAGGGATAACAGGGTAATATTTTCAGAGAGTTCATATCGATGAAAATGTTTGCCACCTC
GATGTTGAATTATG

>Weifmeer-Polypen

CTCTTGTAAGGTGAAGCCTGCCCAATGACTGTTAATAATCCAATTAAAACCAGTTCAATGGCCGCGGTAACTCTG
ACCGTGATAAAGTAGCATAATCACTTGTCACTTAATTAGTGACTGGAATGAATGGCTAAACGAATCCTCCTCTGT
CTCTGAAAGAACTCCGGCGAATTTGAAATAACAGTGAAGATGCTGTTAAATAATTGTAAGACGAAAAGACCCTAT
CGAGCTTTACTGAAAGCTTGTAAACAAATATGATTATCACCAACGAACTCTTAAAAATTGCAAGCCTGACAGTTT
GGTTGGGGCGACCACCCCTAAAAAAGTATCAGGGGAACTCTAAAGGTTACCATAATATGGAAAATTGCCTTACTG
GAGACAAACAAGTCAATCAGTTATAATTTATAGGACATATTGACCCGTTATTTTGTTCATAATAAATAACGACTA
TGAAAAAAGTTACCGTAGGGATAACAGGGTAATATTTTCAGAGAGTTCATATCGATGAAAATGTTTGCCACCTCG
ATGTTGAATTATG
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16S rDNA Referenz Linien von Aurelia aurita nach Schroth et al, 2002

>Ubiquitdre-Linie (AF461398)

ctcttgtaaggtgaagcectgeccaatgactgecaataatctaataaaaatcagttcaatggecgeggtaactctgaccgtgataaagtageataatcacttgt
cacttaattggtgactggaatgaatggctaaacgaatcctectctgtctctgaagaaatcctggeaaatttgaaatagcagtgaagatgetgctaaataattg
taagacgaaaagaccctatcgagctttactggaatcttgcaaagtaacatagttattaaagacaaaattatacaaattgcaageccgacagtttggttgggg
cgaccacccctaaaaacgtatcaggggaactctaaaggetgtcataatatgaaaaaccgecttactggagacaaacaagtcaatcagttataatttatagg
acatattgacccgttatttagcttcacaacaaataacgactatgaaaaaagttaccgtagggataacagggtaatattttcagagagttcatatcgatgaaa

atgtttgcca

>Boreale-Linie (AF461399)

ctcttgtaaggtgaagcctgeccaatgactgttaataatccaattaaaaccagttcaatggecgeggtaactctgaccgtgataaagtagcataatcacttgt
cacttaattagtgactggaatgaatggctaaacgaatcctectctgtctctgagagaactccggegaatttgaaataacagtgaagatgcetgttaaataattg
taagacgaaaagaccctatcgagctttactgagagcttgtaaacaaatatgattatcaccaacgaactcttaaaaattgcaagectgacagtttggtcgggg
cgaccacccctaaaaaagtatcaggggaactctaaaggttaccataatatggaaaattgecttactggagacaaacaagtcaatcagttataatttatagg

acatattgacccgttattttgttcataataaataacgactatgaaaaaagttaccgtagggataacaggg

>Mittelmeer-Linie (AF461400)

ctcttgtaaggtgaagcectgeccaatgactgctaataaccaaaccaaaatcagttcaatggecgeggtaactctgaccgtgataaagtageataatcacttg
tcacttaattggtgactggaatgaatggctaaacgaatccteecctgtctetgaaagaactccggtaaatttgaaatagecagtgaagatgetgetgaataatt
gtaagacgaaaagaccctatcgagctttactgaaagcttgtaacaaaatatagctatccgtagegaagctctttaacctgcaagectgacagtttggttggg
gcgaccacccctaaaaatgtatcaggggaattctaaaggttatcacaatatgaaaaattgecttactggagacaaacaagtcaatcagttataatttatagg
acatattgacccgttactttgctcatgataagtaacgactatgaaaaaagttaccgtagggataacaggg

