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Wie	
  viele	
  Arten	
  gibt	
  es?	
  

Ungelöste	
  HaupGrage:	
  
!   Anzahl	
  der	
  verschiedenen	
  Arten?	
  	
  
!   Nicht	
  mal	
  bis	
  auf	
  einige	
  Größenordnungen	
  genau	
  beantwortet	
  

!   Einige	
  Schätzungen	
  	
  
!   3-­‐50	
  Millionen	
  Arten	
  von	
  Arthropoden	
  	
  
!   1-­‐100	
  Millionen	
  Arten	
  von	
  Fadenwürmer	
  

Once	
  the	
  diversity	
  of	
  the	
  microbial	
  world	
  is	
  	
  
catalogued,	
  it	
  will	
  make	
  astronomy	
  look	
  like	
  a	
  pi4ful	
  	
  
science	
  

-­‐	
  Julian	
  Davies,	
  Professor	
  Emeritus,	
  Microbiology	
  and	
  Immunology,	
  UBC	
  

http://www.ucmp.berkeley.edu/arthropoda/arthropoda.html	
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Benannte	
  Arten	
  
~1.7	
  Million	
  benannte	
  Arten	
  
	
  
!   287,655	
  plants,	
  including:	
  

!   15,000	
  mosses	
  
!   13,025	
  ferns	
  
!   980	
  gymnosperms	
  
!   199,350	
  dicotyledons	
  
!   59,300	
  monocotyledons	
  

!   74,000-­‐120,000	
  fungi	
  
!   10,000	
  lichens	
  

!   5,700	
  prokaryotes	
  
	
  

!   ~1,250,000	
  animals,	
  
including:	
  
!   1,190,200	
  invertebrates:	
  

!   950,000	
  insects	
  
!   70,000	
  mollusks	
  
!   40,000	
  crustaceans	
  
!   130,200	
  others	
  

!   58,808	
  vertebrates:	
  
!   29,300	
  fish	
  
!   5,743	
  amphibians	
  
!   8,240	
  rep]les	
  
!   10,234	
  birds	
  
!   5,416	
  mammals	
  

	
  Quelle: http://en.wikipedia.org/wiki/Biodiversity Sequenzen für ~200,000 



2 

Center for Bioinformatics 

Daniel Huson 2013 4	
  

!   “Das	
  Studium	
  der	
  DNA	
  von	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
unkul]vierten	
  Organismen”	
  	
  

!   >	
  99%	
  aller	
  Mikroben	
  nicht	
  kul]vierbar	
  

!  Genom:	
  
!  Gesamtheit	
  der	
  gene]schen	
  Informa]onen	
  
	
  	
  	
  	
  eines	
  einzelnen	
  Organismus	
  

!  Metagenom:	
  	
  
!  Gesamtheit	
  der	
  gene]schen	
  Informa]onen	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
einer	
  Ansammlung	
  von	
  Organismen	
  	
  

!   Meta-­‐Transkriptom:	
  Gesamtheit	
  aller	
  RNA	
  Sequenzen,	
  u.s.w.	
  

Metagenomik	
  

www.innovations-report.de  

www.physorg.com  
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!  Bodenproben	
  
!  Meeresproben	
  
!  Bohrkerne	
  aus	
  dem	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
Meeresgrund	
  

!  Lugproben	
  
!  Uralte	
  Knochen	
  
! Mikrobiota	
  des	
  Menschen	
  

Typische	
  Quellen	
  für	
  Metagenome	
  

http://outdoors.webshots.com 

http://www.scienceimage.csiro.au/ 

soils.usda.gov 

www.lanl.gov 
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Global	
  Ocean	
  Sampling	
  Expedi4on	
  

!  Craig	
  Venter	
  und	
  Kollegen	
  vom	
  Venter	
  Ins]tut	
  
segeln	
  um	
  die	
  Welt	
  und	
  sammeln	
  Wasserproben	
  

6	
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Global	
  Ocean	
  Sampling	
  Expedi4on	
  

!  DNA	
  wird	
  extrahiert	
  und	
  sequenziert	
  

!  2007	
  (Sonderausgabe	
  von	
  PLoS	
  Biology):	
  
!  41	
  Proben	
  sequenziert	
  
!  7.7	
  Millionen	
  Reads	
  minels	
  Sanger	
  Sequenzierung	
  
!  Minlere	
  Länge	
  der	
  Reads:	
  882bp	
  
!  Menge	
  an	
  Sequenz:	
  5.9	
  Gb	
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Global	
  Ocean	
  Sampling	
  Expedi4on	
  

Zwei	
  Hauptergebnisse:	
  
!  Sequenzen	
  sehr	
  inhomogen	
  

	
  
	
  

!  Ca.	
  6	
  Millionen	
  neue	
  Gene	
  entdeckt,	
  	
  	
  	
  	
  	
  
lineare	
  Entdeckungsrate	
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Metagenomik	
  in	
  der	
  Medizin	
  

!  Gibt	
  es	
  eine	
  Beziehung	
  zwischen	
  Krankheiten	
  und	
  
der	
  Darmflora	
  bei	
  Menschen?	
  

!  Mausmodelle	
  

http://en.wikipedia.org 

9	
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Metagenomik	
  in	
  der	
  Medizin	
  

!  Vergleich	
  der	
  Darmflora	
  einer	
  normalen	
  Maus	
  
und	
  einer	
  obesen	
  Maus	
  (Turnbaugh	
  et	
  al,	
  Nature,	
  2006)	
  
!  Sanger	
  Sequenzierung:	
  40	
  Mb	
  
!  Roche(454)	
  Sequenzierung:	
  160	
  Mb	
  

Ergebnisse:	
  
!  Veränderung	
  in	
  der	
  Zusammensetzung	
  der	
  Arten:	
  

! Firmicutes	
  vs	
  Bacteroidetes	
  	
  

!  Veränderung	
  in	
  der	
  Zusammensetzung	
  der	
  Gene:	
  
!  Zunahme	
  energieverarbeitender	
  Gene	
  	
  

http://en.wikipedia.org 
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Darmflora	
  des	
  Menschen	
  

11	
  

576 Gb DNA von 124 Individuen 
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Darm	
  Mikrobiom	
  

!  57	
  Spezien	
  
vorhanden	
  in	
  ≥	
  90%	
  
der	
  Individuen	
  mit	
  
Anteil	
  >1%	
  

!  Hohe	
  Varibilität	
  
! Bacteroidetes	
  und	
  
Firmicutes	
  die	
  
häufigsten	
  
Bakterien	
  

12	
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Human	
  Microbiome	
  Project	
  

!   Ziel	
  des	
  HMP:	
  
Charakterisierung	
  	
  der	
  
Mikrobiota,	
  die	
  auf	
  dem	
  
menschlichen	
  Körper	
  
leben.	
  

!   Hauprrage:	
  Welche	
  
Rolle	
  spielen	
  diese	
  
Mirkobiota	
  für	
  die	
  
menschliche	
  
Gesundheit	
  und	
  für	
  
Krankheiten?	
  

hnp://commonfund.nih.gov/hmp/	
   13	
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Human	
  Microbiome	
  Project	
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Pansen	
  Mikrobiom	
  

!   Ziel:	
  Entdeckung	
  von	
  Genen	
  zur	
  Verdauung	
  von	
  
Zellulose	
  (Anwendungen	
  in	
  Biotreibstoffen)	
  

!   268	
  Gb	
  Sequenz	
  
!   Ergebnis:	
  27	
  000	
  neue	
  Gene	
  zur	
  Verdauung	
  von	
  
Biomasse	
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Metagenom	
  Analyse	
  

http://outdoors.webshots.com 

www.compostinfo.com/tutorial/microbes.htm 

Umwelt 
Probe 

Hochdurchsatz 
DNA Sequenzierung 

Frage 1: Wer ist da? Frage 2: Was machen sie? 

Erste  
bioinformatische 

Analyse 

200  Millionen „Reads“ 

800 000 CPU  
Stunden 
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Frage	
  3:	
  Wie	
  vergleichen	
  sie	
  sich?	
  

www.compostinfo.com/tutorial/microbes.htm 
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Taxonomische	
  Analyse	
  
Taxonomische	
  Analyse	
  –	
  Who	
  is	
  out	
  there?	
  
!   Um	
  dieses	
  zu	
  beantworten,	
  werden	
  die	
  Reads	
  mit	
  
einer	
  Referenzdatenbank	
  verglichen:	
  

!  Ergebnis	
  sind	
  BLAST	
  Treffer:	
  

Probe! ACTGTGCACGTTGACGTAAGTTT...CGTGT!

>gi|57241447|ref|ZP_00369393.1| flagellar motor switch protein!
                    [Campylobacter lari RM2100]!
 Score = 33.9 bits (76), Expect =0.01!
 Identities = 13/26 (50%), Positives = 19/26 (73%)!
!
Query: 79  LMFVFDDLATVEENGIREIINRADKK 2!
           LMF FDD++ +  N IRE++  ADK+!
Sbjct: 243 LMFTFDDISQLSTNAIREVLKAADKR 268!

 !
Campylobacter lari RM2100!

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

18!

NCBI	
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Taxonomische	
  Analyse	
  Mi^els	
  LCA	
  

>gi|57241447|ref|ZP_00369393.1 flagellar motor switch proteinFliG !
                 [Campylobacter lari RM2100] !
 Score = 33.9 bits (76), Expect = 0.01!
 Identities = 13/26 (50%), Positives = 19/26 (73%)!
!
Query: 79  LMFVFDDLATVEENGIREIINRADKK 2!
           LMF FDD++ +  N IRE++  ADK+!
Sbjct: 243 LMFTFDDISQLSTNAIREVLKAADKR 268!

>gi|32262158|gb|AAP77207.1| flagellar motor switch protein FliG    !
             [Helicobacter hepaticus ATCC 51449]!
 Score = 33.5 bits (75), Expect = 0.01!
 Identities = 13/26 (50%), Positives = 20/26 (76%)!
!
Query: 79  LMFVFDDLATVEENGIREIINRADKK 2!
           +MF F+D++ ++ N IREI+  ADKK!
Sbjct: 244 MMFTFEDISKLDNNAIREILKIADKK 269!

>gi|34484004|emb|CAE11000.1| FLAGELLAR MOTOR SWITCH PROTEIN FLIG!
          [Wolinella succinogenes]!
 Score = 32.7 bits (73), Expect = 0.01!
 Identities = 13/26 (50%), Positives = 19/26 (73%)!
!
Query: 79  LMFVFDDLATVEENGIREIINRADKK 2!
           +MF F+D+  ++ N IREI+  ADKK!
Sbjct: 242 MMFTFEDIEKLDNNAIREILKVADKK 267!

Ein Read wird oft mehr als ein BLAST Treffer haben: 

Neue, unbekannte Art 

LCA 

Ordnung 

Center for Bioinformatics 
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NCBI	
  Taxonomie	
  des	
  Lebens	
  

20	
  

NCBI	
  Taxonomie:	
  
! Enthält	
  alle	
  Spezies	
  
die	
  durch	
  Sequenzen	
  
represen]ert	
  sind	
  

!   >1,000,000	
  Knoten	
  
!   (2007:	
  280,000	
  Knoten)	
  

!   King	
  Phillip	
  Came	
  
Over	
  For	
  Green	
  
Soup…	
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Beispiel	
  Ergebnis	
  

Taxonomische	
  Übersicht	
  für	
  Darmproben	
  von	
  Mäusen	
  (490,000	
  Reads)	
  	
  	
  
21	
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Funk4onale	
  Analyse	
  

Funk4onale	
  Analyse	
  –	
  What	
  are	
  they	
  doing?	
  
!  Auch	
  diese	
  Frage	
  wird	
  minels	
  eines	
  
Vergleiches	
  mit	
  einer	
  Referenzdatenbank	
  
beanwortet:	
  

>gi|57241447|ref|ZP_00369393.1| flagellar motor switch protein!
                    [Campylobacter lari RM2100]!
 Score = 33.9 bits (76), Expect =0.01!
 Identities = 13/26 (50%), Positives = 19/26 (73%)!
!
Query: 79  LMFVFDDLATVEENGIREIINRADKK 2!
           LMF FDD++ +  N IRE++  ADK+!
Sbjct: 243 LMFTFDDISQLSTNAIREVLKAADKR 268!

 !
flagellar motor switch protein!

22!
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KEGG	
  Pathways	
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KEGG	
  
Analyse	
  
	
  

Funk]onaler	
  
Vergleich	
  
verschiedener	
  
Proben	
  

24	
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KEGG	
  
Analyse	
  
	
  

Funk]onaler	
  
Vergleich	
  
verschiedener	
  
Proben	
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KEGG	
  
Analyse	
  
	
  

Funk]onaler	
  
Vergleich	
  
verschiedener	
  
Proben	
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KEGG	
  
Analyse	
  
	
  

Funk]onaler	
  
Vergleich	
  
verschiedener	
  
Proben	
  

27	
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KEGG	
  
Analyse	
  
	
  

PCoA	
  Analyse	
  

28	
  Mackelprang et al, 2011 
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Funk4onale	
  Analyse	
  mit	
  SEED	
  

!   Die	
  SEED	
  Klassifika]on	
  bildet	
  Gene	
  auf	
  func4onal	
  roles	
  in	
  
subsystems	
  ab	
  

! Ein	
  subsystem	
  is	
  eine	
  Menge	
  von	
  func4onal	
  roles	
  die	
  ein	
  
spezifisches	
  biologisches	
  System	
  ergeben	
  

! Grundlage	
  der	
  RAST	
  und	
  MG-­‐RAST	
  Dienste:	
  
	
  Rapid	
  Annota]on	
  using	
  Subsystem	
  Technology	
  

!  Graph	
  hat	
  ≈13,000	
  Knoten	
  
	
  
! www.theSEED.org	
  

	
  

29	
  
Overbeek et al., Nucleic Acids Res 33(17), 2005  
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Permafrost	
  Studie	
  

! Welche	
  Folgen	
  hat	
  das	
  Schmelzen	
  der	
  Permafrost?	
  
!   12	
  Proben,	
  250	
  Millionen	
  Illumina	
  reads	
  
!   800,000	
  CPU	
  Stunden	
  für	
  KEGG	
  Analyse	
  

! Ein	
  Hauptergebnis:	
  Permafrost	
  Proben	
  werden	
  sich	
  
beim	
  schmelzen	
  funk]onal	
  ähnlicher	
  

30	
  



11 

Center for Bioinformatics 

Daniel Huson 2013 

Permafrost	
  Study	
  
! Proben:	
  

!   2	
  cores,	
  each	
  with	
  a	
  
sample	
  from	
  ac]ve	
  
layer	
  and	
  permafrost	
  

!   Thawed	
  for	
  2	
  and	
  7	
  
days	
  

! Ergebnis:	
  
!   Ac]ve	
  layer	
  samples	
  
func]onally	
  similar	
  

!   Permafrost	
  samples	
  
ini]ally	
  different,	
  
becoming	
  more	
  similar	
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Projekt	
  Tübingen	
  -­‐	
  München	
  

Role des Mikrobioms in 
Darmentzündungen 

METAGENOMICS
HUSON

Objective 1
FRICK

Objective 2
FRICK

Objective 3
STECHER

Objective 4
AUTENRIETH/
HEESEMANN

Role des Mikrobioms in Yersinia 
Infektionen 

Gnotobiotisches Mausmodel 

BMBF Medizinische Infektionsgenomik 
32	
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Ziel	
  1:	
  Charakterisierung	
  der	
  Darmflora	
  bei	
  einer	
  
Darmentzündung	
  (Koli]s)	
  
! Taxonomischer	
  Vergleich:	
  

! Welche	
  Bakterien	
  verursachen	
  eine	
  
Darmentzündung	
  (IBD)?	
  

Rag1-/- 

Maus mit konventionellem Mikrobiom 

Rag1-/- 

Maus mit modifiziertem Mikrobiom 

Julia Frick (UKT) 

Darm	
  Mikrobiom	
  

33	
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Bacteroidetes verhindet Kolitis in CV Rag1-/- Mäusen 

KEIN KOLITIS Bacteroidetes 

Enterobacteriaceae 

+ Antibiotika 
+ B. vulgatus 

+ T Zellen 

lo
g 10

 C
FU

 / 
g 

fe
ce

s 
 

0 

5 

10 

0 

5 

10 

lo
g 10

 
C

FU
 / 

g 
fe

ce
s 

 

0 

5 

10 

Bacteroidetes 

Enterobacteriaceae 

EhiBlo Mäuse anfällig 
 für KOLITIS  

Verminderung von Enterobacteriaceae vs Bacteroidetes: Verhindet Kolitis 

Erhöhung von Enterobacteriaceae vs Bacteroidetes : Induziert Kolitis 

KOLITIS 

EloBhi Mäuse 
KEIN KOLITIS lo

g 1
0 C

FU
 / 

g 
fe

ce
s 
!

0!

5!

10!

Bacteroidetes 

Enterobacteriaceae 

+ Antibiotika 
+ E. coli 
+ T Zellen lo

g 1
0 

CF
U

 /
 g

 f
ec

es
  

0!

5!

10!

Bacteroidetes 

Enterobacteriaceae 
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Julia Frick (UKT) 
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Metagenomvergleich	
  

35	
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Das	
  GEBA	
  Projekt	
  

!   Genomic	
  Encyclopedia	
  for	
  Bacteria	
  and	
  Archaea	
  
! Projekt	
  von	
  JGI	
  und	
  DSMZ	
  	
  

!   Systema]sche	
  
	
  	
  Sequenzierung	
  von	
  
	
  	
  Mikroben	
  aus	
  
	
  	
  unterrepräsen]erten	
  
	
  	
  Phyla	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
hnp://www.jgi.doe.gov/programs/GEBA/	
  

Dongying Wu et al, 
Nature, 2009 



13 

Center for Bioinformatics 

Daniel Huson 2013 

Zusammenfassung	
  

!   Ein	
  Metagenom	
  ist	
  die	
  vollständige	
  DNA	
  einer	
  
Ansammlung	
  von	
  Organismen	
  

!   Das	
  “Human	
  Microbiome	
  Project”	
  untersucht	
  
Metagenome	
  von	
  Mensch-­‐assozierten	
  
Mikrobiota	
  

!   Die	
  drei	
  grundlegenden	
  bioinforma]schen	
  Fragen	
  
sind:	
  	
  
!   Taxonomische	
  Analyse	
  (Who	
  is	
  out	
  there	
  -­‐	
  Wer	
  ist	
  
da?)	
  

!   Funk]onale	
  Analyse	
  (What	
  are	
  they	
  doing?	
  Was	
  
machen	
  sie?)	
  

!  Vergleiche	
  Analyse	
  (How	
  do	
  they	
  compare	
  -­‐	
  Welche	
  
Unterschiede	
  gibt	
  es?)	
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