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pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในประเทศไทย
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ABSTRACT

Bacterial blight disease (BB) caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) is 
one of the most serious diseases of rice production worldwide. The virulence of disease 
can cause severe yield losses as high as 50 percent. Xoo is genetically diverse and some 
strains can destroy more than 10 rice resistance genes. Xoo genome analysis can provide 
comparative information on genetic relationships and population structure. In this study, fifty 
strains of Xoo collected from 14 provinces in Thailand during 2008 to 2018 were subjected 
to whole-genome sequencing by using Illumina HiSeq platform. The obtained sequence reads 
were assembled, mapped, and compared to the genomes of Xoo reference strains including 
KACC10331, ITCCBB0002, PXO99A and SK2-3 strains from Korea, India, Philippines and 
Thailand, respectively. The draft genomes of the 50 strains of Xoo in Thailand contained 
4,219,315-4,366,829 basepairs which consisted of 3,787-3,945 coding regions of gene (CDS). 
We identified 30,140 single nucleotide polymorphisms (SNPs) and 3,156 insertion-deletion 
(indels). The analysis of Xoo population structure and genetic correlations using the 21,181 
SNP positions based on principal component analysis and neighbor-joining clustering  
revealed that most of Thai Xoo populations were genetically distinct from reference strains. 
However, xa5-breaking strains from Sukhothai province and 12 strains from Chiang Rai were 
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genetically related to the Indian strain (ITC-
CBB0002). Furthermore, the highly genetic 
diversity within the Thai Xoo population was 
found. Thai Xoo strains in this study were 
divided into 8 subgroups, in relation to the 
geography for 5 subgroups, and 39 percent 
of all Thai strains were in subgroup 1. Based 
on population genomics, we found that there 
was a general correspondence between the 
areas of Xoo isolated and genomic structure.  
This suggests that the geographical factors  
as affected by climate, soil types, may  
influence on the diversity of Xoo.  
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บทคัดย่อ
โรคขอบใบแห้งของข้าว (bacterial blight 

of rice) เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae (Xoo) เป็นโรคส�ำคัญที่พบ
ระบาดในแหล่งปลูกข้าวทั่วโลก เชื้อ Xoo มี
ความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยบางสาย
พันธุ์เข้าท�ำลายข้าวที่มียีนต้านทานได้มากกว่า 
10 ยีน การวิเคราะห์จีโนมเชื้อ Xoo ท�ำให้ทราบ
ความสัมพันธ ์ทางพันธุกรรมและโครงสร ้าง
ประชากรของเชื้อ งานวิจัยนี้จึงได้วิเคราะห์ข้อมูล
จีโนมและศึกษาโครงสร้างประชากรเชื้อ Xoo  
จ�ำนวน 50 สายพันธุ์ ที่แยกได้จากพื้นที่ปลูกข้าว  
14 จังหวัดในประเทศไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2551  
ถึง พ.ศ. 2561 น�ำมาวิเคราะห์ข้อมูลจีโนมด้วย  
Illumina HiSeq platform จัดสร้างแผนที ่
จีโนมโดยเปรียบเทียบกับข้อมูลจีโนมเชื้อ Xoo  
ทีเ่คยมีรายงานไว้บนฐานข้อมูล NCBI ได้แก่ สาย
พนัธุ ์KACC10331 ITCCBB0002 PXO99A และ 
SK2-3 จากประเทศเกาหลี อินเดีย ฟิลิปปินส์ 

และประเทศไทย ตามล�ำดับ ผลการศึกษาพบว่า  
เชื้อ Xoo 50 สายพันธุ์ของไทย มีขนาดจีโนมอยู่
ระหว่าง 4,219,315-4,366,829 คูเ่บส ประกอบด้วย
ส่วนทีน่่าจะเป็นยีน จ�ำนวน 3,787-3,945 ต�ำแหน่ง 
มีต�ำแหน่ง single nucleotide polymorphisms  
(SNP) จ�ำนวน 30,140 ต�ำแหน่ง และ insertion 
deletion (Indel) จ�ำนวน 3,156 ต�ำแหน่ง  
ผลวเิคราะห์โครงสร้างประชากรและความสมัพนัธ์
ทางพนัธกุรรมของเชือ้ จากต�ำแหน่ง SNP จ�ำนวน 
21,181 ต�ำแหน่ง ด้วยวิธี principal component 
analysis และ neighbor-joining clustering พบว่า  
ประชากรเชื้อ Xoo ของไทยส่วนใหญ่มีความ 
แตกต่างทางพนัธุกรรมกับสายพันธุเ์ชือ้อ้างองิจาก
ต่างประเทศอย่างชดัเจน อย่างไรกต็าม พบว่า สาย
พันธุ์เชื้อที่เข้าท�ำลายยีนต้านทานโรค xa5 จาก  
จ. สุโขทัย และเชื้อ 12 สายพันธุ์จาก จ. เชียงราย  
มีความสมัพันธ์ทางพันธกุรรมทีใ่กล้ชดิกบัสายพนัธุ ์
ITCCBB0002 จากอินเดีย นอกจากนี้ ยังพบว่า  
ประชากรเชื้อของไทยมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง สามารถแบ่งเชื้อได้ 8 กลุ่มย่อย 
โดยเชื้อจ�ำนวน 5 กลุ่มย่อย มีความสัมพันธ์กับ
พ้ืนทีท่ีแ่ยกเชือ้ได้ ซ่ึงประชากรเชือ้ส่วนใหญ่ 39%  
จัดอยู่ในกลุ่มย่อยที่ 1 จากการศึกษาข้อมูลจีโนม
ของเชือ้เพ่ือจดัท�ำโครงสร้างประชากร พบว่า ส่วน
ใหญ่มีความสัมพันธ์โดยตรงกับพ้ืนที่ที่แยกเชื้อได ้ 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าระบบนิเวศที่แตกต่างกันของ
พืน้ทีก่ารเพาะปลกูไม่ว่าจะเป็นสภาพอากาศ ชนดิ
ของดิน ล้วนมีอิทธิพลต่อความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในประชากรของเชื้อ Xoo ของไทย