>Aurelia labiata-Linie (AF461401)

ctcttgtaaggtgaagcectgeccaatggetgecaataacgtacccaaaatcagttcaatggecgeggtaactctgaccgtgataaagtageataatcacttg
tcacttaattggtgactggaatgaatggctaaacgaatccteecctgtctetgagagaattccggeaaacttgaaatagtagtgaagatgctactaaataatt
gtaagacgaaaagaccctatcgagctttactggaagcttgtatactgatatggctatctgaaacgaagecttttgaactgcaageccgacagtttggttggg

gcgaccacccctaaaaatgtatcaggggaactctaaaggttatcctaatatgaaaagttgecttactggagacaaacaagtcaatcagttataatatatagg
acatattgacccgttattttaatcacagcaaataacgaccatgaaaaaagttaccgtagggataacaggg

>Arabische Halbinsel-Linie (AF461402)

ctcttgtaaggtgaagcctgeccaatgactgctaataacttaaccaaaaccagttcaatggecgeggtaactctgaccgtgataaagtagceataatcacttgt
cacttaattggtgactggaatgaatggctaaacgaatccctacctgtctctgaaagaactccggeaaatttgaaataatagtgaagatgctattagataattg
taagacgaaaagaccctatcgagctttactgaaagcttgcatactcatatgectaactacaacaaggtaactaagactgcaagaccgacagtttggttggg
gcgaccgeccctaaaaacgtatcaggggaactctaaaggttattataatatgaaaaattaccttactgtagacaaacaagtcaatcagttataatatatagg
acatattgacccgttatttcattcataacaaataacgactatgaaaaaagttaccgtagggataacaggg

>Aurelia limbata-Linie (AF461403)

ctcttgtaaggtgaagcctgeccaatgactgctaataaataatcaaaatcagttcaatggecgeggtaactctgaccgtgataaagtageataatcatttgte
acttaattagtgactggaatgaatggctaaacgaatcctcaactgtctctgaaagaattccggtgaatttgaaataacagtgaagatgetgttaaataattgt
aagacgaaaagaccctatcgagctttactggaagcttgtatactattatattatcttcaatgaattttttaaaaatgcaagcettgacagtttggttggggcgac
cacccctaaaaatgtatcaggggaactctaaaggtttataaaacatgaaaaattgctttactggagacaaacaagtcaatcagttataatacataggacat

attgacccgttatttagttcatgataaataacgactatgaaaaaagttaccgtagggataacaggg

>tropische-Linie MCA (AF461404)

ctcttgtaaggtgaagcctgeccaatgattgttaataacttcaataaaatcaatttaatggecgeggtaactctgaccgtgataaagtageataatcacttgte
acttaattagtgactggaatgaatggctaaacgaatcctectetgtctctaagagaactccggeaaatttgaattagtagtgaagatgctactaaataattgt

aagacgaaaagaccctatcgagctttactgaaagcttgtagatttttacagatattaaccgcaaatctatacaaactgcaagaccgacagtttggttggggc
gaccacccttaaaaacgtaccaagggaactctaaaggcctttataacatgaaaaatagecttactggagacaaacaagtcaatcagttacaaatgtagga

catattgacccgttatttctttcttaacaaataacgaatacgaaaaaagttaccgtagggataacaggg
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9.7 Oligonucleotide (Primer)

Name | 5 Sequenz 3° Markierung Tm
Vektor

SP 6 ATTTAGGTGACACTATAGAATAC (IRD 700) 53,5
SpP7 TAATACGACTCACTATAGGG (IRD 800) 53,2
M13 F CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG (IRD 700) 62,4
M13 R AGCGGATAACAATTTCACACAGG (IRD 800) 58,6
Reporter-Gene

GFP_F (625) IRD800 CGAAAGATCCCAACGAAAAGA (IRD800) 55,9
GFP_R (75) IRD700 GTGCCCATTAACATCACCATC (IRD700) 57,9
aKaede_seq_R700 cttctttgactacaaggtcc (IRD700) 55,3
aKaede_seq_F800 actgcatcagcatattgagg (IRD800) 55,3
MCherry_R222_800 TTGGAGCCGTACATGAAC (IRD800) 53,7
MCherry_F619_700 CATCAAGTTGGACATCACC (IRD700) 54,5
Splinkeretten

SplOutPri_2 GAATCGTAACCGTTCGTACGAG 60,3
SplinnPri 2 CGTACGAGAATCGCTGTCCTC 61,8
16S rDNA

