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Figure S1. In situ hybridization analysis of novel vegetally enriched candidate RNAs in X. 

laevis. RNA distribution in X. laevis oocytes was detected by in situ hybridization. (A‐H) Early 

pathway/mitochondrial cloud localization has been detected for srgap, mov10, nat6, 

BJ625728, EB732697, trib1, sulf1 and znf568 in stage I‐III oocytes. (I‐N) Late pathway 

localization was observed for fam65a, fam109a, farp2, CA97168, NM_001091230 and 

check1 transcripts. Stage II‐IV oocytes are shown. (O‐V) No vegetal enrichment or very weak 

expression levels were observed for BI478312, CB205926, snai1, arl9, pkp3, AW637570, 

ddit4 and lurap1. Stage I‐IV oocytes are shown.  

 

 

Figure S2. Expression and localization of novel animally enriched candidate RNAs in X. laevis. 

(A‐E) In situ hybridization reveals enrichment of mprip, xkrx, ptpn9, smtnb and ano1 

transcripts in the animal hemisphere of stage VI X. laevis oocytes. (F‐J) No animal enrichment 

or very weak expression levels were detected for fam82a2, adpgk, chst10, mcf2l and 

BX843759 transcripts.  

 



 

Figure S3. Comparison of transcript levels for vegetal and animal halves from X. laevis 

(orange) and X. tropicalis (green) oocytes. Expression values correspond to logarithmic, 

normalized average read counts (cpm) for each gene from animal and vegetal samples. The 

black line denotes identical values for animal and vegetal samples, the red lines denote 2‐

fold changes of RNA levels in either animal or vegetal samples. This comparative analysis was 

restricted to transcripts identified in both species.  



 

Figure S4. GO analysis of vegetally enriched transcripts. Enrichment of genes associated with 

various biological processes are expressed as ‐log (P‐values) and shown for transcripts with 

conserved vegetal enrichment (light green) as well as species‐specific vegetal enrichment in 

X. laevis (dark green) and X. tropicalis (orange). Biological process functional annotation 

terms (BP_FAT) with p‐values ≤ 0,05 are listed. Numbers of genes associated with a given 

process are indicated. Only transcripts with expression in oocytes from both species were 

considered. 



 

 

Figure S5. GO analysis of animally enriched transcripts. Enrichment of genes associated with 

various biological processes are expressed as ‐log (P‐values) and shown for transcripts with 

conserved animal enrichment (purple) as well as species‐specific animal enrichment in X. 

laevis (blue) and X. tropicalis (mauve). Biological process functional annotation terms 

(BP_FAT) with p‐values ≤ 0,05 are listed. Numbers of genes associated with a given process 

are indicated. Only transcripts with expression in oocytes from both species were 

considered. 

 

 

 

 



 



Figure S6.  Early pathway localization of ppp1r2 3´‐UTRs and grip2‐LEs after injection into 

stage I oocytes from X. laevis and X. tropicalis. (A) Co‐injection of Cy3‐labelled X. laevis 

ppp1r2‐3´‐UTR and Atto633‐labelled X.laevis grip2‐LE into oocytes from X. laevis and X. 

tropicalis. (B) Co‐injection of Cy3‐labelled X. tropicalis ppp1r2‐3´‐UTR and Atto633‐labelled 

X.laevis grip2‐LE into oocytes from both species. (C) Injection of Cy3‐labelled X. laevis and X. 

tropicalis grip2‐LEs into stage I oocytes from X. laevis and X. tropicalis. Scale bars 

approximate 100 µm. Settings of the confocal imaging were adjusted to fit the requirements 

for imaging the oocyte in the center of the image. Additional oocytes present in the image 

may thus be over‐ or under exposed or do not represent the appropriate focal plane for 

imaging the mitochondrial cloud. 

 

 

Table S1. Summary of RNA sequencing results for known vegetally localizing mRNAs.  

 

Relative vegetal enrichment as revealed by RNA sequencing analysis (expressed as log2FC) is 

indicated for previously reported vegetally localizing transcripts only. Vegetally enriched 

RNAs, for which vegetal cortex localization had been approved by in situ hybridization 

analysis, were considered. Documented vegetal enrichment in X. tropicalis oocytes is 

indicated by asterisks. Vegetally localizing RNAs are grouped into early or late pathway RNAs 

and sorted according to descending enrichment in the vegetal hemisphere of X. laevis 

oocytes.  The two examples for vegetal enrichment below the threshold of log2FC ≥ 1 (exd2 

and ldlrap1) are marked in red. 



Table S3. Summary of RNA sequencing results for published, animally enriched mRNAs.  

 

Relative animal enrichment as revealed by RNA sequencing or qPCR analysis is indicated for 

transcripts with animal enrichment published previously. Transcripts, for which differential 

localization has been described for the zygote or early embryo, but not for oocytes, are 

marked (#). Transcripts for which in situ hybridization data are missing are indicated 

($).Documented animal enrichment in X. tropicalis is indicated by an asterisk (*). RNAs are 

sorted by descending enrichment in the animal hemisphere of X. laevis oocytes. Values 

above the threshold for animal enrichment of log2FC ≤‐ 1 are indicated in red. 

 

 

Table S9. Quantification of vegetal localization of injected RNA 

  

Mean pixel intensities at the vegetal cortex and in the animal cytoplasm were quantified and average 

Veg/An ratios are listed. SDEV, standard deviation; N, number of images quantified; SEM, standard 

error of the mean.  

 



Table S10. Pairwise global alignment analysis of 3´‐UTR sequences from selected transcripts with 

conserved and species‐specific vegetal enrichment.   

 

3´‐UTRs for pairwise global alignments were deduced from the indicated nucleotide sequence 

accessions. 
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