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5. บทคัดย่อ 

บทคัดย่อ 
ดินในประเทศไทยส่วนใหญ่ที่มีปริมาณฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมในรูปที่เป็นประโยชน์ต่อพืชต่ า การใช้

ปุ๋ยเคมีฟอสเฟตและโพแทชจึงเป็นสิ่งจ าเป็น เพื่อทดแทนปริมาณฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมในรูปที่เป็นประโยชน์
ต่อพืช อย่างไรก็ตามฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมบางส่วนจะสูญเสียไป หรืออยู่ในรูปที่พืชไม่สามารถใช้ประโยชน์ได้
และสะสมในดิน ซึ่งการใช้จุลินทรีย์ที่สามารถเปลี่ยนฟอสเฟตและโพแทชที่สะสมในดินให้อยู่ในรูปที่เป็นโยชน์แก่
พืช จะท าให้พืชสามารถใช้ธาตุอาหารในพ้ืนที่เพาะปลูกได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช ซึ่งเป็นพ้ืนฐานในการพัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์
ปุ๋ยชีวภาพ โดยคัดเลือกจากแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่ได้จากการคัดแยกใหม่ของตัวอย่างดินรอบรากและราก
สับปะรด ในพ้ืนที่จังหวัดเพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 49 ไอโซเลท และแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่เก็บ
รวบรวมไว้ของกลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน จ านวน 6 ไอโซเลท ผลการทดลองพบว่า มีแบคทีเรียเพียง 5 ไอโซเลท 
ได้แก่ SM-P032 PaS2(1) PaS2(3) PaS2(5) และ PaS11(1) ที่มีความสามารถละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช โดย 
PaS2(1) มีค่าดัชนีการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง Pikovskaya agar จากการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน 
สูงสุดเท่ากับ 2.8 รองลงมา คือ PaS2(5) PaS2(3) SM-P032 และ PaS11(1) มีค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต เท่ากับ 
2.6 2.2 2.1 และ 1.4 ตามล าดับ การละลายโพแทช พบว่า PaS2(1) มีค่าดัชนีการละลายโพแทชบนอาหารแข็ง 
Aleksandrov agar จากการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน สูงสุดเท่ากับ 1.5 รองลงมา คือ PaS2(3) SM-
P032 PaS2(5) และ PaS11(1) มีค่าดัชนีการละลายโพแทช เท่ากับ 1.2 1.2 1.1 และ 1.1 ตามล าดับ  นอกจากนี้



ยังพบว่าแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถผลิตสาร indole-3-acetic acid (IAA) โดย SM-P032B ผลิต IAA 
สูงสุด เท่ากับ 192.60 มิลลิกรัมต่อลิตร รองลงมา คือ PaS11(1) PaS2(1) PaS2(3) และ PaS2(5) ผลิต IAA 
เท่ากับ 68.73 21.70 18.46 และ 16.42 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งเมื่อน าแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท มาจัด
จ าแนกโดยเปรียบเทียบล าดับ 16s rDNA กับฐานข้อมูลบน GenBank ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 
สามารถจั ดจ าแนกแบคที เรี ย  ได้ ดั งนี้  Pantoea dispersa SM-P032 Burkholderia ferrariae PaS2(1) 
Burkholderia cepacia PaS2(3) Burkholderia territorii PaS2(5) แ ล ะ  Serratia marcescens PaS11(1) 
โดย Pantoea dispersa SM-P032 มีสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ คือ ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหาร
เพาะเลี้ยง 7.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร Burkholderia ferrariae PaS2(1) มีสภาวะที่เหมาะสม
ต่อการเจริญ คือ ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 7.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร 
Burkholderia cepacia PaS2(3) มีสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ คือ ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหาร
เพาะเลี้ยง 5.5 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร Burkholderia territorii PaS2(5) มีสภาวะที่เหมาะสมต่อ
การเจริญ คือ ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 5.5 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร และ 
Serratia marcescens PaS11(1) มีสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ คือ ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหาร
เพาะเลี้ยง 6.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร จากการทดลองจะเห็นว่ามีเพียง Burkholderia ferrariae 
PaS2(1) และ Burkholderia territorii PaS2(5) ที่มีรายงานความสามารถในการเพ่ิมความเป็นประโยชน์ของ
ฟอสเฟตและโพแทชในดิน และไม่ก่อโรคในพืชและมนุษย์ ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่จะน าแบคทีเรียดังกล่าวมา
พัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพต่อไปได้ 