ค�ำส�ำคัญ: โรคขอบใบแห้ง, Xanthomonas  

oryzae pv. oryzae, การวิเคราะห์จีโนม

บทน�ำ
โรคขอบใบแห้งของข้าว (bacterial 

blight of rice) มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย  
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) เป็นโรคที่ 
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สร ้างความเสียหายต่อผลผลิตข ้าวในหลาย
ประเทศ เชื้อ Xoo สามารถเข้าท�ำลายข้าวได้ทุก
ระยะการเจริญเติบโต โดยเข้าทางบาดแผลหรือ
ช่องเปิดทางธรรมชาติ (Ou, 1985) ปัจจุบันมียีน
ต้านทานต่อโรคขอบใบแห้ง (resistance gene) 
มากกว่า 40 ยีน (Vikal and Bhatia, 2017) แต่
อย่างไรก็ตาม พบว่า เชือ้ Xoo มคีวามหลากหลาย 
ทางพันธุกรรมสามารถปรับตัวให้เข้าท�ำลายข้าว
ที่มียีนต้านทานต่าง ๆ ได้ ซึ่งความผันแปรทาง
พันธุกรรมของเชื้อเกิดจากปัจจัยต่าง ๆ เช่น 
การกลายพันธุ์ (mutation) การรวมกันของยีน  
และการเกดิการแทรกหรอืขาดไปของนวิคลโีอไทด์ 
บางต�ำแหน่ง (insertion-deletion) (Leach 
et al., 1995) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาข้อมูล 
จีโนมของเชื้อ Xoo กว่า 100 สายพันธุ์ในประเทศ
อินเดยีท่ี พบว่า เชือ้สายพันธุใ์หม่ ๆ  ทีเ่กดิขึน้ จะม ี
ความรุนแรงในการก่อโรคเพิ่มข้ึน โดยเชื้อบาง
สายพันธุ์สามารถเข้าท�ำลายข้าวที่มียีนต้านทาน
มากกว่า 10 ยีน เนื่องจากเชื้อมีการปรับตัวและ
มีการกลายของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคและ
ความรุนแรง การเปลี่ยนแปลงความรุนแรงของ
เชือ้ทีร่วดเรว็ส่วนหนึง่อาจมาจากการเลอืกใช้พันธุ์
ข้าวอ่อนแอหลายพันธุ์ซ�้ำกันในพื้นที่เดิม (Midha 
et al., 2017)

ประเทศไทยพบการระบาดของโรคขอบ
ใบแห้งครั้งแรกท่ี จ.ปทุมธานี ในปี พ.ศ. 2506 
(Eamchit and Mew, 1982) และพบระบาด
ต่อเนือ่งในพืน้ทีเ่พาะปลูกข้าวในภาคกลาง ภาคเหนอื 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้ การเข้า
ท�ำลายของเชือ้ท�ำให้ผลผลติข้าวพนัธุอ่์อนแอลดลง 
10-30% (พยอม และธรีดา, 2560) ประเทศไทย
เป็นหนึ่งในศูนย ์กลางความหลากหลายของ
พันธุกรรมข้าว และท�ำให้เกิดความหลากหลาย
ของประชากรเชื้อ Xoo จากการศึกษาความ
หลากหลายของประชากรด้วยเทคนิค amplified  
fragment length polymorphism (AFLP) และ 

repetitive sequence-based polymerase chain 
reaction (rep-PCR) พบว่า ประชากรเชือ้ Xoo 
ในภาคเหนอื และภาคกลางตอนบนมคีวามหลาก
หลายทางพนัธกุรรมสงู นอกจากนัน้ ยงัมรีายงานว่า  
พบเชื้อ pathotype ใหม่ ๆ ที่ไม่เคยมีรายงาน 
มาก่อน (ปรศินา และคณะ, 2558) ด้วยเทคโนโลยี
การศกึษาจโีนมของสิง่มีชวีติมีประสทิธภิาพสงูและ
ราคาถกูลงอย่างมากเม่ือเทยีบกบัเทคโนโลยอีืน่ ๆ 
ดังนัน้ การศกึษาพนัธกุรรมของ Xoo ในปัจจบุนั
จงึมกีารศกึษาจโีนมของเชือ้ Xoo สายพนัธุต่์าง ๆ 
ในหลายประเทศ เช่น เกาหล ี(Lee et al., 2005) 
ฟิลปิปินส์ (Salzberg et al., 2008) สหรัฐอเมริกา 
(Triplett et al., 2011) แอฟรกิา (Huguet-Tapia  
et al., 2016) และอินเดยี (Mondal et al., 2020) 
แต่ในประเทศไทยข้อมลูจโีนมของเช้ือ Xoo มเีพียง
ในรายงานของ Carpenter et al. (2020) ทีศ่กึษา 
จโีนมเชือ้ Xoo สายพนัธุ ์SK2-3 จาก จ. สโุขทยั 
ของประเทศไทย และจโีนมเชือ้ Xoo สายพนัธุ ์IX-280  
จากประเทศอนิเดียด้วยเทคนคิ single-molecular 
real-time; SMRT เทยีบกบัเชือ้ Xoo 100 สายพนัธุ ์ 
พบว่า เชื้อ SK2-3 และ IX-280 มีความ 
สมัพนัธ์ใกล้ชดิกนั นอกจากนี ้ยงัพบว่า เชือ้ Xoo 
ทั้งสองสายพันธุ์นี้สามารถเข้าท�ำลายยีนต้านทาน
โรคขอบใบแห้ง xa5 และมีโปรตนีก่อโรค pthXo1 
ซ่ึงมีปฏสัิมพันธ์กบัยนี OsSWEET11 ของข้าว ทีท่�ำ
หน้าทีใ่นการขนส่งน�ำ้ตาลซโูครสไปยงัท่อล�ำเลยีงน�ำ้ 
ซึง่ช่วยในการแพร่กระจายของเชือ้ Xoo และน�ำไป
สูก่ารพฒันาอาการของโรค นอกจากนัน้ เชือ้ Xoo  
สายพันธุ ์SK2-3 อาจมีต้นก�ำเนดิมาจากเชือ้ Xoo 
ในประเทศอนิเดยี การศกึษานี ้จงึมวีตัถปุระสงค์เพือ่ 
วเิคราะห์จโีนมประชากรเชือ้ Xoo ทีพ่บระบาดใน
ประเทศไทย โดยข้อมูลนีส้ามารถน�ำไปเปรยีบเทยีบ
กบัจโีนมของเชือ้ Xoo ทีพ่บในต่างประเทศ และ
น�ำมาศึกษาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของโครงสร้าง
ประชากรกับพันธุกรรมของเชื้อ นิเวศการปลูก  
พนัธุข้์าว และการจดัจ�ำแนก race
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อุปกรณ์และวิธีการ
แหล่งที่มาของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่ใช้

