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Tóm tắt - Nhờ sử dụng các phương pháp nghiên cứu in silico, tác 
giả đã xác định và phân tích 10 gene KNOX ở trong hệ gene của 
cây dứa (Ananas comosusL.). Căn cứ vào kết quả phân tích cấu 
trúc và cây phả hệ, các gene KNOX của cây dứa được phân chia 
thành hai phân nhóm là phân nhóm I (năm gene) và phân nhóm II 
(năm gene). Các gene KNOX của cây dứa có mức độ bảo tồn cao 
về cấu trúc exon/intron. Các KNOX của cây dứa đều có đủ bốn 
trình tự bảo thủ đặc trưng. Phân tích Gene Ontology cho thấy cả 
10 gene KNOX của cây dứa đều có vai trò điều hòa sinh học. Phân 
tích dữ liệu RNA-seq cho thấy cả 10 gene KNOX của cây dứa đều 
biểu hiện ở tất cả các mô nghiên cứu. Trong đó, nhiều gene (6/10 
gene) biểu hiện yếu nhất ở hoa khi so với các mô khác. Đặc biệt, 
hầu hết các gene biểu hiện mạnh trong quả ở các thời kì phát triển 
khác nhau. 

 Abstract - By using the in silico method, the author have identified 
and analyzed a total of 10 KNOX genes in the genome of Pineapple 
(Ananas comosus L.). Based on the protein structure and the 
phylogenetic analysis, the pineapple KNOX genes are divided into 
two subgroups, group I (five genes) and group II (five genes).The 
pineapple KNOX genes have a highly conserved level of 
exon/intron structure. All of ten KNOX proteins include four 
conserved domains. Gene Ontology analysis shows that all 
pineapple KNOX genes play an important role in biological 
regulation. RNA-seq analysis shows that all of ten KNOX genes 
are expressed in all study tissues. Many genes (6/10 genes) show 
the weakest expression level in flowers compared to other tissues. 
Especially, most of these genes have strong expression in fruits at 
different development stages. 

Từ khóa - biểu hiện gene; cây dứa (Ananas comosus L.); cây phả 
hệ; KNOX; in silico 

 Key words - gene expression; pineapple (Ananas comosus L.).; 
phylogenetic tree; KNOX; in silico 

 

1. Đặt vấn đề 

Các protein KNotted-like homeobOX (KNOX) thuộc về 

họ protein có chứa vùng bảo thủ homeodomain. Các protein 

này có cấu trúc giống với protein được mã hóa bởi gene 

knotted1 được phát hiện lần đầu ở cây ngô [14]. Dựa trên cấu 

trúc của gene, sự biểu hiện và các phân tích cây phả hệ, các 

KNOX ở thực vật được xếp vào ba phân nhóm [8, 12]. Phân 

nhóm I gồm các gene có vùng bảo tồn homeodomain gần 

giống với gene KN1 (> 71%), các gene này biểu hiện trong 

các vùng giao nhau của các mô phân sinh đỉnh chồi nhưng 
biểu hiện thấp ở lá. Các protein phân nhóm I giữ vai trò quan 

trọng trong việc duy trì chức năng của mô phân sinh đỉnh 

chồi và trong quá trình phát sinh cơ quan. Cây Arabidopsis 

thaliana có bốn gene mã hóa protein phân nhóm I là KNAT1 

(BREVIPEDICELLUS), KNAT2, KNAT6 và STM 

(SHOOTMERISTEMLESS). Trong đó, STM giữ vai trò chủ 

yếu trong việc hình thành và duy trì mô phân sinh đỉnh, hai 

gene KNAT1 và KNAT6 tham gia vào việc duy trì chức năng 
của mô phân sinh đỉnh chồi, đồng thời tham gia điều khiển 

sự phát triển của mầm hoa [5, 6]. Phân nhóm II gồm bốn 

gene KNAT3, KNAT4, KNAT5 và KNAT7 với đặc điểm 

chung là mang một intron trong vùng ELK, biểu hiện đa 
dạng [5]. Phân nhóm III chỉ gồm một gene KNOXM mới 

được xác định, mã hóa protein thiếu vùng bảo thủ 

homeodomain và biểu hiện ở các vùng bên của các tiền cơ 
quan và ở lớp bao của các cơ quan thành thục [9]. 

Ở mức độ hệ gene hoàn chỉnh, lần lượt tám, mười và 

mười lăm các gene KNOX đã được xác định trong hệ gene 

của các cây hai lá mầm như A. thaliana (chín gene), cây đào 
(10 gene) và cây sồi (15 gene), cây quýt (10 gene), cây đậu 

cove [1], cây ngô (12 gene) và cây lúa (13 gene) [2, 5; 6, 15]. 

Cây dứa (Ananas comosus L.) là cây trồng có giá trị 
kinh tế quan trọng nhất trong nhóm cây mọng nước 

(metabolism acid crassulacean, CAM) và là cây ăn trái 
nhiệt đới quan trọng thứ hai. Hệ gene của cây dứa được giải 

trình tự tạo cơ hội cho các nghiên cứu phân tích cấu trúc, 

chức năng của các gene, họ gene của loài cây này, cung cấp 

thông tin khoa học có giá trị trong công tác chọn tạo giống 

[10]. Nghiên cứu này hướng tới mục tiêu phân tích các đặc 

điểm của các gene KNOX ở cây dứa, một đại diện điển hình 

của thực vật CAM, bằng các phương pháp tin sinh học. 

2. Giải quyết vấn đề 

2.1. Trình tự gene của cây dứa 

Cơ sở dữ liệu về trình tự hệ gene (phiên bản v3) của cây dứa 

được lấy từ website phyozome (http://www.phytozome.net/) 

được giải trình tự bởi Ming và cộng sự [10, 11]. 

2.2. Xác định các gene KNOX ở cây dứa 

Các trình tự protein KNOX của cây lúa lấy từ Xiong và 

cộng sự [15] được dùng làm khuôn dò, chương trình 
TBLASTN được sử dụng để tìm kiếm các gene tương đồng 

trên toàn hệ gene của cây dứa. 

2.3. Xây dựng cây phả hệ 

Trình tự protein suy diễn KNOX của cây dứa, cây lúa 

và A. thaliana đường được sắp dãy bằng MAFFT [7], cây 

phả hệ được xây dựng nhờ phần mềm MEGA7 [8]. 

2.4. Phân tích tin sinh học các gene KNOX của cây dứa 

Các đặc điểm vật lý, hóa học của các gene/protein 

nghiên cứu được khảo sát nhờ các công cụ ExPASy 

ProtParam (Expert Protein Analysis System) [4]. Vị trí khu 

trú dưới tế bào được phân tích nhờ ProtComp 9.0 

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=protcomp

pl&group=help&subg roup=proloc). Chức năng của các 

gene được phân tích nhờ công cụ agriGO 

(http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO) [13]. 

http://www.phytozome.net/
http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO
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2.5. Phân tích sự biểu hiện gene 

Sự biểu hiện của các gene được xác định qua phân tích 

dữ liệu RNA-seq đã được đặt trên ngân hàng Sequence 

read archive (SRA) (SRX1465561, SRX1465570, 

SRX1465592, SRX1465595, SRX1465596, 

SRX1465597, SRX1465632, SRX1465633, 

SRX1465636) của cây dứa, được lấy từ Ming và cộng sự 

[10]. Giá trị biểu hiện gene được tính bằng log10(RPKM), 

RPKM = Reads per kilo base per million mapped reads 

(Số bản mã phiên (ARN)/(chiều dài đoạn gene mã 

hóa/1.000 nucleotide x tổng số mã phiên/1.000.000). 

3. Kết quả nghiên cứu và bàn luận 

3.1. Xác định họ gene KNOX ở cây dứa 

Khi sử dụng các protein KNOX của cây lúa làm khuôn 

dò để chạy chương trình TBLASTN trên hệ gene của cây 

dứa, tác giả đã xác định được tổng số 10 gene có thể mã hóa 

cho các KNOX (Bảng 1). Kiểm tra Pfam [3] các protein suy 

diễn chỉ ra chúng có chứa các vùng bảo thủ KNOX1 

(PF03790) và KNOX2 (PF03791), Homeodomain 

(Homeobox_KN, PF05920) và ELK (PF03789). Khi so với 

một số loài cây khác, dứa có số lượng gene KNOX tương 
đương với các cây hai lá mầm thân gỗ như cây quýt đường 

[2], cây đào [6] nhưng ít hơn so với các cây một lá mầm như 
cây lúa (13 gene) và cây ngô (12 gene) [6]. 