AA_16S_L5 CTCTTGTAAGGTGAAGCC 53,7
AA_16S_H5 CATAATTCAACATCGAGG 49,1
Tubulin (CL2Contig1)

aurTub_F(44) AGTGGAAGAGGCATTCTCG 56,7
aurTub_R(290) ACAAAGACAGCTCTTGGGAC 57,4
aurTub_I(162) CAAGTGCGTCTCGTTCCACC 61,4
aTub_ProF_sall CTAGTCGACCACTACAGTCTTTTGGTCATGC 68,2
atub_ ProR_sbfI_2 GTTCCTGCAGGTTCAGCCATCTTGATTGTTTGTTTGCTG 71,6
Tub_F-319TGA CATTGCAACAATCAAAACCAAGAGAACC 65,2
Tub_R8TGA CAATGGAGTCAACACCAACCCTC 62,4
Tub_R-89TGA CTTCCTTTTCAAACATTTCATAACATTTTCAATG 61
aTub-FTer+53 AGGCCAGAGAAGATTTGGCTGC 62,1
aTub-FTer-4 ATTGACGCAGAGGGAGAAGAGG 62,1
aTub-FTer+2650ut GCATCGACAATCAAATCCATTAAAATGC 60,7
aTub-FTer+294in GGGATGCAAAGGATTGTGGTAATAAG 61,6
Tubter R572 TTCCCATGGAATGGATCATACC 58,4
Tubter_tgaF_Asi CAATGCGATCGCGTGACTCCATTGACGCAGAGGG 74,3
Tubter R572_Asc CAATGGCGCGCCTTCCCATGGAATGGATCATACC 73,1
aktin (CL1Contig2)

aActin_F(3) GGGTGATGAAGATGTAGCAGCTC 62,4
aActin_R(25) GAGCTGCTACATCTTCATCACCC 62,4
aActin_R(336) GTTGAGTGGGGCTTCTGTGAGC 64
aActin_F(1103) CATCCATCGTCCACAGGAAATGC 62,4
aActin_F(1419) CAAGGTTGAGGCCAATTCTTCAAG 61
aACTP_Sbf R GATTCCTGCAGGTGCTACATCTTCATCACCCAT 69,5
aACTT_Asi_F CAATGCGATCGCGTAAACAGCTCCCAAGAATTTCATTC 70,5
aACTT_Asc_R CAATGGCGCGCCGTGTTTTCCTTCAGGTTTGATCTC 72,9
aACTP_Sbf_F ACGACCTGCAGGGAGCTTCGATGGCCACTTAC 73,3
aACTT_R3 GCACTATCAACACGAAGTATAGG 58,9
aurACTP_R88_in GAAAGTCCCACGCATGAATTGG 60,3
aurACTP_R177_out TAATTCTACAATTAGACGTCAGACC 58,1
aActF1642salxba CTTGTCGACATCTAGACTTTTGGTAGCAACAAAATGTTC 68,4
aktin (aurelia_bs_polyp_run090409_21)

Aactin_F57 GAAGTAGAAGAAGTCAGAACCTTCG 61,3
Aactin_F44 GAACCTTCGTTGTCTTAGGCC 59,8
aActin_R336 ATTTAAAGGAGCTTCGGTGAGCAG 61
Aactin_F589 CTTGATGAAGATCCTCACCGAGA 60,6
Aactin_F952 CCGACAGAATGCAGAAGGAGA 59,8
Aactin_R1234 CGAGGCTGTTAAACAATACAACGG 61
AAct_PRII_R+46 GGCCTAAGACAACGAAGGTTCTG 62,4
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AAct_PRI_R-2 GTGCTGCGATTTCTTCATCACCC 62,4
Aactin_R1234 GAGGCTGTTAAACAATACAACGG 58,9
AAct_T_AsiSI_F CTAGCGATCGCCTAAGCGCTCGCCAACTTAG 72,1
AAct_T_Asc_R CATGGCGCGCCCAATCTTTGATAAAGAACAGTGCTCC 72,8
AAct_P_Sbfl_R GATCCTGCAGGACCCATTTTGATGTGTTTTTTGTTTAGG 69,5
AAct_P_Sall_F CGAGTCGACCAAAATGGTACCGTTGGCTAGACC 72
ubiquitin (CL18contigl)