ในการศึกษา
รวบรวมเชื้อ Xoo จ�ำนวน 50 สายพันธุ์ 

และมีการจัดจ�ำแนก race โดยอาศัยปฏิกิริยาการ
เกิดโรคในข้าวพันธุ์ต้านทานที่มียีนต้านทานเดี่ยว
ที่เคยมีการศึกษามาก่อนในช่วงปี พ.ศ. 2551 ถึง 
พ.ศ. 2561 (ปริศนา และคณะ, 2558; จารุวี และ
คณะ, 2562; ไพเราะ และคณะ, 2562) จากพื้นที่
ปลกูข้าว จ�ำนวน 14 จงัหวดัของประเทศไทย ได้แก่ 
เชียงราย เชียงใหม่ สุโขทัย ร้อยเอ็ด มหาสารคาม 
บุรีรัมย์ อุทัยธานี นครนายก สุพรรณบุรี ชัยนาท 
ราชบุรี นนทบุรี ปราจีนบุรี และนครศรีธรรมราช 
น�ำเช้ือ Xoo ทัง้ 50 สายพนัธุท์ีเ่กบ็รกัษาในกลเีซอรอล 
ความเข้มข้น 20% ที่อุณหภูมิ -80 ํซ มาเลี้ยงบน
อาหารเลีย้งเชือ้ nutrient agar (NA) บ่มทีอ่ณุหภมิู 
30 ํซ เป็นเวลา 48 ชม. 

การสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ
น�ำเช้ือ Xoo ท่ีบรสุิทธิ ์จ�ำนวน 50 สายพนัธุ์  

สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส�ำเร็จรูป  
Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit (Gneaid,  
Taiwan) ตามวิธีการของบริษัท ตรวจสอบ
ปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  
spectrophotometer ด้วยเครือ่ง nanodrop8000  
(thermo scient i f ic , USA) และเทคนิค 
agarose gel e lectrophoresis โดยใช ้  
agarose gel ความเข้มข้น 0.8% ใช้กระแสไฟ  
100 โวลต์ นาน 20 นาที ส่งดีเอ็นเอของเชื้อ 
Xoo ไปที่บริษัท Vishuo Biomedical (Thailand)  
Ltd. และบริษัท Novogene Leading Edge 
Genomic Service & Solution (ประเทศ 
สาธารณรฐัประชาชนจนี) เพือ่หาล�ำดบันวิคลโีอไทด์ 
ทั้งจีโนมด้วยแพลทฟอร์มของ Illumina HiSeq 
platform

การประกอบจโีนมและการสร้างแผนทีจ่โีนมของ

เชื้อ X. oryzae pv. oryzae
ตรวจสอบคุณภาพล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 

ของดีเอ็นเอท่อนขนาดประมาณ 150-200 เบส  
(sequence reads)  ทีไ่ด้มาด้วยโปรแกรม FastQC 
0.11.5 (Schmieder and Edwards, 2011)  
จากนั้นคัดกรองข้อมูลดีเอ็นเอ ด้วยโปรแกรม  
Trimmomatic 0.39 (Bolger et al., 2014) เลือก
ใช้ข้อมูลของสายดีเอ็นเอที่มีค่า quality score  
ไม่น้อยกว่า 30 (มีความแม่นย�ำ 99.9%) มาต่อกนั
เป็นดเีอน็เอสายยาวทีม่คีณุภาพดด้ีวยวธิ ีDe novo 
assembly ด้วยโปรแกรม Unicycler 0.4.8-beta 
(Wick et al., 2017) ประเมินคุณภาพข้อมูลจีโนม 
ด้วยโปรแกรม assemblathon2 (Bradnam et al., 2013)  
ระบุยีน (annotation) ด้วยโปรแกรม Prokka 
1.14.6 (Seemann, 2014) 

สร้างแผนที่จีโนม (mapping genome) 
ของเชื้อ Xoo ในประเทศไทยที่น�ำมาศึกษา โดย
ใช้แผนที่จีโนมของเชื้อ Xoo สายพันธุ์ SK2-3  
(GenBank accession NZ_CP019515) จากไทย  
(Carpenter et al., 2020) เป็นสายพันธุ์อ้างอิง 
ด้วยโปรแกรม Burrows-Wheeler Aligner 
(BWA-MEM) (Li and Durbin, 2009) และจดัท�ำ  
alignment เพื่อเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์  
ของเชือ้ Xoo ทัง้ 50 สายพันธุก์บัจโีนมของเชือ้ Xoo 
สายพนัธุ ์SK2-3 จากไทย (Carpenter et al., 2020)  
KACC10331 จากเกาหลี (Lee et al., 2005) 
ITCCBB0002 จากอนิเดีย (Mondal et al., 2020) 
และ PXO99A จากฟิลปิปินส์ (Salzberg et al., 2008)

การวิเคราะห์ต�ำแหน่ง Single nucleotide 

polymorphisms (SNP) และ Insertion- 

deletion (Indel)
วิเคราะห์หาต�ำแหน่ง SNP และ Indel 

ด้วยโปรแกรม Genome Analysis Toolkit (GATK) 
4.1.2.0 ก�ำหนดค่าพารามิเตอร์ตามค่าเริ่มต้น  
(default parameter) (McKenna et al., 2010)
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การศึกษาโครงสร้างประชากรและความสมัพันธ์

ทางพันธุกรรมของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae
คัดเ ลือก SNP ในจี โนมเ ช้ือ Xoo 

ท่ีไม่มี missing data ด้วยโปรแกรม VCF 
tools (Danecek et al., 2011) เพื่อน�ำมา
ศึกษาความสัมพันธ ์ของประชากรเช้ือ Xoo 
ด้วยการวิเคราะห์แบบ neighbor joining  
(NJ) โดยใช้โปรแกรม Tassel 5.0 (Bradbury  
et al., 2007) ประเมินโครงสร้างทางพันธุกรรม
ด้วยโปรแกรม STRUCTURE 2.3.4 ก�ำหนด
จ�ำนวนกลุ่มประชากรที่เป็นไปได้ ในช่วง 1-10 
ก�ำหนดค่า Markov Chain Monte Carlo  
(MCMC) และ length of burn-in period 
ที่ 10,000 รอบ โดยใช้ admixture model  
(Pritchard et al., 2000) หลังจากนั้นน�ำข้อมูล
ที่ ได ้ไปหาค่า K ที่ เหมาะสมด้วยโปรแกรม  
STRUCTURE HARVESTER 0.6.94 (Earl, 
2012) สร้างกราฟด้วยโปรแกรม StructuRly  
0.1.0 (Criscuolo and Angelini, 2020) 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกลุ่ม
ประชากร (principal component analysis; 
PCA) ด้วยโปรแกรม R studio โดยใช้แพ็กเกจ  
ggplot2 ก�ำหนดค่าพารามเิตอร์เริม่ต้นตามแพก็เกจ  
(Wickham, 2011) 

ผลการทดลองและวิจารณ์
แหล่งที่มาของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ที่ใช้

ในการศึกษา
แหล่งที่มาของเชื้อ Xoo 50 สายพันธุ์

ซึ่งเป็นตัวแทนของเชื้อ จ�ำนวน 33 race โดย
จัดจ�ำแนกจากรูปแบบปฏิกิริยาการเกิดโรคบนชุด 
ข้าวพนัธุต้์านทานทีค่ดัเลอืกมาศกึษาครัง้นี ้มาจาก
จ.เชียงรายมากที่สุด จ�ำนวน 16 race  เนื่องจาก
เชื้อใน จ.เชียงราย ท่ีน�ำมาศึกษาแยกได้จาก
ข้าวหลายพันธุ์ ได้แก่ ขาวดอกมะลิ 105, กข6, 
กข10, กข15, สันป่าตอง, ปทุมธานี, IRBB5 และ 
PYBB36 และปลูกนิเวศท่ีแตกต่างกัน ท�ำให้มี

ความหลากหลายของประชากรเชื้อสูง รองลงมา 
คือ จ.สุพรรณบุรี จ�ำนวน 8 race และจ. บุรีรัมย์ 
จ�ำนวน 4 race   และประสิทธิภาพของยีนต้าน 
xa5 เป็นยีนที่มีความต้านทานแบบกว้างต่อกลุ่ม
ประชากรเชือ้ Xoo ส่วนใหญ่ทีน่�ำมาศกึษาคิดเป็น  
68% รองลงมา ได้แก่ Xa7 (44%) xa13 (34%) 
และ Xa21 (32%) โดยข้าวที่มียีนต้านทาน 
Xa1 เป็นข้าวที่อ่อนแอต่อการเข้าท�ำลายของเชื้อ 
Xoo เกือบทุกสายพันธุ์ ยกเว้น 61XOSPSJ1-7  
(Figure 1) 

Figure 1 Information of Xanthomonas oryzae pv.  
oryzae 50 strains using for whole- 
genome sequence. (A) Number of Xoo 
strains and number of races found in each 
province. (B) Effectiveness of Xa genes 
against Xoo strains

A

B
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การประกอบจโีนมและการสร้างแผนทีจ่โีนมของ

เชื้อ X. oryzae pv. oryzae
จากการวิเคราะห์ข้อมูล พบว่า เชื้อ Xoo 

50 สายพันธุ์ ที่ท�ำการศึกษาจีโนมด้วย Illumina 
Hiseq platform เปรียบเทียบกับข้อมูลจีโนมของ
เชื้อ Xoo จากประเทศอินเดีย (ITCCBB0002) 
เกาหลี (KACC10331) ฟิลิปปินส์ (PXO99A) 
และไทย (SK2-3) ทีศ่กึษาด้วย PacBio platform  
พบว่า เชื้อ Xoo 50 สายพันธุ ์ของไทยมีค่า  
GC-content เฉลี่ยอยู่ที่ 63.98% ใกล้เคียงกับ
เชื้อ Xoo สายพันธุ์ต่างประเทศทั้ง 3 สายพันธุ์ 
ท่ีมี GC-content เฉล่ีย 63.71% นอกจากนี ้ยงัพบว่า  
จีโนมเชื้อ Xoo ของไทย มีขนาดของจีโนม 
อยูใ่นช่วง 4,219,315-4,366,829 คูเ่บส การท�ำนาย
และการค้นหายีนของเชื้อทั้ง 50 ตัวอย่าง พบว่า 
จ�ำนวนยนีท้ังหมดอยู่ระหว่าง 3,787-3,945 ยนี ใน
จ�ำนวนนี้ พบว่า มียีนที่จะแปลรหัสไปเป็นโปรตีน
อยูร่ะหว่าง 3,734-3,890 ยนี (Table 1) ในขณะที่
เชือ้ Xoo สายพนัธุ ์ITCCBB0002  KACC10331  
PXO99A และ SK2-3 มีขนาดจีโนม 4,731,568, 
4,941,439, 5,240,075 และ 4,934,446 คู่เบส  
มีจ�ำนวนยีน 4,505, 4,300, 5,048 และ 4,926 ยีน  
ตามล�ำดับ (Table 1) และดังตัวอย่างที่แสดง
แผนท่ีจีโนมของเชื้อ Xoo สายพันธุ์ 60XOCR-
PA27-8 (Figure 2)

ผลจากการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด ์
ของจีโนมเชื้อ Xoo 50 สายพันธุ์กับเชื้อ Xoo สาย
พันธุ์ ITCCBB0002 KACC10331 PXO99A  
และ SK2-3 พบว่า เชื้อทั้ง 50 สายพันธุ์และเชื้อ 
Xoo สายพันธุ์ต่างประเทศมีค่า mapping อยู่
ระหว่าง 93.57% ถึง 99.92% ในขณะที่เชื้อ Xoo 
จากเกาหลี อินเดีย และฟิลิปปินส์ มีค่า mapping 
อยู่ที่ 97.89%, 98.18% และ 97.26% ตามล�ำดับ 
ข้อมูลจากการสร้างแผนที่จีโนมจะถูกน�ำไปหา
ต�ำแหน่ง single nucleotide polymorphisms 
และ insertion-deletion เพ่ือศึกษาโครงสร้าง
ประชากรและจัดกลุ ่มประชากรเชื้อ Xoo ใน

ประเทศไทยต่อไป นอกจากนี้ ยังพบว่าเชื้อสาย
พันธุ์ SK2-3M  SK2-3F และ SK2-3R ซึ่งเป็น
เชื้อสายพันธุ์เดียวกับ SK2-3 (NZ_CP019515) 
ทีไ่ด้จากการคัดเลอืกโคโลนเีด่ียว ๆ  แยกเกบ็รกัษา
หลายซ�ำ้มาวเิคราะห์ด้วย Illumina platform เพือ่
ใช้ศกึษาความผนัแปรภายในสายพนัธุเ์ชือ้ SK2-3 
โดยเก็บรักษารูปแบบต่าง ๆ ในช่วง 10 ปี พบว่า 
ค่า map rate ของเชื้อทั้ง 3 โคลน อยู่ที่ 99.91%, 
99.90% และ 99.92% ตามล�ำดับ ซึ่งไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ (Table 1) จะเห็นได้ว่าโคลน
ต่าง ๆ ของ SK2-3 แม้เก็บรักษากว่า 10 ปี ก็ยัง
ไม่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 

การวิเคราะห์ต�ำแหน่ง Single nucleotide  

polymorphisms และ Insertion-deletion ของ

เชือ้ X. oryzae pv. oryzae
ผลการวิเคราะห์หาต�ำแหน่ง SNP และ Indel 

ของประชากรเช้ือ Xoo ของไทย จ�ำนวน 47 สายพันธุ์ 
(ไม่รวมเชือ้ SK2-3M  SK2-3F และ SK2-3R) และ
เชือ้ Xoo สายพนัธุต่์างประเทศ 3 สายพนัธุ ์ ได้แก่ 
ITCCBB0002  KACC10331 และ PXO99A เปรยีบ
เทยีบกบัเชือ้ SK2-3 (NZ_CP019515) พบต�ำแหน่ง 
SNP ทัง้หมด 30,140 ต�ำแหน่ง และ Indel ทัง้หมด 
3,156 ต�ำแหน่ง โดยแต่ละสายพันธุม์ตี�ำแหน่ง SNP 
อยูร่ะหว่าง 3,660 ถงึ 14,903 ต�ำแหน่ง และ Indel 
อยูร่ะหว่าง 292 ถงึ 1,086 ต�ำแหน่ง จากการศกึษา
ต�ำแหน่ง SNP และ Indel ครัง้นี ้พบว่า เชือ้ ITC-
CBB0002 KACC10331 และ PXO99A มตี�ำแหน่ง 
SNP และ Indel ของประชากรแตกต่างกนัจ�ำนวน 
8,135 ต�ำแหน่ง 8,151 ต�ำแหน่ง และ 8,047 ต�ำแหน่ง 
ตามล�ำดบั (Table 1)

เมือ่เปรยีบเทียบต�ำแหน่ง SNP และ Indel 
ของประชากรเชือ้ Xoo ของไทย จ�ำนวน 47 สายพันธุ์
กบัเชือ้ Xoo สายพนัธุ ์ SK2-3 (NZ_CP019515)  
พบว่า ความแตกต่างทางพันธุกรรมสูงสุดในเชื้อ 
XONS5-1 (Race 50) ซึง่เป็นเชือ้ทีแ่ยกได้จากข้าวเลบ็นก 
ใน จ.นครศรีธรรมราช พบจ�ำนวน SNP 14,903 
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Figure 2 Circular representation of the Xanthomonas oryzae pv. oryzae genome strain 60XOCRPA27-8 

generated by the CGView server. From outside to inside: rings 1 and 2 demonstrate coding DNA sequence 

(CDS) on both forward and reverse strand (Blue), ring 3 represents the GC content plot (Black), and ring 

4 represents both positive and negative GC skew (Green and purple)

ต�ำแหน่ง และ Indel จ�ำนวน 1,053 ต�ำแหน่ง ใน
ขณะท่ีเชือ้ Xoo จาก จ.เชียงราย 3 สายพันธุ ์ได้แก่ 
59XOCRMS9-4  60XOCRPA3-6 และ 59XOCRM-
SO3-1-1 ท่ีเข้าท�ำลายยีน xa5 ได้เช่นเดียวกันกบัเชือ้
สายพันธุ ์SK2-3 (NZ_CP019515) จาก จ.สโุขทยั 
พบต�ำแหน่ง SNP และ Indel น้อยทีส่ดุ อยูท่ีป่ระมาณ 
4,000 ต�ำแหน่ง ซึ่งผลการวิเคราะห์สอดคล้องกับ
การศึกษาของปริศนา (2558) ที่ท�ำการศึกษาความ
แตกต่างทางพันธุกรรมของประชากรเชื้อ Xoo ที่
พบในระดับภูมิภาคด้วยการเปรียบเทียบค่า f PT  
(genetic differentiation) และค่า LinfPT (linearized 
genetic differentiation among population) พบว่า 
ประชากรเชือ้ Xoo จากภาคใต้มคีวามแตกต่างทาง
พนัธกุรรมกบัเชือ้ในภูมิภาคอืน่ ๆ สูงสดุ 