Bảng 1. Các trình tự KNOX ở cây dứa 

Gene Phân nhóm Tên locus GS (bp) PL (aa) MW (kD) pI GRAVY NST I SCL 

AcKNAT1 I Aco015871 7834 330 37,55 6,54 -0,74 1 4 N 

AcKNAT2 I Aco015873 7486 409 45,14 6,30 -0,75 1 4 N 

AcKNAT3 II Aco016892 9254 323 35,83 5,85 -0,73 2 4 N 

AcKNAT4 I Aco002548 7080 315 34,92 5,55 -0,66 4 4 N 

AcKNAT5 I Aco012803 10294 327 36,66 5,07 -0,69 5 4 N 

AcKNAT6 I Aco004983 5982 391 43,46 6,24 -0,73 7 4 N 

AcKNAT7 II Aco016636 3473 304 33,84 5,96 -0,53 8 4 N 

AcKNAT8 II Aco006448 5246 437 46,37 5,69 -0,50 14 4 N 

AcKNAT9 II Aco008183 4196 342 36,88 5,26 -0,57 19 5 N 

AcKNAT10 II Aco028389 7430 335 37,55 5,29 -0,77 2079* 5 N 

Chú thích: GS = Kích thước gen, PL = Chiều dài phân tử protein, MW = Khối lượng phân tử protein, pI = Điểm đẳng điện, 

NST = Nhiễm sắc thể, I = Số lượng intron, SCL = Khu trú dưới tế bào, N = Nhân tế bào * scaffold_2079: chưa được lắp ráp 

vào nhiễm sắc thể nào 

3.2. Phân tích đặc điểm và cây phả hệ của các KNOX ở 

cây dứa 

Các gene KNOX của cây dứa có độ dài trình tự 

nucleotide khác nhau, gene dài nhất (AcKNAT5) chứa tới 

10.294 nucleotide, trong khi gene ngắn nhất (AcKNAT7) 

chỉ có có 3.473 nucleotide. Các gene này mã hóa cho các 

protein có độ dài từ 304 tới 437 amino acid, khối lượng 

phân tử của các protein suy diễn nằm trong khoảng 38,84 

kDa tới 46,37 kDa. Các protein suy diễn có tính axit yếu 

hoặc trung tính, giá trị điểm đẳng điện (pI) lý thuyết của 

các KNAT ở cây dứa khá tương đồng, dao động từ 5,07 

tới 6,54 (Bảng 1). Các đặc điểm này khá tương đồng với 

đặc điểm của các KNOX của cây quýt đường [2] và cây 

đậu cove [1]. 

Trình tự protein suy diễn của các KNOX của cây dứa 

được dóng hàng cùng với các trình tự tương đồng ở cây A. 

thaliana và cây lúa nhờ phần mềm MAFFT 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) được sử dụng để 

tạo cây phả hệ (Hình 1). Cây phả hệ gồm có ba nhánh, trong 

đó, AtKNATM tạo thành một nhánh riêng, hai nhánh có 

đại diện của các KNOX ở cả ba loài. Phân tích cây phả hệ 

cho phép phân chia các KNOX của cây dứa thành hai phân 

nhóm. Phân nhóm I gồm có AcKNAT1, AcKNAT2, 

AcKNAT4, AcKNAT5 và AcKNAT6, các protein này 

nằm cùng nhánh với AtSTM, AtKNAT1, AtKNAT2 và 

AtKNAT6 của cây A. thaliana. Phân nhóm 2 gồm năm 
protein còn lại, chúng nằm cùng nhánh với AtKNAT3, 

AtKNAT4, AtKNAT5 và AtKNAT7. 

 

Hình 1. Cây phả hệ được thiết lập từ các KNOX ở ba loài A. 

thaliana (At), lúa (Os) và dứa (Ac) nhờ phần mềm MEGA7 [8]. 

Giá trị boottraps được thể hiện ở gốc của nhánh. Tỉ lệ xích thể 

hiện xác suất amino acid bị biến đổi tại từng vị trí 

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
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Quan sát cây phả hệ cũng cho thấy có thể có hai sự kiện 

nhân gene trên quy mô hệ gene xảy ra với phân nhóm 2 của 

họ KNOX ở cây dứa. Sự kiện nhân gene thứ nhất hình 

thành nên hai cặp gene paralog AcKNAT3 (nằm trên nhiễm 

sắc thể số 2) và AcKNAT9 (nằm trên nhiễm sắc thể số 19). 

Trong khi đó, hai gene AcKNAT8 (nằm trên nhiễm sắc thể 

số 14) và gene AcKNAT10 (nằm trên scaffold_2079) có thể 

là kết quả của sự kiện nhân gene thứ hai. Tuy nhiên, trường 

hợp cặp gene AcKNAT8 và AcKNAT10 còn cần được kiểm 

tra đối với các phiên bản hệ gene cây dứa sau, khắc phục 

được những lỗi ghép nối hệ gene hiện nay vì scaffold_2079 

chỉ có kích thước 16.983 nucleotide và chưa được ghép vào 

nhiễm sắc thể nào của cây dứa. 

Các vùng bảo tồn của protein suy diễn họ KNOX của 

cây dứa được phân tích bằng chương trình MEME, kết quả 

cho thấy tất cả các KNOX của cây dứa đều mang 4 vùng 

bảo tồn: KNOX1, KNOX2, HOMEODOMAIN và ELK 

(Hình 2). Các motif bảo tồn của các vùng KNOX1, 

KNOX2, HOMEODOMAIN và ELK của các protein 

KNOX cũng đã được chỉ ra trong Hình 2. 

 

Hình 2. Các vùng bảo tồn trong phân tử protein KNOX của cây dứa, (A) vị trí tương đối các vùng bảo tồn, (B) motif vùng bảo tồn 

KNOX1, (C) motif vùng bảo tồn KNOX2, (D) motif vùng bảo tồn Homeodomain và (E) motif vùng bảo tồn ELK 

3.3. Vị trí khu trú dưới tế bào và phân tích chức năng của 

các gene 

Sử dụng công cụ ProtComp 9.0 để dự đoán vị trí khu trú 

lý thuyết của các protein KNOX của cây dứa, kết quả phân 

tích cho thấy tất cả các protein này đều có vị trí khu trú trong 

nhân tế bào. Kết quả này cũng phù hợp với kết quả phân tích 

các KNOX của cây lúa và cây dương [15], đồng thời cũng phù 
hợp với các nghiên cứu trước đây chứng minh vai trò tác nhân 

điều hòa phiên mã của các KNOX [6]. 

Chức năng các KNOX của cây dứa được dự đoán nhờ 

phân tích ý nghĩa của gene (Gene Ontology) với công cụ 

agriGO v2.0 [13] (Hình 3). 

 

Hình 3. Phân tích chức năng (GO) của các gene KNOX của cây dứa 

Kết quả phân tích cho thấy cả 10 gene KNOX của cây dứa 

đều có chức năng trong các quá trình sinh học khác nhau như 
các quá trình trao đổi chất, các quá trình tế bào, điều hòa sinh 

học và điều hòa các quá trình sinh học. Cụ thể, cả 10 KNOX 

của cây dứa tham gia vào các quá trình trao đổi các hợp chất 

hữu cơ, các chất sơ cấp, các quá trình sinh tổng hợp, các hợp 

chất chứa nitơ và các quá trình trao đổi chất tế bào (cấp độ 4). 

Đặc biệt, các KNOX của cây dứa thể hiện chức năng điều hòa 

sinh học thông qua điều hòa các quá trình trao đổi chất và các 

quá trình tế bào ở cấp độ tin cậy cao (cấp độ 9). Kết quả nghiên 

cứu này khẳng định kết quả nghiên cứu về chức năng của các 

KNOX ở thực vật [15]. 

3.4. Phân tích sự biểu hiện gene 

Sự biểu hiện gene KNOX của cây dứa được phân tích 

thông qua dữ liệu RNA-seq đã được đặt trên hệ dữ liệu 

SRA của cây dứa với các mô rễ, lá, hoa và quả ở các giai 

đoạn phát triển khác nhau (Hình 4). Tất cả các gene KNOX 

của cây dứa đều biểu hiện ở tất cả các mô phân tích trong 

ngân hàng dữ liệu SRA được xây dựng bởi Ming và cộng 

sự [10]. Đáng chú ý, khi so sánh sự biểu hiện của cùng gene 

trong các loại mô khác nhau, có tới 6/10 gene biểu hiện 
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thấp nhất ở hoa, hai gene biểu hiện thấp nhất ở rễ 

(AcKNAT2 và AcKNAT3), hai gene biểu hiện thấp nhất ở 

quả giai đoạn S1 (AcKNAT8 và AcKNAT10). Chỉ duy nhất 

gene AcKNAT3 biểu hiện mạnh nhất ở hoa trong số các mô 

được phân tích, các gene còn lại biểu hiện mạnh nhất ở quả 

(một trong các giai đoạn phát triển). Lần đầu tiên sự biểu 

hiện của các gene KNOX ở quả được báo cáo khi phân tích 

dữ liệu RNA-seq. Trong những nghiên cứu trước đây, sự 

biểu hiện của các gene KNOX được phân tích chủ yếu ở 

đỉnh sinh trưởng như ở A. thaliana [5], ở cây đậu cove [1], 

cây quýt đường [2]. Gần đây, sự biểu hiện của các gene 

KNOX ở các mô sinh sản như hoa cũng đã được xác định 

như ở cây đậu cove [1], cây lúa [15]. Sự biểu hiện của các 

gene KNOX ở tất cả các mô nghiên cứu của cây dứa gợi ý rằng 

các gene này có vai trò trong sự phát triển của cây dứa ở các 

giai đoạn phát triển khác nhau. 

 

Hình 4. Sự biểu hiện của các gene KNOX trong các cơ quan 

của cây dứa (đơn vị tính log10 (RPKM), Số bản mã phiên 

(ARN)/(chiều dài đoạn mã hóa/1.000 nucleotide *  

tổng số mã phiên/1.000.000) 

Chú thích: R = Rễ; L = Lá; F = Hoa; S1, S2, S3, S4, S5 và 

S7 = Quả ở các giai đoạn 1, 2, 3, 4, 5 và 7. 

4. Kết luận 

Họ gene KNOX ở cây dứa đã được xác định và phân 

tích bằng phương pháp tin sinh học. Trong bộ gene của cây 

dứa có tổng số 10 gene mã hóa KNOX được xác định. Cấu 

trúc gene và các đặc điểm của các protein KNOX cũng 
được phân tích. Dựa trên cây phả hệ, có thể phân loại các 

gene KNOX của cây dứa thành hai phân nhóm I và II. Phân 

tích Gene Ontology cho thấy các KNOX của cây dứa có 

vai trò đa dạng, nhất là chức năng điều hòa sinh học. Sự 

biểu hiện gene của các gene KNOX ở rễ, lá, hoa và quả dứa 

ở các giai đoạn khác nhau đã được phân tích nhờ hệ dữ liệu 

RNA-seq đặt trên hệ dữ liệu SRA vốn được xây dựng bởi 

Ming và cộng sự. (2015). Tất cả các gene KNOX của cây 

dứa đều biểu hiện ở trong các mô nghiên cứu, tuy nhiên với 

mức độ khác nhau tùy gene và tùy mô. Kết quả này có ý 

nghĩa lớn, mở đường cho việc tách dòng gene và phân tích 

chức năng của các gene trong họ KNOX ở các cây mọng 

nước một lá mầm khác. 

Lời cảm ơn: Công trình này được hoàn thành với sự hỗ trợ 

kinh phí từ chương trình nghiên cứu khoa học cơ bản của 

Trường Đại học Hùng Vương. 
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