aurUbi_F(50) GAAGACGTGTCGTTTTAGTTCG 58,4
aurUbi_R(303) TCCTCTCAGACGTAGAACAAGG 60,3
aurUbi_I(128) TACATTGTCGATGGTGTCACTTGG 61
aurUbi_R136_out CCCAGAATCCATCTGGATATTTCC 61
aurUbi_R58_in TTCTCGTGTCTCGTCGTGTGC 61,8
Ubi_F-761_SalINot AATGTCGACAGCGGCCGCCTTTGACTTTGGGCCCTTGAG 76,8
Ubi_R9_Sbfl TGTCCTGCAGGAAAGATCTGCATCTCGAAATCTCG 70,6
histon 3 (CL200Contig1)

aurHis3_ATG GTTAAAAACATGGCCCGTACC 57,9
aurHis3_R(265) GAGCAATTTCTCTCACAAGCC 57,9
aurHis3_R50_I CCAGTTGATTTACGTGCTGTTTGC 61
aHis3_F-1333_Pro GGAACATTCGACAGATCTGCTTG 60,6
aHis3_R410_TGA GTGTTCATGCTCTCTCTCCACG 62,1
aHis3_F-1356Sall CTTGTCGACAGTCGACGACTATCTATATGAAAAAGACTTGG 70,4
aHis3_R-ATG_Sbfl CTTCCTGCAGGACGGGCCATGTTTTTAACTTATC 69,5
EF1 (aurelia_bs_polyp_run090409_45)

EF1_F56 CCAGCGTGGAGGATTGTTACC 61,8
aEF1_F36 CCGGTATATCTGGTAATCAACTAAAAC 60,4
aEF1_R105 GTCAATACCACCACATTTGTAGATGAG 61,9
aEF1_R233 CACAAGGCAATATCAATGGTGATACC 61,6
AEF1_P_Sbfl_R GATCCTGCAGGACCCATGTTGAAGTTTITAGTTG 68,2
AEF1_P_Xbal_F CGATCTAGAGCCAATGTACATTTTATCGTGG 65,5
in situ Sonden Gene

aHZe_F_11 CCAACAAAATGAAGGCCATTTTAAGC 60,1
aHZe_R_1180 CTTATCCCAGGATTTTGGCTTTG 58,9
MC_bs314_F+19 GCAAAGTGCGGACATATTGAAAGG 61
MC_bs314_R+805 CAGTTATTCAAAGAGTGAGTCTGTGG 61,6
aMc_1764_F+2 ATGAAGCTCCAGATCTTCGTAGC 60,6
aMc_1764_R+504 TCATGGGCAAGATGGAGGAC 59,4
aMc_1900_F+1 GATGCGAAAAGTTAGGATTATATTATGC 59,3
aMC_1900_R+513 CTTTCGTTCGATGATGATGATTGG 59,3
aMc_7145_F+68 TCTGTCCAACGCAATGTATAGC 58,4
aMc_7145_R-362 ACTGAACGATCTCTAGAAGATGG 58,9
aMC_12648_F-4 CAAAATGGCAACTAAACTAGTTATTGC 58,9
aMC_12648_R+579 TTATTTGCCACAGCATGTTGGTG 58,9
aPatch2 F CTTTCAGAGAATGCTTTATTGCTTGG 60,1
aPatch2 R TCAAAACAAGGAATGGCACTATTCC 59,7
aCI390_F_ CGACAATGAAGGTCCTTTCTATCC 61
aCI390_R TCAGAGATCTTTGTAGGCTCAACC 61
aCL631_F CCATATGAAAAGTTGCCTTGACGG 61
aCL631_R CTCATCGGAGATACTGATAGATACC 61,3
aBMP1_F GATGACCCACTTATAAGAGAAGTCG 61,3
aBMP1_Rin TGCATTCATATGTGCACCAAGAGG 61
aBMP1_RinII GTGCAATGATCCAGTCCTCCC 61,8
aBMP1_Rout CTGGTACTTCTTGAGAACAACATTGC 61,6
aCL112_Fin GCAACTGCTTCGTTGGATTTACC 60,6
aCL112_R TTCTTGTTTCAGTGTTGGTCTCC 58,9
aCL160_F CAAGATTTTAGAGGTACACGGACG 61
aCL160_R CCTGCATACTATTGAGAACAGGC 60,6
aCl1661_F CACAACCCATACTCAACATGCC 60,3
aCL1661_R CATCCATGTCTCTCATATATCGC 58,9
RXR26884_F TGCATTTGCCCGAGAAAGTCC 59,8
RXR26884_R TGGCATTTATTTCTTGATTTTCTGTCG 58,9