เมือ่ศกึษาความแตกต่างทางพนัธกุรรมของ
ประชากรเช้ือภายใน จ. เชยีงราย จ�ำนวน 17 สายพนัธุ์  
โดยแบ่งเป็นเชือ้ท่ีเข้าท�ำลายข้าวท่ีมียนี xa5 และไม่
ท�ำลายข้าวท่ีมยีีน xa5 พบว่า เชือ้ Xoo สายพนัธุ ์ 
60XOCRMSKDML1 60XOCRCSL5-2 
60XOCRMSRD6-1 60XOCRMSY-1 และ 
59XOCRMS1-9 ใน จ. เชยีงรายท่ีไม่เข้าท�ำลายยนี 

xa5 ม ีSNP และ Indel อยูร่ะหว่าง 4,018 ถงึ 15,595 
ต�ำแหน่ง และเช้ือ Xoo สายพนัธุ ์60XOCRPA3-6  
60XOCRCSL4R1R5-4 60XOCRPAL4R3R7-1 
60XOCRPA19-9  59XOCRCS7-3  59XOCRM-
SO3-1-1 59XOCRMS9-4 59XOCRPA20-10  
60XOCRPA15-5  60XOCRPA25-9  59XOCR-
PA22-1 และ 60XOCRPA27-8 ทีเ่ข้าท�ำลายยนี xa5 
ม ีSNP และ Indel อยูที่ ่3,960 ถงึ 4,227 ต�ำแหน่ง 
ยกเว้นเชื้อ 59XOCRPA20-10 ที่เข้าท�ำลายข้าวมี
ยนี xa5 ม ีSNP และ Indel รวม 15,035 ต�ำแหน่ง 
จะเห็นได้ว่า ประชากรเช้ือ Xoo ใน จ. เชียงรายมี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมสงู โดยพบต�ำแหน่ง 
SNP และ Indel ในช่วงกว้างตั้งแต่ 3,960 ถึง 
15,595 ต�ำแหน่ง ในขณะทีเ่ช้ือจากภาคกลางอสีาน
และภาคตะวนัออก มตี�ำแหน่ง SNP ใกล้เคยีงกนัอยู่
ทีป่ระมาณ 14,000 ต�ำแหน่ง และ Indel ประมาณ 
900 ถงึ 1,000 ต�ำแหน่ง (Table 1) ซึง่สอดคล้องกับ
การศกึษาของรนินภา (2556) ทีว่เิคราะห์ความหลาก
หลายทางพันธุกรรมภายในประชากรเช้ือ Xoo 31 
สายพนัธุ ์ ในพืน้ทีป่ลกูข้าว 21 จงัหวดั ด้วยเทคนคิ 
AFLP และ rep-PCR ด้วยไพรเมอร์ REP และ ERIC  
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พบว่า ประชากรเช้ือในภาคเหนือและภาคกลางตอนบน 
มีความหลากหลายสูง ซึ่งความหลากหลายและ 
การกระจายตวัทีเ่กิดขึน้เป็นผลมาจากการปรับตวัให้
เข้ากบัพชือาศยัและระบบนเิวศเกษตรทีแ่ตกต่างกนั 
(Quibod et al., 2016)

โครงสร้างประชากรเชือ้ X. oryzae pv. oryzae
โครงสร้างประชากรเชือ้ Xoo ทัง้ 50 สายพนัธุ์  

จากต�ำแหน่ง SNP จ�ำนวน 21,181 ต�ำแหน่งที่
ไม่มี missing data ร่วมกับเชื้อที่รายงานจากต่าง
ประเทศ โดยการพิจารณาค่า Delta K ที่สูงสุด  
(Figure 3A) ร่วมกับค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
ที่ต�่ำสุดของการจ�ำลอง (mean of probabilities 
lnP(K)) (Figure 3B) ให้ค่า K=2 พบว่า โครงสร้าง
ประชากรของเชื้อ Xoo แบ่งได้เป็น 2 Cluster  
ซึ่ง Cluster 1 (สีน�้ำเงิน) ประกอบไปด้วยเชื้อ 
Xoo 17 สายพันธุ ์ ที่แยกได ้จากภาคเหนือใน 
จ.เชียงราย จ�ำนวน 13 สายพันธุ์ ภาคกลางตอน
บนใน จ.สุโขทัย จ�ำนวน 4 สายพนัธ์ุ และจดัอยูใ่น  
Cluster เดยีวกับเชือ้ Xoo สายพันธ์ุ ITCCBB0002 
จากอินเดยี และเช้ือ Xoo สายพันธ์ุ PXO99A จาก
ฟิลปิปินส์ ซึง่สอดคล้องกับ Carpenter et al. (2020) 
ทีศ่กึษาจโีนมเชือ้สายพนัธ์ุ SK2-3 ท่ีเข้าท�ำลายข้าวทีม่ี
ยนี xa5 ของไทยกบัเชือ้ Xoo สายพนัธ์ุ IX-280 ของ
อินเดีย พบว่า เชื้อท้ังสองสายพันธุ์มีความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกัน และเชื้อทั้งสองสายพันธุ์
อาจมบีรรพบรุษุร่วมกนั ส่วน Cluster 2 (สเีขยีว)  
ทีป่ระกอบด้วยเชือ้ Xoo ท้ังหมด 34 สายพันธุ ์ โดย
เป็นเชือ้ Xoo จากภาคกลางมากท่ีสุด 17 สายพันธุ์  
ได้แก่ จ. สุพรรณบุรี นนทบุรี ชัยนาท สุโขทัย 
นครนายก อทุยัธาน ี และราชบรุ ี จ�ำนวน 8, 2, 2, 
2, 1, 1 และ 1 สายพันธ์ุ ตามล�ำดบั รองลงมา คอื 
ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนือ จ�ำนวน 7 สายพันธุ ์ได้แก่  
จ. บุรรีมัย์ ร้อยเอด็ และมหาสารคาม จ�ำนวน 4, 2 และ  
1 สายพันธ์ุ ตามล�ำดบั ภาคเหนือ จ�ำนวน 6 สายพันธุ์ 
จ. เชยีงราย 3 สายพนัธ์ุ และเชียงใหม่ 3 สายพันธุ์  
ภาคใต้จาก จ. นครศรีธรรมราช จ�ำนวน 3 สายพันธุ์  