 
Abstract 

This study aims to select and identify phosphate-potash solubilizing bacteria from 
pineapple rhizosphere and pineapple root that potentially develop as bio-fertilizer. Forty-nine 
isolates of phosphate solubilizing bacteria, collected from pineapple rhizosphere and pineapple 
root, were selected for phosphate-potash solubilizing bacteria. Five bacteria isolates capable of 
solubilizing phosphate and potash were SM-P032, PaS2(1), PaS2(3), PaS2(5) and PaS11(1). The 
phosphate solubilizing and potash solubilizing were tested on Pikovskaya agar and Alexandrov 
agar respectively. The PaS2(1) showed the highest phosphate solubility index (PSI) and potash 
solubility index (KSI). In addition, all of the isolates could produce indole-3 -acetic acid (IAA). 
Based on 16S rRNA gene sequence morphology and biochemical analysis, SM-P032, PaS2 (1 ) , 
PaS2 (3 ) , PaS2 (5 )  and PaS1 1 (1 )  were identified as Pantoea dispersa, Burkholderia ferrariae 
Burkholderia cepacia Burkholderia territorii and Serratia marcescens respectively. The optimum 
initial pH of Pantoea dispersa SM-P032, Burkholderia ferrariae PaS2(1), Burkholderia cepacia 
PaS2 (3 ) , Burkholderia territorii PaS2(5) and Serratia marcescens PaS11(1) growth were 7.0, 7.0, 



5.5, 5.5 and 6.0 respectively. The optimum glucose concentrations were 10, 10, 20, 20 and 20 
g/L respectively.  
 
6. ค าน า                                  

ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมเป็นธาตุอาหารหลักที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโต และผลผลิตของพืช ซึ่ง
ในประเทศไทย พบว่า ดินมีปริมาณฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมในรูปที่เป็นประโยชน์ต่อพืชต่ า  การใช้ปุ๋ยเคมีที่มี
ฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมจึงเป็นสิ่งจ าเป็น เพ่ือทดแทนปริมาณฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมในรูปที่เป็น
ประโยชน์ต่อพืชที่มีอยู่ในปริมาณน้อยในดิน อย่างไรก็ตามการใส่ปุ๋ยเคมีฟอสฟอรัส ให้กับพืช 75 - 90% ของ 
ฟอสฟอรัสจะท าปฏิกิริยากับไอออนของ Al3+ และ Fe3+ เป็นสารประกอบอนินทรีย์ฟอสเฟต ได้แก่ อะลูมิเนียม
ฟอสเฟต และเฟอริกฟอสเฟต ในดินที่มีสถาพเป็นกรด  และท าปฏิกิริยากับไอออนของ Ca2+ เป็นแคลเซียม
ฟอสเฟต ในดินที่มีสถาพเป็นด่าง (Cunningham and Kuiack 1992) ส่วนโพแทสเซียมจะสูญเสียไป หรืออยู่ในรูป
ที่พืชไม่สามารถใช้ประโยชน์ได้สะสมในดิน การใช้จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตและโพแทช ซึ่งมีความสามารถเปลี่ยน
ฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมที่พืชไม่สามารถใช้ประโยชน์ได้ให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถใช้ประโยชน์ได้ ท าให้การใช้
ประโยชน์ของธาตุอาหารพืชในพื้นที่เพาะปลูกได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

