(A) Alignment of the GFP gene optimized for expression in H. sapiens and its counterpart containing the watermark "AEQUOREA VICTORIA.". Substitutions necessary for watermark integration are highlighted. Only amino acids with 4 or 6 alternative codons were used for embedding the binary message.
[image: image1.emf]                           10          20          30          40          50          60          70          80          90                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| ....|....|....|   eGFP              M -- V -- S -- K -- G -- E -- E -- L -- F -- T -- G -- V -- V -- P -- I -- L -- V -- E -- L -- D -- G -- D -- V -- N -- G -- H -- K -- F -- S -- V --   30   eGFP(opt   H.s.)    ATGGTGTCCAAGGG C GAGGAACT G TTCAC C GGCGTGGT G CC C ATCCTGGT G GAGCTGGACGGCGACGTGAACGG C CACAAGTTC AG CGT G   90   eGFP(msg   H.s.)    ATGG TGTCCAAGGG A GAGGAACT C TTCAC A GGCGTGGT C CC T ATCCTGGT C GAGCTGGACGGCGACGTGAACGG A CACAAGTTC TC CGT C   90   Message   binary       1 -- 0 --     0 --        0 --     0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 --     1 -- 0 --     1 --     1 --     1 --     0 --           0 -- 0 --   Message   text           A                               E                             Q                                                              100         110         120         130         140         150         160         170         180                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... .|....|   eGFP              S -- G -- E -- G -- E -- G -- D -- A -- T -- Y -- G -- K -- L -- T -- L -- K -- F -- I -- C -- T -- T -- G -- K -- L -- P -- V -- P -- W -- P -- T --   60   eGFP(opt   H.s.)    TC CGGCGAGGGCGAAGG C GACGCCAC C TACGGCAAGCTGAC C CTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGT G CC C TGGCCCAC C   180     eGFP(msg   H.s.)    AG CGGCGAGG GCGAAGG A GACGCCAC A TACGGCAAGCTGAC A CTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGT C CC T TGGCCCAC A   180     Message   binary    1 -- 1 --     1 --     0 --     1 -- 0 --     1 --     1 -- 0 -- 1 --              1 -- 1 -- 1 --     1 -- 1 -- 0 -- 0 --     1 -- 0 --   Message   text            U                                  O                                   R                                                    190         200         210         220         230         240         250         260         270                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. ..|   eGFP              L -- V -- T -- T -- L -- T -- Y -- G -- V -- Q -- C -- F -- S -- R -- Y -- P -- D -- H -- M -- K -- Q -- H -- D -- F -- F -- K -- S -- A -- M -- P --   90   eGFP(opt   H.s.)    CTGGTCAC C ACCCT G ACCTACGGCGT G CAGTGCTTC AG C A G A TACCC C GACCACATGAAGCAGCACGATTTCTTCAAGAGCGC C ATGCC C   270     eGFP(msg   H.s.)    CTGGTCAC A ACCCT C ACCTACGGCGT C CAGTGCTTC TC C C G C TACCC T GACCACATGAAGCAGCACGATTTCTTCAAGAGCGC T ATGCC T   270     Message   binary    1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 --     1 -- 0 --           0 -- 0 --     0 --                                1 -- 0 --     0 --   Message   text        E                      A                                                              Space                                    280         290         300         310         320         330         340         350         360                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP              E -- G -- Y -- V -- Q -- E -- R -- T -- I -- F -- F -- K -- D -- D -- G -- N -- Y -- K -- T -- R -- A -- E -- V -- K -- F -- E -- G -- D -- T -- L --   120     eGFP(opt   H.s.)    GAGGG C TACGT G CAGGAA C GGAC C ATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCAG A GCCGAAGTGAAGTTCGAGGG C GACAC A CT G   360     eGFP(msg   H.s.)    GAGGG A TACGT C CAGG AA A GGAC A ATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCAG G GCCGAAGTGAAGTTCGAGGG A GACAC C CT C   360     Message   binary        0 --     0 --        0 -- 0 --                    1 --           1 -- 0 -- 1 --     1 --           0 --     1 -- 0 --   Message   text                                                   V                                            I                                      370         380         390         400         410         420         430         440         450                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eG FP              V -- N -- R -- I -- E -- L -- K -- G -- I -- D -- F -- K -- E -- D -- G -- N -- I -- L -- G -- H -- K -- L -- E -- Y -- N -- Y -- N -- S -- H -- N --   150     eGFP(opt   H.s.)    