169




Kapitel 9: Anhang

RXR16788_R CTCAATCAATTGTGGATTGCTTATCC 60,1
aPatched_F CTCCCACTAGTCTAAATGACAGC 60,6
aPatched_R GAGATGCATGCCATCAATAAGCC 60,6
ETS4522_F CTATAACGAGGAATATTATTTTAATAAATTACACG 60,1
ETS4522_R TCGAATTTGTAAGCGTAACGTTTGC 59,7
aEED_F+92 GACCACAAACAGCCTATCTTTGG 60,6
aEED_R+1148 TGTCCCATCTCCAAACTGTTCC 60,3
AABud_F1 ATAGCAATGGCGATTCAAAATGCG 59,3
AABud_R+267 CCTGAATCTTCTTCTGCGCC 59,4
AAFrzA1_F72 CCATGGGCAAAGACAAATGCG 59,8
AAFrzA1_R938 CAACTTCCATTCGTATCAATACAGG 59,7
DNMTa_F AAGATGCAGTGGATGAATCAGTGG 61
DNMTc_R CCAGTTTCTCCAAGAACTGTTTCG 61
aPax6_F1 ACTGGTTCAATCCGACCAGG 59,4
aPax6_R233 CTTGCCCATTCCCACAATTCG 59,8
ATbx1II_F GCAGGACAATTGACACACAAATGG 61
ATbx1II_R GTTGTGTGATCATGTGATTTTGATATGC 60,7
aBMPreg_F GATCTTTCTCGAAGACATTTCATTGC 60,1
aBMPreg_R CTTTTCCAGTACAAAGCCACTCC 60,6
CL5_F CAAAATGAAGATCCTTGCATTG 54,7
CI5_R CAGCAGCGTTGAATACGTAAG 57,9
aMegl_F+219 ATTGAGATCGACAGAAAGTACTTCG 59,7
aMegl_R+829 TAAATGCTTGCATGCTGAATCTTTGC 60,1
aCL3300II_F AAACTGCTCTTGATGAAGAAATAGCG 60,1
aCL3300II_R CTCTGATTTCCTTGGTTAAATCTGC 59,7
Acl4176_F-1 GATGAAGCTCATTATCTTGCTTATCC 60,1
Acl4176_R+507 GACTCGTTTTAGCAATTTCAAGTACG 60,1
aCl1270_F1 AGTTTGTTCTTGAAGCTGAAAATGGC 60,1
aCl1270_R1144 TATCATAACCATCGTTGATCCAAAGC 60,1
aCl1549_F3 AAAGGTACAAGTTGGCAGTTCAC 58,9
aCL1549_R1285 ACATGTCACGAATCCATGAAACC 58,9
melarc15429_FII GGACAATACACTGGTACATAAGTGC 61,3
melarc15429_RII ACACCAAATGAGACATGTCTTCCC 61
MSX13042_F AATACATCTTGAGTTGCGAAAGTTCG 60,1
MSX13042_R CTTCTTTTCTTTCGCTCGTCGG 60,3
aNa F+437 AACATAATACCATCTGTCCTGCG 58,9
AAnanos_R+591 CTTTCATTCAGCAAATGCATTTATTAAGCC 61,3
AAcniwi2_F18 GATTCCAATGCGATCCGTAATGG 60,6
AAcniwi2_R441 ATCAAGTTTTCTCTGACCACCTCC 61
AAsox2_F4 TCACGTGAAAGAAGAAGAAAGATGG 59,7
soxII R 978 CATTCTAATTATCTATAATGCAAATTAAAACACG 59,8
AKLF13_F TTGTTAAATGATCACTCCTCATGAAACG 60,7
AKLF13_R CATATGAAGGATGTGAGAAAGTGTATGG 62,2
aRFam F ATGAAACTCACCTTGCAAATAGTGC 59,7
aRFam R AATCTTTGGCATCAGTTCTCTTTGG 59,7
LW-am2 F GGAGAAAAGAGAAAATCAACCACC 59,3
LW-am2 R CTTTAATACTTTATCATGAAGCTTCC 56,9

9.8 Elektronische Daten

Aufgrund des Umfangs sind die Transkriptom-Datenbanken und die Mikroarray-Daten

auf einer beiliegenden CD gespeichert.
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