และภาคตะวนัออกจาก จ. ปราจนีบรุ ีจ�ำนวน 1 สายพนัธุ ์ 
และจดัอยูใ่น cluster เดยีวกับเชือ้ Xoo สายพนัธุ์ 
KACC10331 จากเกาหล ี(Figure 3C)

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
วเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมของ

เชือ้โดยใช้ SNP 21,181 ต�ำแหน่ง พบว่า แบ่งเช้ือ 
Xoo ออกได้ 2 กลุ่มใหญ่ (Cluster) และ 10 กลุ่ม
ย่อย (Clade) คือ Cluster 1 ประกอบด้วย กลุ่ม
ย่อย 1-6 ที่มาจากไทย และ Cluster 2 ประกอบ
ด้วย กลุม่ย่อยที ่7-8 ซ่ึงเป็นเชือ้จากเกาหล ีอนิเดยี 
และฟิลิปปินส์ และกลุ่มย่อยที่ 9 เป็นเชื้อ Xoo  
จาก จ.สโุขทยั (SK2-3 ทกุโคลน) และกลุม่ย่อยที ่10  
เป็นเชื้อ Xoo จาก จ. เชียงราย (Figure 4A)  
ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการวิเคราะห์ด้วย  
PCA ซึ่งสามารถแบ่งเชื้อ Xoo ได้เป็น 2 Cluster 
10 Clade เช่นเดียวกัน โดย Cluster 1 ประกอบ
ด้วย กลุ่มย่อย 1-6 และ Cluster 2 ประกอบ
ด้วยกลุ่มย่อย 7-10 (Figure 4B) ข้อมูลจากการ
วเิคราะห์แสดงให้เห็นความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรม
ซึ่งสอดคล้องกับการจัดกลุ่มด้วยวิธี neighbor 
joining และ PCA แต่การวิเคราะห์ด้วย PCA 
จะเห็นได้ชัดเจนว่าเชื้อ Xoo จากต่างประเทศทุก
สายพนัธุแ์ยกออกห่างจากกลุม่ประชากรเชือ้ Xoo 
ของไทยอย่างชัดเจน

เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ภายในประชากร
เชื้อ Xoo ของไทยที่เก็บได้จาก 14 จังหวัด พบว่า  
ประชากรเชื้อ Xoo มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง จากการวิเคราะห์ SNP จ�ำนวน 
21,181 ต�ำแหน่ง สามารถแบ่งเชื้อ Xoo ของไทย
ได้ถึง 8 กลุ่มย่อย และเชื้อที่เก็บได้จากจังหวัด 
เดยีวกนัมคีวามสัมพนัธ์ทางพนัธกุรรมใกล้ชดิกนั ซึ่ง
เห็นได้จากเชื้อในกลุ่มย่อยที่ 2 กลุ่มย่อยที่ 5 กลุ่ม
ย่อยที่ 6 กลุ่มย่อยที่ 9 และกลุ่มย่อยที่ 10 ซึ่งแบ่ง
ตามเชื้อที่มีแหล่งที่มาจาก จ. นครศรีธรรมราช 
ร้อยเอ็ด บุรีรัมย์ สุโขทัย และเชียงราย ตามล�ำดับ  
ขณะที่ใน จ. เชียงรายเชื้อมีความผันแปรทาง
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Figure 3 Population structure of 50 Xoo strains compared with Xoo reference strains KACC10331, ITC-

CBB0002, PXO99A and SK2-3 based on 21,181 SNPs. (A) Delta K graph determined the maximum value 

at K = 2. (B) Mean of probabilities lnP (K) and their standard deviation of posterior probability. (C) Q plot 

clustering of population structure base on K = 2 (sort by Q)
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Figure 4 Cluster analysis of 50 Xoo strains compared with reference Xoo genomes KACC10331, ITC-

CBB0002, PXO99A and SK2-3 base on 21,181 SNPs. (A) Neighbor-joining clustering tree. (B) Principal 