GT C AAC C GGATCGAG C TGAAGGGCATCGACTTCAAAGAGGACGGCAATATCCT G GG C CACAAGCT G GAATACAACTACAACAGCCACAAC   450     eGFP(msg   H.s.)    GT G AAC A GGATCGAG T TG AAGGGCATCGACTTCAAAGAGGACGGCAATATCCT C GG A CACAAGCT C GAATACAACTACAACAGCCACAAC   450     Message   binary    1 --     0 --        0 --     1 --                    1 --        0 -- 0 --        0 --                 1 --   Message   text                                                   C                                                                                  460         470         480         490         500         510         520         530         540                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP               V -- Y -- I -- M -- A -- D -- K -- Q -- K -- N -- G -- I -- K -- V -- N -- F -- K -- I -- R -- H -- N -- I -- E -- D -- G -- S -- V -- Q -- L -- A --   180     eGFP(opt   H.s.)    GTGTACATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAAGTCAACTTCAAGATC C G G CACAACATCGAGGACGG C TC T GTGCAGCT G GC T   540     eGFP(msg   H.s.)    GTGTACATCATGGCCGACAAGCAGAA GAACGGCATCAAAGTCAACTTCAAGATC A G A CACAACATCGAGGACGG A TC C GTGCAGCT C GC C   540     Message   binary    1 --           1 --                 1 --        0 --              1 --                 0 -- 0 -- 1 --     0 -- 1 --   Message   text                     T                                                                    O                                            550         560         570         580         590         600         610         620         630                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP               D -- H -- Y -- Q -- Q -- N -- T -- P -- I -- G -- D -- G -- P -- V -- L -- L -- P -- D -- N -- H -- Y -- L -- S -- T -- Q -- S -- A -- L -- S -- K --   210     eGFP(opt   H.s.)    GACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGT G CT G CTGCC C GACAACCACTACCTG AG CACCCAG AG CGC C CTGAGCAAG   630     eGFP(msg   H.s.)    GACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCG GCGACGGCCCCGT C CT C CTGCC T GACAACCACTACCTG TC CACCCAG TC CGC T CTGAGCAAG   630     Message   binary                       1 -- 1 --     1 --     1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 --              1 -- 0 -- 1 --     0 -- 0 -- 1 -- 1 --     Message   text                                          R                               I                       A                                      640         650         660         670         680         690         700         710         720                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP              D -- P -- N -- E -- K -- R -- D -- H -- M -- V -- L -- L -- E -- F -- V -- T -- A -- A -- G -- I -- T -- L -- G -- M -- D -- E -- L -- Y -- K -- L --   240     eGFP(opt   H.s.)    GACCC C AACGAGAAG C GGGACCACATGGT G CT G CTGGAATTCGT G ACAGCCGCCGG A ATCAC C CTGGGCATGGACGAGCTGTACAAGCTC   720     eGFP(msg   H.s.)    GACCC T AACGAGAAG A GGGACCACATGGT C CT C CTGGAATTCGT C ACAGCCGCCGG C ATCAC A CTGGGCATGGACGAGCTGTACAAGCTC   720     Message   binary        0 --           0 --           0 -- 0 -- 1 --        0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 --     0 --   Message   text                                                   .                                                    730          740         750                    ....|....|....|....|....|....|   eGFP              E -- H -- H -- H -- H -- H -- H -- H -- H -- # --   250     eGFP(opt   H.s.)    GAGCACCACCATCACCATCACCATCACTAA   750     eGFP(msg   H.s.)    GAGCACCACCATCACCATCACCATCACTAA   750    


(B) Alignment of the GFP gene optimized for expression in H. sapiens and its counterpart containing the watermark "GREEN FLUORESCENT PROTEIN GENEART 2008". Substitutions necessary for watermark integration are highlighted. All amino acids with 2, 3, 4 or 6 alternative codons were used for embedding the binary message.
