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Scenario 

•  You have discovered the presence of a novel 
endophy5c organism living inside the cells of a 
tropical palm species 

•  They synthesize alkaloids that give some 
protec5on to the plant against insect a;ack 

•  The organism cannot be cultured but is 
thought to be related to the Clavicitaceae, 
Ascomycetes (a fungus) 



Bio‐mining 

•  Several genes from endophy5c fungi related to 
toxin produc5on are now being cloned and 
studied in depth 

•  i.e. (DMAT Synthase) dime5lail tryptophane 
synthase – the first step in ergot synthesis in 
Claviceps purpurea 

•  Mycotoxin genes are oKen clustered 

•  First you have to iden5fy the endophyte 



Challenges 

•  The endophyte may be difficult to dissociate 
from the host and may unculturable 

•  You need to dis5nguish between the host 
genome and the endophyte genome 

•  You have absolutely no gene5c informa5on on 
the endophyte nor any idea of its iden5ty 

•  First step: How is this organism related to 
others in its phylum? 



Approach: Reverse  Transla5on from 
compiled consensus pep5de sequence 
•  How can you derive the DNA sequence for a 
gene when you don’t have any pep5de or DNA 
sequence informa5on? 

•  Infer the polypep5de sequence by alignment 
of similar sequences from other closely 
related organisms 

•  Reverse translate with op5mal condi5ons 
•  Today we will use as an example the gene for 
dihydrofolate reductase 



Why DHFR? 

•  Ubiquitous enzyme found in 
all organisms 

•  Dihydrofolate reductase 
catalyzes reduc5on of 
dihydrofolic acid to 
tetrahydrofolic acid (folate) 
– an essen5al vitamin B9 

•  h;p://proteopedia.org/
wiki/index.php/ 



In Class Assignment 

 Locate two regions of the DHFR gene suitable for 
primer design – support your choice 

 Derive oligonucleo5de primers specific to these 
regions for PCR amplifica5on of the intervening 
DNA 

 Give the an5cipated length of the amplifica5on 
product and explain how you would confirm its 
iden5ty 



Reverse  Transla5on Steps 

•  Align several DHFR genes from database 
•  Iden5fy conserved domains 
•  Reverse translate the protein into short DNA 
oligomers 

•  Develop (op5mized) PCR primers to amplify gene 
from the unknown organism (and possibly host) 

•  Do Blast search and construct phylogene5c tree 
for DHRF sequences to possibly gain iden5ty of 
unknown organism 



Compile DHFR Sequence List 



Align all known pep5de sequences  
h;p://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 

•  Note – only three sequences shown 



Iden5fy highly conserved amino acids 

•  Note – only three sequences shown 



Also look at less conserved regions 

•  Note – only three sequences shown 



Re‐check 

•  You can also recheck the alignment using 
other programs to see if you get consistent 
results  

•  Checking with COBALT
h;p://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/ 
gave much the same result 

•  Next derive a consensus sequence for the 
aligned regions 



Consensus sequence 

•  You can draw a 
consensus 
sequence from the 
alignment or have 
Clustal do it for you 



Reverse translate the pep5de 
•  Many simple soKware tools to do this (i.e. 

h;p://www.vivo.colostate.edu/molkit/rtranslate/index.html 



Codon Usage Database 
•  h;p://www.kazusa.or.jp/codon/  •  Search the 

database for a 
codon 
preference for 
an organism 
which you 
suspect is 
related to your 
unknown 



•  Construct 
codon 
preference 
table for highly 
expressed 
genes 

G  Gly  GGG  0.16  W  Trp  TGG  1.00   
G  Gly  GGA  0.20  *  End   TGA  0.44   
G  Gly  GGT  0.30  C  Cys  TGT  0.31   
G  Gly  GGC  0.34  C  Cys  TGC  0.72 

E  Glu  GAG  0.62  *  End  TAG  0.17 
E  Glu  GAA  0.38  *  End  TAA  0.39 
D  Asp   GAT  0.50  Y  Tyr  TAT  0.34 
D  Asp  GAC  0.50  Y  Tyr  TAC  0.66 

V  Val  GTG  0.21  L  Leu  TTG  0.13 
V  Val  GTA  0.09  L  Leu  TTA  0.07 
V  Val  GTT  0.29  F  Phe  TTT  0.30 
V  Val   GTC  0.37  F  Phe   TTC  0.70 

A  Ala  GCG  0.19  S  Ser  TCG  0.16 
A  Ala  GCA  0.17  S  Ser  TCA  0.14 
A  Ala  GCT  0.29  S  Ser  TCT  0.21 
A  Ala  GCC  0.35  S  Ser  TCC  0.23   

R  Arg  AGG  0.10  R  Arg  CGG  0.18 
R  Arg  AGA  0.08  R  Arg  CGA  0.17 
S  Ser  AGT  0.09  R  Arg  CGT  0.20 
S  Ser   AGC  0.17  R  Arg  CGC  0.27 

K  Lys  AAG  0.70  Q  Gln  CAG  0.61 
K  Lys  AAA  0.30  Q  Gln  CAA  0.39 
N  Asn  AAT  0.29  H  His  CAT  0.45 
N  Asn  AAC  0.71  H  His  CAC  0.55 

M  Met  ATG  1.00  L  Leu  CTG  0.24 
I  Ile  ATA  0.11  L  Leu  CTA  0.10 
I  Ile  ATT  0.31  L  Leu  CTT  0.20 
I  Ile  ATC  0.58  L  Leu  CTC  0.26 

T  Thr  ACG  0.22  P  Pro  CCG  0.22 
T  Thr  ACA  0.19  P  Pro  CCA  0.22 
T  Thr  ACT  0.25  P  Pro  CCT  0.27 
T  Thr  ACC  0.34  P  Pro  CCC  0.28 



•  Iden5fy low 
redundancy 
codons and 
highly preferred 
codons            
( > 58 % usage) 

G  Gly  GGG  0.16  W  Trp  TGG  1.00   
G  Gly  GGA  0.20  *  End   TGA  0.44   
G  Gly  GGT  0.30  C  Cys  TGT  0.31   
G  Gly  GGC  0.34  C  Cys  TGC  0.72 

E  Glu  GAG  0.62  *  End  TAG  0.17 
E  Glu  GAA  0.38  *  End  TAA  0.39 
D  Asp   GAT  0.50  Y  Tyr  TAT  0.34 
D  Asp  GAC  0.50  Y  Tyr  TAC  0.66 

V  Val  GTG  0.21  L  Leu  TTG  0.13 
V  Val  GTA  0.09  L  Leu  TTA  0.07 
V  Val  GTT  0.29  F  Phe  TTT  0.30 
V  Val   GTC  0.37  F  Phe   TTC  0.70 

A  Ala  GCG  0.19  S  Ser  TCG  0.16 
A  Ala  GCA  0.17  S  Ser  TCA  0.14 
A  Ala  GCT  0.29  S  Ser  TCT  0.21 
A  Ala  GCC  0.35  S  Ser  TCC  0.23   

R  Arg  AGG  0.10  R  Arg  CGG  0.18 
R  Arg  AGA  0.08  R  Arg  CGA  0.17 
S  Ser  AGT  0.09  R  Arg  CGT  0.20 
S  Ser   AGC  0.17  R  Arg  CGC  0.27 

K  Lys  AAG  0.70  Q  Gln  CAG  0.61 
K  Lys  AAA  0.30  Q  Gln  CAA  0.39 
N  Asn  AAT  0.29  H  His  CAT  0.45 
N  Asn  AAC  0.71  H  His  CAC  0.55 

M  Met  ATG  1.00  L  Leu  CTG  0.24 
I  Ile  ATA  0.11  L  Leu  CTA  0.10 
I  Ile  ATT  0.31  L  Leu  CTT  0.20 
I  Ile  ATC  0.58  L  Leu  CTC  0.26 

T  Thr  ACG  0.22  P  Pro  CCG  0.22 
T  Thr  ACA  0.19  P  Pro  CCA  0.22 
T  Thr  ACT  0.25  P  Pro  CCT  0.27 
T  Thr  ACC  0.34  P  Pro  CCC  0.28 



•  Also look at 
medium 
redundancy 
codons or 
lower 
prererences           
( 45 ‐ 55% 
usage) 

G  Gly  GGG  0.16  W  Trp  TGG  1.00   
G  Gly  GGA  0.20  *  End   TGA  0.44   
G  Gly  GGT  0.30  C  Cys  TGT  0.31   
G  Gly  GGC  0.34  C  Cys  TGC  0.72 

E  Glu  GAG  0.62  *  End  TAG  0.17 
E  Glu  GAA  0.38  *  End  TAA  0.39 
D  Asp   GAT  0.50  Y  Tyr  TAT  0.34 
D  Asp  GAC  0.50  Y  Tyr  TAC  0.66 

V  Val  GTG  0.21  L  Leu  TTG  0.13 
V  Val  GTA  0.09  L  Leu  TTA  0.07 
V  Val  GTT  0.29  F  Phe  TTT  0.30 
V  Val   GTC  0.37  F  Phe   TTC  0.70 

A  Ala  GCG  0.19  S  Ser  TCG  0.16 
A  Ala  GCA  0.17  S  Ser  TCA  0.14 
A  Ala  GCT  0.29  S  Ser  TCT  0.21 
A  Ala  GCC  0.35  S  Ser  TCC  0.23   

R  Arg  AGG  0.10  R  Arg  CGG  0.18 
R  Arg  AGA  0.08  R  Arg  CGA  0.17 
S  Ser  AGT  0.09  R  Arg  CGT  0.20 
S  Ser   AGC  0.17  R  Arg  CGC  0.27 

K  Lys  AAG  0.70  Q  Gln  CAG  0.61 
K  Lys  AAA  0.30  Q  Gln  CAA  0.39 
N  Asn  AAT  0.29  H  His  CAT  0.45 
N  Asn  AAC  0.71  H  His  CAC  0.55 

M  Met  ATG  1.00  L  Leu  CTG  0.24 
I  Ile  ATA  0.11  L  Leu  CTA  0.10 
I  Ile  ATT  0.31  L  Leu  CTT  0.20 
I  Ile  ATC  0.58  L  Leu  CTC  0.26 

T  Thr  ACG  0.22  P  Pro  CCG  0.22 
T  Thr  ACA  0.19  P  Pro  CCA  0.22 
T  Thr  ACT  0.25  P  Pro  CCT  0.27 
T  Thr  ACC  0.34  P  Pro  CCC  0.28 



•  Create ranked 
list and begin to 
scan sequence 
for op5mal 
codons 

M   Met   ATG  1.00  
W   Trp    TGG  1.00 
C    Cys    TGC  0.72 
N    Asn    AAC  0.71  
F     Phe    TTC  0.70 
K    Lys    AAG  0.70 
Y     Tyr    TAC  0.66 
E     Glu    GAG  0.62 
Q    Gln    CAG  0.61 
I     Ile     ATC  0.58 
H    His    CAC  0.55  
D    Asp    GAT  0.50 



Red = highly conserved 
Blue = less conserved 

Green = low redundancy 

•  Integrate both 
sources of 
informa5on 



Tips for Primer Design 

•  Roughly calculate Tm by adding 4° C for every G 
or C and 2° C for every A or T 

•  Aim for a Tm of 60° – 62° C 
•  Increase length when you suspect a mismatch 
might occur 

•  End primer aKer two bases of the triplet 
•  Take  reverse complement of the sequence for 
the return primer 

•  Check for snap‐backs, self‐annealing, or cross 
annealing between primers 



Example Primer 01 Designs 



Confirma5on of design 

h;p://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome 

h;p://www.humgen.nl/primer_design.html 



h;p://www.idtdna.com/analyzer/Applica5ons/OligoAnalyzer/ 



Maximum Change in the Gibbs Free Energy 
 ΔG is ‐64 kcal.mol‐1 

    



Change in the Gibbs   Melt temp 
Free Energy 
ΔG (kcal.mol‐1)         Tm (°C)  

‐2.86        54.5 
‐2.54        42.3 
‐2.20        39.1 
‐2.07        38.9 



First Primer Analysis 

•  Run oligo analysis on your own primer 
sequence to determine the Tm, poten5al for 
snap‐back and self annealing, and finally 
BLAST primer 

•  Note that this region can be used as either a 
forward or return primer and that the 
complement is listed on the results page 



Second Primer Analysis 

•  Determine which region will be used for the 
forward primer design and which will be used 
for the return primer design 

•  Design return primer and analyze as before 

•  Run oligo analysis on both primer sequences 
to determine whether there is a poten5al for 
annealing between primers 

•  From the DHFR pep5de alignment predict the 
size of amplifica5on product  



Next steps 

•  Amplify from environmental sample, clone the 
PCR products (using pGEM or equivalent) and 
determine the DNA sequence 

•  Match the sequence between the primers 
with derived polypep5de sequence to 
determine whether the authen5c locus has 
been amplified 

•  Use authen5c sequence to walk upstream and 
downstream to capture the en5re gene 



TA Cloning 

A 
A 

Many Taq polymerases preferen5ally add an adenine to the 3' end of the product 
Vector tailed with a single 3’ overhang thymine residue on each end 
T and A are paired and gap DNA linked by Ligase  
Transform into E. coli and determine sequence using universal primers 

PCR Product 



Analysis 

•  If the sequence between the priming sites is more 
similar to fungal DNAs than plant DNAs you have your 
first piece of endophyte DHFR DNA – What now? 

•  Determine sequence of your PCR product and 
compare to original alignment 



Take a walk into the unknown 

•  Using defined unique primers to your sequence 
begin walking upstream and downstream of your 
endophyte DHFR DNA 

•  Chromosome walking is a technique for cloning 
everything in the genome around a known piece 
of DNA (the star5ng probe) 



Construct Linker Library 



Anchored
PCR 



Bubble Linker 





Analysis 
•  This process is repeated using new specific 
primers un5l you have recovered the en5re 
coding region 



Analysis 

•  Now you have the en5re coding region of the 
endophyte DHFR gene 

•  Conduct a phylogene5c analysis to find its 
nearest neighbor 

•  Design primers (to non‐conserved regions) to 
specifically screen for the presence of this 
endophyte in other host species 