แบคทีเรียละลายฟอสเฟต เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถละลายสารประกอบอนินทรีย์ฟอสเฟตโดยสร้าง
และปลดปล่อยกรดอินทรีย์ (กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดโพรพิโอนิก เป็นต้น ) (Whitelaw, 2000; Maliha 
et al., 2004) และ/หรือ กรดอนินทรีย์ (กรดไนตริกและกรดซัลฟูริก) (Azam and Memon, 1996) ออกมาเพ่ือ
ละลายสารประกอบอนินทรีย์ฟอสเฟตที่อยู่ในดิน เป็นฟอสฟอรัสที่ละลายอยู่ในสารละลายดินในรูปโมโนไฮโดรเจน
ฟอสเฟตไอออน (HPO4

2-) และไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไอออน (H2PO4-) (Frossard et al., 1995) ซึ่งโดยทั่วไป 
ได้ แ ก่  แ บ ค ที เ รี ย ใน ส กุ ล  Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Azotobacter, Agrobacterium, 
Achromobacter, Rhizobium, Burkholderia, Flavobacterium, Seratia และ Micrococcus เป็นต้น (Son 
et al., 2006) ในประเทศไทยได้มีการศึกษาการน าแบคทีเรียละลายฟอสเฟตมาใช้ร่วมกับการปลูกพืชเพ่ือช่วยให้
พืชสามารถใช้ฟอสเฟตได้อย่างมีประสิทธิภาพ และลดต้นทุนจากการใช้ปุ๋ยเคมีฟอสเฟต จากการศึกษาของ ไตร
ธานี และคณะ (2555) ทดลองใช้แบคทีเรียที่มีกิจกรรมการละลายฟอสเฟตสูงต่อการเจริญเติบโตของอ้อยในสภาพ
เรือนทดลอง พบว่า การใช้แบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ร่วมกับการใส่ปุ๋ยหินฟอสเฟต ท าให้อ้อยมีการเจริญเติบโตในทุก
ด้าน และการสะสมธาตุฟอสฟอรัสในล าต้นสูงกว่าอ้อยชุดควบคุม และเกตน์ณนิภา สมาพร (2557) คัดเลือกเชื้อ
แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการละลายฟอสเฟต น าไปศึกษาผลของแบคทีเรียต่อการเจริญเติบโตของข้าว
พันธุ์ กข 47 พบว่า ข้าวมีการเจริญเติบโตทั้งในด้านความสูง จ านวนใบ ความยาวของราก และน้ าหนักแห้งของล า
ต้น ซึ่งข้าวที่ปลูกในดินที่มีการเติมเชื้อ Burkhoderia sp. และตรึงบนขี้เถ้าแกลบมีการเจริญเติบโตมากที่สุด 
นอกจากนี้ จีราภรณ์ และคณะ (2556) ศึกษาการใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์ที่สามารถละลายฟอสเฟตได้ภายใต้การ
ผลิตล าไยอินทรีย์ในพ้ืนที่ภาคเหนือตอนบน ในพ้ืนที่ของเกษตรกรที่เป็นสมาชิกของกลุ่มล าไยอินทรีย์จากอ าเภอ
ดอยสะเก็ด และอ าเภอสันป่าตอง จังหวัดเชียงใหม่ พบว่า ปริมาณฟอสฟอรัสที่เป็นประโยชน์เพิ่มสูงขึ้นเมื่อมีการใช้



เชื้อจุลินทรีย์ร่วมกับหินฟอสเฟตในเขตอ าเภอดอยสะเก็ด และการใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการย่อย
สลายฟอสเฟตส่งผลท าให้ความหวานของล าไยสูงสุด 

แบคทีเรียละลายโพแทช เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถ K-minerals เช่น mica illite และ orthoclase 
ในดินโดยการผลิตและปลดปล่อยกรดอินทรีย์ หรือการผลิต capsular polysaccharide (Friedrich et al., 
1991; Sheng and He, 2006) ซ่ึ ง โด ยทั่ ว ไป  ได้ แ ก่  แบ คที เรี ย ใน สกุ ล  Pseudomonas, Burkholderia, 
Acidothiobacillus, Bacillus และ Paenibacillus (Lian et al., 2002; