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TOM TAT
Metagenomics la nganh khoa hoc nghién ciru vé da hé gene — nguyén liéu duroc thu
hoi truc tiép tir CAC mau méi trwong. Ki thudt nay cho phép khai thac toi da cdc gene cia
hé thong vi sinh vdt khdng nudi cdy diwoc trong hé sinh thai. So liéu cia metagenome chi
c6 thé khai thac hiéu qua khi cé si hé tro cia cac cong cu tin sinh hoc. Bdy thuc sir 1a
budce dot phé trong nghién cizu va ing dung cua cdng nghé sinh hoc.
Tar khoa: Ki thuat nghién ciru da hé gen, da hé gen, tin sinh hoc.
ABSTRACT
Using bioinformatic technology in studying metagenomics —
A new research approach and application in biology
Metagenomics is the study of metagenome, the genetic material recovered directly
from environment samples. The technique allows maximum exploitation of the enormous
genes of uncultured microorganism in biota. Metagenome statistics can only be effectively
exploited with the aid of bioinformatic technology, which is really a breakthrough in
researching and applying biological technology.
Tir khéa: Metagenomics, metagenome, bioinformatics.

1. Téng quan vé metagenomics
1.1. Khai niém

Thuét nglr “metagenomics” lan dau tién duoc st dung bdi Jo Handelsman, Jon
Clardy, Robert M. Goodman cing céc tac gia khac va dugce xuat ban vao nim 1998.
Metagenomics & nganh khoa hoc nghién ciru vé da hé gen (metagenome) — nguyén liéu
di truyén duoc thu hdi truc tiép tir cdc mau méi trudng. Metagenome con dugc biét dén
nhu 1a “hé gen cong dong” (community genomics) hay “hé gen méi trudng”
(enviromental genomics). Metagenomics 1 ki thuét cho phép khai thac duoc t6i da cac
gen cua vi sinh vat khong nudi cdy duoc trong cac quan thé sinh vat . TUy vao tung loai
mau mdi truedng s lwong vi sinh vat khéng nudi ciy duoc dao dong tir 99,0 dén 99,7%.
Néu tat ca cac gen cua vi sinh vét trong mau moi truong dugc tap hop lai s& 1a ngudn
nguyén liéu vo cling phong pht cho viéc khai thac gen, ciing nhu tim hiéu co ché tac
dong gitra cac vi sinh vat dam bao su 6n dinh, phat trién chung caa hé sinh thai.

"NCS, Trwéng Dai hoc Sw pham TPHCM
" TS, Phong Ki thuat Di truyén, Vién Cong nghé Sinh hoc — Vién Han 1am Khoa hoc quéc gia
" GS TS, Phong Ki thuat Di truyén, Vién Cong nghé Sinh hoc — Vién Han 1am Khoa hoc quéc gia
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1.2. Céch tiép cdn trong nghién citu metagenomics [1]

Metagenomics nghién ciru metagenome quéan xa sinh vat thong qua ba buéc gom:
1) tach chiét nucleic acid trong mau thu thap; 2) thiét lap thu vién metagenome hoic
giai trinh ty DNA metagenome; 3) sang loc gen dya vao ngan hang gene hoac phan lap
gen dua vao sé liéu giai trinh tu gene. Viéc phan 1ap gen tir metagenome dugc thuc
hién tuong ty nhu cac nghién ciru phén lap gen trong mot hé gen (genome). [9]

Hién nay sau khi tach chiét nucleic acid ngudi ta it tién hanh 1ap thu vién gen ma
tién hanh giai trinh ty. Sau d6 dwa trén s6 liéu giai trinh tu két hop vai céc cong cu tin
sinh dé tim kiém, khai thac gen hay viing gen mé héa cho cac protein quan tam trudc
khi dua vao thuc nghiém.

1.3. M4t sé muc tiéu cu thé ciia metagenomics

Muc dich ctia metagenomics la dé tim hiéu thanh phan va hoat dong cua tap doan
vi sinh vat phirc tap trong cac mau moi truong thong qua phan tich trinh ty ADN ctia
ching [4]. Mit khac, khi c6 sé liéu vé da hé gen, chiing ta c6 thé thyc hién hang loat du
an phan lap gen tuy theo muc dich nghién ctru. Vi du ngudi ta khdng chi phéan 1ap dugc
gen phan hay sinh khéi thyc vat tir metagenome caia hé vi sinh vat trong céc mau u
phan hitu co ma con ¢6 thé phan lap duoc ca nhitng gen tham gia vao chuyén hoa cac
hop chét béo, protein, vitamin... ciing tir chinh hé vi sinh vat nay.

Ki thuat metagenomics tao ra dit liéu khong 16 vé DNA dan dén viéc phan tich bang
céc thao tac thu cong khd mang lai hiéu qua cao. Do do, hang loat cac cong cu tin sinh
hoc ra doi gitip nha nghién ctu tiét kiém duoc thoi gian va mang lai hiéu qua cao khi xir i
s6 lieu metagenome. Tin sinh hoc khi xir I di liéu metagenome budc dau tap trung vao
ba nhiém vu co ban la phan tich phéan loai, phan tich chirc nang va phan tich so sanh.

Mot s6 muc tiéu caa metagenomics 1a: Xac dinh tinh da dang phan loai sir dung
16S rRNA, cac mau gene da dang va cdy phan loai cua vi sinh vat [7, 9]. S6 liéu d6
duoc s dung dé theo ddi va du doan cac bién d6i méi trudng; xac dinh gen hay operon
ma hda cho cac enzyme can thiét, c6 dic tinh maéi (nhu cellulases, chitinases, lipases,
thudc khéang sinh, cac san pham tu nhién khéc...). Nhitng enzyme nay c6 thé dugc tng
dung trong cdng nghiép hoic dugc pham [6, 8]; xac dinh bién thé hoic da dang trong
gen cho cac enzyme quan trong va thiét ké tdi uu cac diéu kién xdc tac cua enzyme;
xac dinh cac co ché diéu hoa va truyén tin hiéu cua cac gen quan tam; xac dinh vi
khuan hozc céc trinh ty plasmid, danh gia anh huong cua ching dén cau trdc va sy da
dang cua cac cong dong vi sinh vat [5]. Xéc dinh cac su kién chuyén gen tiém ning [3]
hay céc gene/operons cho viéc thu nhan dinh dudng, trung tdm trao ddi chét trung
gian... Tir d6, cung cip nhitng hiéu biét vé twong tac giira cac sinh vat trong chudi va
ludi thire an, hodc kham phé nén tang thanh cong cua vi sinh vat trong méi treong caa
ching; xac dinh con duong trao doi chat dé cd thé thiét ké moi trwong nudi cay ting
truéng cho cac 10ai vi sinh vat chua thé nuéi cdy dugc (Aylward FO & CS, 2012).
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1.4. Mgt sé thanh teeu ciia Metagenomics
1.4.1. Trén thé gioi

Thanh cong cia metagomics phu thudc rat 16n vao cac phan mém tin sinh hoc va
nguén dir liéu thu thap duoc. Trong khu vuc chau A, cac nudc nhu Trung Quéc, Han
Qudc, Nhat Ban d4 ¢ nhitng dot phéa trong linh vuc huy dong ngudn nhéan lyc hoat
dong trong cac linh vuc nhu sinh hoc, toan hoc, vat li, hda hoc, tin hoc... dé tham gia
nghién ciru céc dy 4n 16n cua tin sinh hoc. Nhat Ban da c¢éng bd ngan hang dir liéu
DNA khéng 16 DDBJ (DNA Data Bank of Japan: tai http://www.ddgj.nig.ac.jp). O céac
nuée chau Au va Mi dé cho ra doi ngan hang dir liéu noi tiéng nhu: NCBI - Trung tam
Quéc gia vé Thong tin Coéng nghé Sinh hoc (National Center for Biotechnology
Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) cua Mi; EMBL-Phong Thi nghiém Sinh hoc
phan tir European Molecular Biology Laboratory: http://www.embl.org) cia chau Au
hoic mot phan cia né 1a EBI - Vién Sinh tin hoc chau Au diat & Anh (European
Bioinformatics Institute: http://www.ebi.ac.uk/); Pong thoi véi su ra doi ciia cac ngan
hang dit liéu thi hang loat phan mém giap xir Ii cac trinh tu sinh hoc DNA va protein
ciing ra doi nhu: Align (so sanh ting cap trinh tu DNA hoac protein); CENSOR (sang loc cac
trinh tu 13p va cdc doan DNA twong dong); ClustalW2, Kalign, T-coffee, MAFFT, MUSCLE
(so sanh dong thoi nhiéu doan trinh ty DNA hodc protein); BLAST (tim trén co so dir liéu
ngan hang gen trinh tw DNA/protein twong dong V6i trinh ty can phén tich); CpG
Plot/CpGreport (do tim dao CpG); Dna Block Aligner Form (phan tich promoter); GeneWise
(so sanh protein véi DNA); PromoterWise (so sanh hai trinh ty DNA (thuong 1a promoter) cd
tinh dén truong hop dao doan hay chuyén doan); Transeq, ChromasPro (dich ma trinh tu DNA
sang protein); WebPRANK (so sénh nhiéu trinh tir DNA ciing véi nghién ciru mét doan, thém
doan dé tim thdng tin vé tién hoa va phat sinh loai). Hau hét cac phan mém tin sinh hoc
dugc cung cap mién phi trén nhitng trang web xuat xi tir Bic Mi va chau Au. [1, 9]

Sy két hop gitra cac cong cu tin sinh, cac ngan hang di liéu gilp metagenomics
thanh cong trén thé gigi hon 20 niam qua va dwoc tmg dung trong rat nhiéu linh vyc:
khoa hoc Trai Pét, khoa hoc su séng, khoa hoc y sinh, nang luong, xtr li moéi truong,
céng nghé sinh hoc, néng nghiép va bao vé sinh hoc... [4, 9]. Trong mot s6 nam trd lai
day véi kha nang giai trinh ty ngay cang nhanh chéng va chi phi giam dan thi ki thuat
metagenomics dang lam bung nd cudc cach mang vé sb liéu di truyén dya trén viéc
phan tich trinh tu bd gen. Dir liéu va siéu dir liéu metagenomics khdng chi dung lai ¢
viéc md ta su phét sinh loai hay mot sé dic diém cua gen thong qua hé théng di truyén
16S. Dya trén sb liéu vé metagenome caa cong dong vi sinh vat toan bo chirc nang cua
gen, mdi quan hé gitra cac gen trong mot nhom sinh vat va giira cac nhom sinh vat déu
dugc lam sang to mot cach rd rang . Cac thi nghiém nay tap trung vao viéc xac dinh vai
trd ciia CaC gen va cac Vi sinh vat trong viéc thanh 1ap cong dong vi sinh vat dong [9].
Mt khac, dit liu nay con duoc ung dung trong thuc té dé nang cao kién thuc trong
nhiéu linh vuc va giai quyét nhiing thach thirc trong y hoc, ki thuat, néng nghiép, phat
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trién bén viing va hé sinh théi... [2, 12]. Vi du céc nha khoa hoc tai Bo Nong nghiép
Mi d4 sir dung cdng cu metagenomics dé xac dinh nguyén nhan dan dén giam trong
lwong, gay tir vong & ga 1a do ching nhidm virus dan dén cac hoi chang hoai tr duong
rudt, suy nhuoc va cdi coc. Bén canh nhirng virus thuong gap & gia cam nhu astrovirus,
reovirus va rotavirus va virus RNA thuoc nhém Picornaviridae, ho da phéat hién ra
nhiing virus hoan toan méi ma trude day chua duoc biét dén nhu: Picobiravirus - mot
loai virus lién quan dén bénh duong rudt & vat nudi khéc; calicivirus - mot loai virus co
lién quan tGi cac bénh duong rudt cua con ngudi [11]. Bang cach sir dung ki thuat
metagenomics, Laszlo Zsak - nguoi chu tri nghién ctru tai don vi Nghién ctru bénh do
virus dac thi ¢ gia cam tai Phong Thi nghiém nghién ciu gia cam khu viuc Dong Nam
(Athens), d& phat hién ra mot loai virus méi c6 kha nang tng dung trong san xuat mot
loai khang sinh trong tuong lai. Zsak va nha vi sinh vat hoc Michael Day d4 tim thay
mot chudi ngdn DNA cua cac virus méi duoc phat hién va da xay dung mot ki thuat dé
lap trinh ty toan bo hé gen cua né. Virus nay duoc goi 1a "phiCA82" - 12 loai virus giét
chét vi khuan mot cach tu nhién va nam trong mot nhoém "tiéu thuc bao" hoic thé thuc
khuan. Pay 1a mot giai phéap méi thay thé viéc sir dung thudc khéang sinh, dong thoi
ciing 1 cong cu dé chdng lai tic nhan da khang thudc.

Trong khoa hec sw séng: S6 liéu vé metagenome cung cip nhirng hiéu biét vé
lich sir tién hoa ciing nhu cac kha nang cua cong dong vi sinh vét chuyén séng trong
moi treong. CAc cdu hoi “vi sinh vat nao ¢ d6?”, “vi sinh vat dang lam gi?” va “vi sinh
vat hoat dong nhu thé nao?” déu co thé duoc giai déap [2, 9]. Trong 20 nam qua, cac
nha khoa hoc da nhiéu lan khoan sau duéi 16p nén, tram tich du6i day dai duong va ho
d& kham pha mot thé gidi vi sinh vat vo cuing phong pht. Nhitng quan xa da dang caa
nhiing loai t& bao nhan so (prokaryote) dwgc phat hién & tan sau hon 1km dudi nén dat
da cua day bién. Phan Ion nhirng vi sinh vat nay khong thé nudi cdy duoc hoic ¢ rat it
quan hé véi nhitng thé gici sinh vat bén trén bé mat. Nguoi ta chi biét dugc sy co mit
cua ching théng qua nhiing trinh ty DNA dic trung bang cach sir dung ki thuat
metagenomics. Wei Xie va CS (2014) ciing d& tim hiéu duoc ngudn ning lugng nao da
duy tri cudc séng & nhitng hé sinh thai bi tron vai nhu vay. Viéc giai trinh tu
metagenome ¢ y nghia rat 16n trong nghién ctu quan xa virus, do virus khéng c6
marker dé phan loai (nhu 16S RNA dbi vai vi khuan va vi khuan c6, 18S RNA cho cac
sinh vat nhan chuan) nén cach duy nhat dé nghién ciru da dang di truyén va tién hoa
cua virus la thdng qua metagenomics. [7, 9]

Trong y hec: Cong ddng vi khuan dong mot vai trd quan trong trong viéc bao vé
sirc khoe con ngudi. Tuy nhién, thanh phan va co ché hoat dong cua chiing van con rat
nhiéu bi 4n. Du &n caa “Human Microbiom” buéc dau d4 st dung trinh tu metagenome
cua cac cong dong vi khuan & 15-18 vi tri khac nhau trén co thé cua it nhat 250 nguoi
dé danh gia su thay d6i va mdi quan hé cia ching véi sic khoe cia con nguoi. Mot
nghién ciru y té khac caa du 4n MetaHit (Metagenomics of the Human Intestinal Tract)
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tién hanh ¢ 124 ca nhan tir Pan Mach va Tay Ban Nha méc bénh duong rudt, thira can
va cau kinh d4 cong b thdng tin vé su da dang phaét sinh loai vi khuén tiéu hoa. Nghién
ctru da chung minh rang hai nganh vi khuan Bacteroidetes va Firmicutes chiém hon
90% cua céc loai dugc biét dén dang thong tri vi khuan duong rudt. St dung tan s gen
lién quan dugc tim thay trong ruot da xac dinh 1244 cum gen cia metagenome 1a cuc
Ki quan trong cho suic khoe cua duong rudt. Bénh nhan bi hoi chung ruét kich thich chi
6 75% cac gen trén va tinh da dang vi khuan thip hon so v6i c& nhan khéng bi hoi
chimng rugt kich thich. Nghién ctu ciing d chi ra sy thay ddi da dang cua quan xa vi
sinh vat caa bénh nhan c6 thé lién quan véi bénh duong rudt hoic béo phi. Trén co s
cac nghién ciru vé metagenome caa hé vi sinh vat hoat dong ¢ co thé ngudi dé phét
trién céac cong cu va cdng nghé sinh hoc méi hd trg cac muc tiéu caa y hoc. Mot sb
nghién ciu khéc vé metagenomics cho phép phét hién ra virus - nguyén nhan gy ra
mot s6 bénh ung thu ¢ nguoi [Erika Cosset &cs, 2013].

Trong san xudt nhién liéu sinh hec: O quy md céng nghiép san xuat nhién lidu
sinh hoc doi hoi cac enzym mdi co ning suat cao hon va chi phi thip hon. Phuong
phép tiép can metagenomics phan tich cong ddng vi sinh vat ty nhién phic tap, cho
phép sang loc céc enzym c6 hiéu qua dé dwa vao ung dung trong san xuat nhién liéu
theo hinh thirc cdng nghiép. Trong thuc té rat nhiéu cac két qua da cong bd vé phan
tich va so sanh metagenome giira céc hé thong vi sinh vat trong hé théng 1&n men khi
sinh hoc, trong dudng tiéu hoa cua cac dong vat an co nhu ¢on tring, nam, tha in co.
Thé gid¢i dd cong bd khoang 75 hé gen c6 san cua cac loai vi sinh vat gitr vai tro nhat
dinh trong qué trinh san xuat nang lugng sinh hoc. Trong d6 ¢6 21 bd gen cua vi khuan
¢ san xuat methan, 24 bo gen cua vi khuan san xuat hydro hoac dién niang va 30 bo
gen cua cyanobacteria vén 1a sinh vat san xuét diesel sinh hoc tiém nang. it nhat mot
nira bo gen vi khuan hoan thién c6 lién quan dén niang luogng sinh hoc tao ra trong 2
niam qua, trén 80 b gen lién quan dén nang lwong sinh hoc hién dang dugc thiét lap
trinh tu [11]. Qu¥ thong tin v& hé gen cang ngay cang phat trién, s& cung cap nhiéu muc
tiéu phan tir hd tro nghién ctu tién di truyén va hau di truyén, mang lai thong tin thiét
yéu vé cac loai vi sinh vat c6 mat trong cong dong, ciing nhu cac phan tmg trao doi
chat ma chdng thuc hién. Hé gen cuing véi nganh khoa hoc sip xép trinh ty ADN va
nghién ctu protein, s& 1am ting hiéu biét cua chling ta vé cac vi sinh vat san xuét ning
lugng sinh hoc.

Trong xi |i méi trwomg: CAc s6 lidu vé metagenome clia cong dong vi sinh vt
khi str dung ki thuat metagenomics c6 thé cai thién cac chién luoc dé theo doi tac dong
cta cac chét giy 6 nhidm hé sinh thai va 1am sach méi truong bi 6 nhiém [4]. Tang hiéu
biét vé cach ma cac cong dong vi sinh vt d6i phéd voi 6 nhidm, cai thién danh gia vé
tiém nang phuc hoi cia cac hé thong bi nhiém béan va lam ting kha ning thir nghiém va
ung dung céc kich thich hoac trc ché sinh hoc.
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Trong cdng nghé sinh hoc: Cong dong vi khuén san xudt mot loat cac hoa chit
c6 hoat tinh sinh hoc duoc sir dung trong canh tranh va truyén théng. Ngdy nay rat
nhiéu loai thudc str dung ban dau dugc phat hién ¢ vi khuan. Thanh tyu trong khai thac
tai nguyén di truyén phong phua cia vi khuan khong thé nudi cay da phét hién ra gen,
enzyme va cac san pham ty nhién méi. Viéc ap dung metagenomics da cho phép phét
trién cac san pham va hoa chat nguyén chét, hoa chat nong nghiép va dugc pham.

Trong ndng nghigp: Céc cong dong vi sinh vat séng trong dat rat phic tap, cao
gap 10 lan so voi cac ving bién ma khoa hoc van chua kham pha hét. Sy hiéu biét vé
cAu trac, sy da dang, chtrc nang va sy on dinh cua cong d6ng vi sinh vat 1a diéu can
thiét kham pha su tién héa, hinh thanh va phét trién bén virng cua su song trén Trai Dat
[5]. Tuy nhién, viéc thu thap thong tin nay rat khé khan, do 99% cac vi sinh vat d6 hién
dang khong nudi cay dugc dudi didu kién phong thi nghiém. Trong thuc té nhiéu dy 4n
phén tich cac mau dat khac nhau d4 thanh céng nho sir dung metagenomics. Ngudi ta
dang thyc hién cac dy 4an kham pha vé ban chét cic mbi quan hé giita cac yéu t6 vat Ii,
hoa hoc va sinh hoc cua cac loai dat trén toan cau.

1.4.2. O Viét Nam

Viét Nam d4 c6 mot sb nghién ciru trong linh vire phan tich gen, x4c dinh trinh ty
DNA ctia mét s6 lodi quan trong dé danh gia vé mat di truyén, bién di, xac dinh hé sé
di truyén tim ra cac ho hang than thich, danh gia muc do bién ddi tinh di truyén, nghién
ctru vé da dang sinh hoc, xdy dung ngan hang gen (gen bank)... & mot s6 vién nghién
cuu, treong dai hoc I6n nhu Khoa Cong nghé Sinh hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty
nhién TP H5 Chi Minh; Vién Cong nghé Sinh hoc, Vién Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam; Trudng Pai hoc Y Duoc TP H6 Chi Minh. Phan vién Cong nghé thong tin tai TP
Ho Chi Minh, trong nhitng nam qua d& hop tac voi mot s nha nghién ctru cua Vién
Cong ngh¢ Sinh hoc; cua NCBI/NLM/NIH va NIAID/NIH, xay dung hudng nghién
ctru voi hai muc tiéu chinh: Xay dung Website vé ngan hang dit liéu cung cap thong tin
di truyén phuc vu cong tac huan luyén va nghién ctru cong nghé sinh hoc va xay dung
phan mém dé xu 1i va phan tich cac trinh tu sinh hoc, buéc dau tao ra san pham phan
mém mang thuong hiéu Viét Nam trong linh vuec tin sinh hoc. [11]

Pang chl ¥ nhat 1a san pham phan mém tin sinh hoc do Tran Vin Ling (Phén
vién Cong nghé thong tin tai TP H5 Chi Minh) chu tri da tao ra san pham phan mém
HiBio riéng v&i mot sb tinh niang can thiét cho viéc tim hiéu vé sinh hoc phén tir. Bén
canh d6 cac phan mém ngudn mé nhu ClustalX, RasTop, Blastn ciing dugc tich hop
vao hé thdng hoat dong. Ngoai ra, nhdm da xay dung trang Website 10IT-HCMC
Bioinformatics tai dia chi: http://www.ioit-hcm.ac.vn/index.htm. Trang website nay
bao gom céc phan mém do nhém thuc hién xay dung va nhitng phan mém khac do
nhém thu thap dwoc trén Internet nham phé bién kién thirc vé sinh hoc phan tu.

Chung ta c6 dugc nhirng loi thé vé& nhitng ngudn thdng tin to 16n, hitu ich, nhung
viéc st dung van chua du dé phét trién mot nganh tin sinh hoc manh cho Viét Nam.
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Ngudn dit liéu mién phi thuong cho sé liéu rat han ché, do do can tao ra nhitng ngan
hang dir liu dic trung cho riéng nudc ta. Cac ngan hang d6 c¢6 thé khai théac tir cong
nghé sinh hoc san c6 trong nuéc vé nhiéu linh vuc khac nhau nhu nong nghiép, chan
nudi, hai san, phong chdng bénh, vacxin, kit chan doan, y dugc pham... Viéc dao tao
mot doi ngii chuyén gia vé tin sinh hoc chinh 1a didu quyét dinh cho su thanh cong cua
su phat trién tin sinh hoc. Poi ngii ndy khdng nhing phai c6 trinh dé tu duy toan hoc
Xuit sac ma con phai thdng hiéu nhiing van d& hién nay caa sinh hoc.

V6i nhitng han ché nhit dinh vé& su phét trién cua tin sinh hoc do d6 dén thoi
diém hién nay chua co nhiéu cong bd vé phan tich metagenome cua cac cong dong vi
sinh vat. Cac nghién cau vé metagenome ¢ Viét Nam cha yéu sir dung theo phuong
phép lap ngan hang gen dé chon loc nén kha nang thanh cong thap. Co sd di dau trong
viéc ap dung ki thuat giai toan bo trinh tu metagenome két hop vai xt i sb lidu bang
cong cu tin sinh 1a Phong Ki thuat Di truyén, Vién Cong nghé Sinh hoc, Vién Han 1am
khoa hoc qudc gia. Tai day da cé nhitng cdng bd trong nuéc va qudc té vé metagenome
caa vi sinh vat cong sinh trong rudt méi. [10]

2. Khai thac metagenome
2.1. Phan lgp gen dua vao viéc thiét Igp thw vién metagenome

Tuong tu nhu viéc thiét lap thu vién genome dé phan lap gen, toan bo DNA
metagenome s& duoc phan cit bang enzym han ché thanh cac doan ¢6 kich thugc nhat
dinh, sao cho ching chira dugc tron ven gen. Sau d6, cac doan DNA nay dugc gén Vao
vector thich hop va chuyén vao chung vi sinh vat chu. Véi s6 lugng dong du 16n, thu
vién c6 thé chira duoc toan bo cac gen cua metagenome. Cac dong biéu hién protein
ngoai lai sau do s& duoc sang loc hoat tinh (vi du nhu san xuat vitamin, tinh khang
khéang sinh, enzyme...) trén méi truong co co chat dic hiéu. Nhiéu enzym, chat khang
sinh va cac co ché dé khang di dugc phat hién nhd phuong phap nay. Tuy nhién, viéc
phan 1ap gen dua trén viéc sang loc thu vién metagenome trén moi trudng ¢ co chat
thudng tén rat nhiéu thoi gian va cong sirc, do phai sang loc mot sé lwong qua I6n cac
dong trong thu vién. Hon nita, céch tiép can ndy yéu cau sé lugng dong thu vién phai
rat 16n va chat luong thu vién phai cao. Mat khac mot gen nguyén ven trong thu vién
c6 thé biéu hién ra dugc hoat tinh (dwgc phét hién) hay khong ciing lai phy thudc rat
nhiéu vao su tuong thich va vi tri cua n6 véi promoter cua vector dung dé tao thu vién.
Dé xac dinh chinh x4c trinh ty DNA sau khi d4 sang loc hoat tinh c6 thé st dung thém
phuong phap doc trinh ty.

2.2. Sirdung cdng cu tin sinh khai thAc metagenome

Viéc chuan bi mau metageneome dé doc trinh ty rat quan trong, néu mau khong

du sach s& gay nhidu khi dwa vao may doc tu dong cd thé gay ra sai léch trong két qua.
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DNA metagenome

i Poc trinh tu
Thu vién metagenome
1(1)
2 b - — ®— — | Laprap
Phan Poc
lap trinh (O]
gen ty contig
|(3)
Pfam — | Dwdoan |
Prk ‘ @ — gen | (5)
COG - Chie ning NCBI m’
FIGfam ’ MetaHIT I
eggNOG ‘eSilva | Phéan loai
v GreenGenes_‘ e
KEGG | | Conduong |
MetaCys || chuyénhéa | @ :

Mo hinh chuyén hoa EBI Biomodels
gitta cac sinh vat |- JWSonline
trong méi truedng — Models SEED

Quy trinh chung xa# Ii sé ligu metagenome

(Ghi cha: ddu ngoic: cac bo dir liéu; s6 1- 8: 1a mot s6 phan mém tin sinh hoc)
Soap denovo, Soap aligner
MetaVelvet, Genovo, MetaORFA, MetalDBA, IDBA-UD
MetaGeneAnnotator, FragGeneScan, Glimmer-MG, GeneMark
HMMer3, RPSBIlast, BLAST, RAST, RAPsearch
MEGAN, CARMA, Sort-ITEMS, Sphinx
MinPath, Pathway Tools, KEGG mapper
RAST, MG-RAST, Model SEED
Pathway Tools, COBRA, Model SEED

Toan bo DNA tach chiét duoc tir mau moi truong du tiéulchuén sé duoc dua vao
may do’c trinh ty ty dong. Sau khi doc,’méy sé xég lap dugc so lugng I6n cac trinh ty
doc ngén (short — reads). Cong viéc tiép theo la sap dady (assembly) cac short - reads
nay dé thu duogc bo gien hoan chinh. Tuy nhién, trong qua trinh xac lap trinh tu ADN
cua céac ki thuat c6 kha nang sinh 15i cho ting nucleotide vai ti 18 khoang tir 1% dén
2% trén chiéu dai cua short - reads. Cac nucleotide 13i phai duoc sta chita dé phuc vu
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cho viéc sip day lai thanh mot bo gien hoan chinh. O budc ndy, mot sé6 phan mém nhu
SOAPdenovo dugc sir dung dé Ie“ip rap lai bo gen tur cac short - reads (hay “reads”) thu
duoc trong qué trinh giai trinh tu gen. Phan mém nay gdém c6 6 module duoc dung dé
1) sira chita c4c 18i doc trinh tu; sau d6 2) xdy dung do thi de Bruijn dé 3) Idp ghép cac
contig, roi 4) kiém tra lai két qua lap rap bang céch so sanh céc contig vai céc trinh tu
doc dugc dung dé tao rano; tiép dén 5) tdi wu do bao phu va chiéu dai cac contig dé 6)
thu nho céc ving gen khong doc dugc trinh ty. Bang c¢éng cu nhu SOAPaligner cac
trinh ty sau d6 duoc dem so sanh lai (map) véi cac contig cua chinh no dé tim ra bao
nhiéu trinh tu duoc sir dung dé tao contig. PE (pair-end reads) 1a c4c trinh tu ma ca hai
dau cua né déu twong dong véi contig va mdi quan hé hai dau nay 1a chinh xéac, cho do
tin cay cao. C4c trinh tu ma chi c6 mot dau cia n6 twong ddng véi contig hodc moi
quan hé hai dau khdng chinh xac thi dugc goi la SE (single-end reads).

Sau khi c6 céc contig tir metageneome, céc cap moi s& duoc thiét ké dé phan lap
cac gen mong mudn. Phuong phép nay da dugc ap dung dé phan tich quan x4 vi sinh
vat trong rat nhiéu moi treong nhu dai duong, dét, dai san ho, xac céa voi, sudi nudc
noéng va cic quan xi vi sinh vat lién két voi nhiéu co thé song khac nhau nhu ngudi,
mbi, rép, giun. [6]

Tay theo muc dich nghién ctru ¢ thé lya chon cac phan mém phu hop. Sau do sir
dung cac phan mém dy doan gen nhu: MetaGene Annotator (MGA), FragGeneScan,
Glimmer-MG, GeneMark... dugc st dung dé du doan tit ca cac khung doc mé (ORF —
open reading frame) tir céc contig. Dya trén cac ORF da duogc xac dinh, sé tiép tuc du
doan bang cach so sanh ORF véi hang loat cac dit liéu khac nhau nhu: Dir liéu NCBI
NR, MetaHIT, Silva, GreenGene dé phan tich do da dang loai; dir ligu KEGG,
MetaCys dé phan loai gen vao cc con dudng chuyén héa khac nhau; dit liéu eggNOG,
Pfam, Prk, COG, FIGfam dé sip xép gen vao cac nhom chirc nang.

Néu nghién cuu tap trung vao DNA va protein cia metagenome thi cdng cu
BLASTall (Basic Local Alignment Search Tool: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blasti)
duoc s dung rong rdi nhét trong tin sinh hoc. BLAST sir dung thuat toan tim kiém cuc
bo heuristic va do d6 c6 thé phét hién ra méi lién hé gitra céc trinh tu ¢6 nhitng su twong
ddng riéng biét. Co rat nhiéu loai tim kiém khéc nhau trén BLAST phuc vu cho nhiing
muc dich khac nhau: 1) BLASTp tim kiém tét ca cac trinh ty protein tuong dong Véi
trinh ty protein can phén tich trong co s& dir liéu protein; 2) BLASTn tim kiém tét ca cac
trinh ty nucleotide twong dong véi trinh ty DNA can phan tich trong co so dit ligu DNA,
3) TBLASTN tim trinh ty protein twong dong trong co s dit liégu DNA bang céach dich
mbi trinh tw DNA ra tit ca 6 khung doc md; 4) BLASTX tim trinh ty nucleotide twong
ddng trong co s dit liéu protein bang cach dich trinh tu nucleotide can phan tich sang tat
ca 6 khung doc mé. Sau khi ¢6 duge cac khung doc mé can quan tam, st dung cong cu
tim kiém trinh ty amino acid twong ddng trong BLASTp; 5) Cong cu Blastpby duoc sir
dung trong so sénh cac ORF véi co so dit liéu NR dé tién hanh phan loai.
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Cép d6 phan loai cia mdi ORF duoc xac dinh bang thuat toan dya trén co so LCA
(Least Common Ancestors) dugc sir dung trong phan mém MEGAN (MEtaGenomic
ANalyser). Thuat toan LCA s& xép trinh tu vao nhom phan loai ma cip d6 phan loai cua
nhom phéan loai d6 phan anh dugc mac d6 bao thu caa trinh ty gen. Can cir vao cac ORF
d4 dugc dbi chiéu véi chire ning va cac con dudng chuyén hoa dé lya chon cac gen hay
nhém quan tam. Trinh ty cac axit amin dugc dich tir cic ORF s& duoc sir dung dé du
doan cu thé vé céu trac va cac dic tinh caa protein (trung tam hoat dong, co ché xuc téc
enzyme, kha ning chiu nhiét, kha ning chiu kiém...),... bang phan mém Phyre 2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2), Expasy (http://www.expasy.org)... Hoic c6 thé
xay dung mo hinh chuyén héa céc chat giita cac sinh vat trong méi truong bang cac cong
cu Pathway Tools, COBRA, Model SEED...

3. Kétluan

Metagenomics tao ra dir liéu khong 16 cia metagenecome dang md ra rat nhiéu
hudng khai thac trong ca nghién ciru co ban va nghién cau tng dung. Cac bo dir liéu
metageneome chi cé thé dugc phan tich hiéu qua khi sir dung céc cong cu tin sinh hoc.
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