[image: image2.emf]                                 10          20          30          40          50          60          70          80          90                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP                   M -- V -- S -- K - - G -- E -- E -- L -- F -- T -- G -- V -- V -- P -- I -- L -- V -- E -- L -- D -- G -- D -- V -- N -- G -- H -- K -- F -- S -- V --   30   eGFP(opt   H.s.)          ATGGTGTCCAA G GGCGAGGA A CTGTTCAC C GG C GTGGT G CCCAT C CT G GTGGA G CTGGACGG C GA C GTGAA C GGCCACAA G TTCAGCGTG   90   eGFP(msg_long   H.s.)    ATGGTGTCCAA A GGCGAGGA G CTGTTCAC A GG A GTGG T C CCCAT T CT C GTGGA A CTGGACGG A GA T GTGAA T GGCCACAA A TTCAGCGTG   90   Message   binary             1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 --   Message   text                 G                   R                   E                   E                    N                                                   100         110         120         130         140         150         160         170         180                         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP                    S -- G -- E -- G -- E -- G -- D -- A -- T -- Y -- G -- K -- L -- T -- L -- K -- F -- I -- C -- T -- T -- G -- K -- L -- P -- V -- P -- W -- P -- T --   60   eGFP(opt   H.s.)          TCCGG C GA G GG C GAAGG C GA C GCCAC C TA C GGCAAGCT G ACCCT G AAGTTCAT C TG C ACCACCGG C AAGCT G CCCGTGCC C TGGCCCACC   180     eGFP(msg_long   H.s.)    TCCGG A GA A GG A GAAGG A GA T GCCAC A TA T GGCAAGCT C ACCCT C AAGTTCAT T TG T ACCACCGG A AAGCT C CCCGTGCC T TGGCCCACC   180     Message   binary         0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 --     1 -- 1 --   Message   text                 Space               F                    L                   U                   O                                                   190         200         210         220         230         240         250         260         270                         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| ....|....|....|....|....|   eGFP                   L -- V -- T -- T -- L -- T -- Y -- G -- V -- Q -- C -- F -- S -- R -- Y -- P -- D -- H -- M -- K -- Q -- H -- D -- F -- F -- K -- S -- A -- M -- P --   90   eGFP(opt   H.s.)          CTGGT C ACCACCCT G AC C TACGG C GTGCA G TG C TTC AG CAGATACCCCGA C CA C ATGAAGCAGCACGATTT C TT C AAGAGCGCCATGCC C   270     eGFP(msg_long   H.s.)    CTGGT G ACCACCCT C AC A TACGG A GTGCA A TG T TTC TC CAGATACCCCGA T CA T ATGAAGCAGCACGATTT T TT T AAGAGCGCCATGCC T   270     Message   binary         1 -- 1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 --     1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 --     0 --   Message   text                     R                   E                   S                      C                   E                                             280         290         300         310         320         330         340         350         360                         ....|....|....|....|....|....|.... |....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP                   E -- G -- Y -- V -- Q -- E -- R -- T -- I -- F -- F -- K -- D -- D -- G -- N -- Y -- K -- T -- R -- A -- E -- V -- K -- F -- E -- G -- D -- T -- L --   120     eGFP(opt   H.s.)          GA G GGCTA C GTGCAGGAA C G G ACCATCTT C TTCAAGGA C GACGG C AA C TA C AA G AC C AG A G C C GAAGTGAAGTT C GA G GG C GA C AC A CTG   360     eGFP(msg_long   H.s.)    GA A GGCTA T GTGCAGGAA A G A ACCATCTT T TTCAAGGA T GACGG A AA T TA T AA A AC A AG G GC T GAAGTGAAGTT T GA A GG A GA T AC C CTG   360     Message   binary         0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 - - 1 -- 1 --   Message   text                          N                   T                   Space               P                   R                                           370         380         390         400         410         420         430         440         450                         . ...|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP                   V -- N -- R -- I -- E -- L -- K -- G -- I -- D -- F -- K -- E -- D -- G -- N -- I -- L -- G -- H -- K -- L -- E -- Y -- N -- Y -- N -- S -- H -- N --   150     eGFP(opt   H.s.)          GTCAA CC G G AT C GAG C TGAAGGGCATCG ACTTCAA A GA G GACGG C AATATCCT G GG C CACAA G CTGGA A TA C AACTA C AA C AGCCACAA C   450     eGFP(msg_long   H.s.)    GTCAA TA G A AT T GAG T TGAAGGGCATCGACTTCAA G GA A GACGG A AATATCCT C GG A CACAA A CTGGA G TA T AACTA T AA T AGCCACAA T   450     Message   binary         0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 -- 1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 - - 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 --   Message   text                          O                   T                   E                   I                   N                                           460         470         480         490         500         510         520         530         540                         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP                   V -- Y -- I -- M -- A -- D -- K -- Q -- K -- N -- G -- I -- K -- V -- N -- F -- K -- I -- R -- H -- N -- I -- E -- D -- G -- S -- V -- Q -- L -- A --   180     eGFP(opt   H.s.)           GTGTACATCATGGC C GA C AA G CA G AA G AA C GG C ATCAAAGTCAACTTCAAGATC C GGCA C AACAT C GAGGACGG CTCT GTGCAGCT G GC T   540     eGFP(msg_long   H.s.)    GTGTACATCATGGC T GA T AA A CA A AA A AA T GG A ATCAAAGTCAACTTCAAGATC A GGCA T AACAT T GAGGACGG AAGC GTGCAGCT C GC C   540     Message   binary         1 -- 1 -- 1 --     0 -- 0 - - 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 --   Message   text                             Space               G                   E                   N                   E                                       550         560         570         580         590         600         610         620         630                         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP                   D -- H -- Y -- Q -- Q -- N -- T -- P -- I -- G -- D -- G -- P -- V -- L -- L -- P -- D -- N -- H -- Y -- L -- S -- T -- Q -- S -- A -- L -- S -- K --   210     eGFP(opt   H.s.)          GA C CA C TACCA G CAGAACAC C CC C AT C GG C GACGGCCCCGT G CT G CTGCC C GACAACCA C TACCT GAG CAC C CA GAG CGC C CT GAG CAA G   630     eGFP(msg_long   H.s.)    GA T CA T TACCA A CAGAACAC A CC T AT T GG A GACGGCCCCGT C CT C CTGCC T GACAACCA T TACCT CTC CAC A CA ATC CGC T CT CTC CAA A   630     Messa ge   binary         0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 --   Message   text                             A                   R                   T                   Space               2                                        640          650         660         670         680         690         700         710         720                         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   eGFP                   D -- P -- N -- E -- K -- R -- D -- H -- M -- V -- L -- L -- E -- F -- V -- T -- A -- A -- G -- I -- T -- L -- G -- M -- D -- E -- L -- Y -- K -- L --   240     eGFP(opt   H.s.)          GACCC C AA C GAGAA GC GGGACCA C ATGGT G CT G CT G GAATTCGT G ACAGC C GC C GGAATCACCCT G GG C ATGGA C GAGCTGTACAAGCTC   720     eGFP(msg_long   H.s.)    GACCC T AA T GAGAA AA GGGACCA T ATGGT C CT C CT C GAATTCGT C ACAGC T GC T GGAATCACCCT C GG A ATGGA T GAGCTGTACAAGCTC   720     Message   binary         1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 --     0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 1 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 1 -- 1 -- 0 -- 0 --     0 --   Message   text                             0                      0                   8                                                          730          740         750                         ....|....|....|....|....|....|   eGFP                   E -- H -- H -- H -- H -- H -- H -- H -- H -- # --   250     eGFP(opt   H.s.)          GAGCACCACCATCACCATCACCATCACTAA   750     eGFP(msg_long   H.s.)    GAGCACCACCATCACCATCACCATCACTAA   750    



































































































































































































