component analysis (PCA) 
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ÊสÃรØุ»ป¼ผÅล¡กÒาÃร·ท∙´ดÅลÍอ§ง 
 ¡กÒาÃรÈศÖึ¡กÉษÒา¨จÕีâโ¹นÁมàเªช×ืé้Íอ Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) 
·ท∙Õีè่àเ»ป�š¹นÊสÒาàเËหµตØุâโÃร¤ค¢ขÍอºบãใºบáแËห�Œ§ง¢ขÍอ§ง¢ข�ŒÒาÇว ¨จíํÒา¹นÇว¹น 50 ÊสÒาÂย¾พÑั¹น¸ธØุ� ·ท∙Õีè่àเ¡กç็ºบÃรÇวºบÃรÇวÁมäไÇว�Œãใ¹นªช�‹Çว§ง»ป�‚ ¾พ.Èศ. 2551 ¶ถÖึ§ง 
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F igure 4 Cluster analysis of 50 Xoo strains compared with reference 
Xoo genomes KACC10331, ITCCBB0002, PXO99A and SK2-3 base on 21,181 
SNPs. (A) Neighbor-joining clustering tree. (B) Principal component 
analysis (PCA)  
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พันธุกรรมสูง สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มย่อย  
โดยส่วนหนึ่งอยู ่ ในกลุ ่มย ่อยที่  10 และอีก
ส่วนหนึ่งอยู ่ในกลุ่มย่อยที่ 1 ยกเว้นสายพันธุ ์
59XOCRPA20-10 ที่อยู่ในกลุ่มย่อยที่ 4 โดย
ในกลุ่มย่อยที่ 10 เชื้อส่วนใหญ่จะสามารถเข้า
ท�ำลายข้าวท่ีมียีนต้านทาน xa5 ยกเว้นสายพันธุ ์
60XOCRCSL5-2 และ 59XOCRMS1-9 และ
ในกลุ่มย่อยที่ 1 เป็นเชื้อที่ไม่เข้าท�ำลายข้าวที่มี
ยีนต้านทาน xa5 ทั้งหมด อย่างไรก็ตาม ยังพบว่า  
มีความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมทีไ่ม่ได้สอดคล้องกับ
แหล่งที่มาของเชื้อในกลุ่มย่อยที่ 1 กลุ่มย่อยที่ 3  
และกลุ่มย่อยท่ี 4 ในขณะท่ีไม่พบความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของสายพันธุ์เชื้อ Xoo กับปีที่เก็บ
เชื้อและพันธุ์ข้าวที่แยกเชื้อได้ (Table 1) ดังนั้น 
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากร
เชื้อ Xoo มีความสัมพันธ์บางส่วนกับแหล่งที่เก็บ
เชื้อเท่านั้น ดังที่เคยรายงานไว้โดย Zheng et al. 
(2020) ที่พบว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของเชื้อ Xoo ในเอเชียมีความสัมพันธ์กับพื้นที่ที่
พบการระบาดและแยกเชื้อ Xoo เนื่องจากปัจจัย
ทางภูมิศาสตร์ที่ได้รับทั้งสภาพอากาศ ชนิดของ
ดิน และการเลือกใช้พันธุ์ข้าวที่แตกต่างกันส่งผล
ให้เชื้อ Xoo เกิดความหลากหลายทางพันธุกรรม
ซึ่งสอดคล้องกับพื้นที่ที่แยกเชื้อได้

จากการศึกษาพันธุกรรมของประชากร
เช้ือ Xoo ส่วนใหญ่พบว่า มีความสัมพันธ์กัน
กับพื้นท่ีท่ีแยกเชื้อได้ อย่างไรก็ตาม ไม่พบความ
สมัพนัธ์ของลกัษณะทางพนัธกุรรมของเชือ้กบัพนัธุ์
ข้าวที่แยกเชื้อได้ หรือปีที่เก็บ ตลอดจนชนิดของ 
race ที่จ�ำแนกได้ ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษา
ของรินนภา (2556) ที่พบว่า พื้นที่ปลูกที่มีระบบ
นิเวศเกษตรต่างกันมีผลต่อความหลากหลายทาง
พันธุกรรม เชื้อที่แยกจากพันธุ์ข้าวชนิดเดียวกัน
แต่ปลูกในพื้นที่ต่างกัน เมื่อจัดกลุ่มด้วยวิธี PCA 
ของเทคนิค AFLP เชื้อเหล่านี้จะถูกจัดอยู่ในกลุ่ม
ที่ต่างกัน

สรุปผลการทดลอง
การศึกษาจีโนมเชื้อ X. oryzae pv. 

oryzae (Xoo) ที่เป็นสาเหตุโรคขอบใบแห้งของ
ข้าว จ�ำนวน 50 สายพันธุ์ ที่เก็บรวบรวมไว้ใน
ช่วงปี พ.ศ. 2551-2561 จากแหล่งปลูกข้าว 
14 จังหวัด ได้แก่ เชียงราย เชียงใหม่ สุโขทัย 
ร้อยเอด็ มหาสารคาม บรุรีมัย์ อทุยัธาน ีนครนายก 
สุพรรณบุรี ชัยนาท ราชบุรี นนทบุรี ปราจีนบุรี 
และนครศรีธรรมราช โดยการศึกษาวิเคราะห์ล�ำ
ดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมด้วย Illumina HiSeq 
platform และน�ำมาเปรียบเทียบกับข้อมูลจีโนม
ของเชื้อ Xoo ที่ศึกษาด้วย PacBio platform 
จากประเทศอินเดีย เกาหลี ฟิลิปปินส์ และ
ไทย ได้แก่ สายพันธุ์ ITCCBB0002 สายพันธุ ์
KACC10331 สายพันธุ์ PXO99A และสายพันธุ์ 
SK2-3 ตามล�ำดับ พบว่า เชื้อ Xoo ของไทย  
มีขนาดจโีนมอยู่ระหว่าง 4,219,315-4,366,829 คู่เบส  
มี GC content อยู่ที่ 63.98% มีจ�ำนวนยีนอยู่
ระหว่าง 3,787-3,945 ยีน มีต�ำแหน่ง SNP อยู่
ระหว่าง 3,660 ถึง 14,903 ต�ำแหน่ง และ Indel 
อยู่ระหว่าง 292 ถึง 1,086 ต�ำแหน่ง โดยพบเชื้อ
สายพันธุ์ XONS5-1 จาก จ. นครศรีธรรมราช 
มีต�ำแหน่ง SNP และ Indel รวมกันมากที่สุด เชื้อ
จาก จ. เชียงรายมีต�ำแหน่ง SNP และ Indel รวม
หลากหลายทีส่ดุ อยูท่ี ่3,960 ถงึ 15,595 ต�ำแหน่ง 
การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมของเช้ือ
จากต�ำแหน่ง SNP จ�ำนวน 21,181 ต�ำแหน่ง พบว่า  
ประชากรเชื้อ Xoo ของไทยส่วนใหญ่มีความ
แตกต่างทางพันธุกรรมกับสายพันธุ์เชื้อของต่าง
ประเทศอย่างชัดเจน และเมื่อน�ำข้อมูล SNP มา
จดักลุม่ พบว่า ประชากรเชือ้ Xoo ของไทยมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูงสามารถแบ่งได้ถึง  
8 กลุม่ย่อย โดยพบความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมของ 
เช้ือกับพื้นที่ที่แยกเชื้อได้ แต่ไม่พบความสัมพันธ์
กับพันธุ์ข้าวที่พบเช้ือเข้าท�ำลาย ปีที่ส�ำรวจ และ
ชนิดของ race
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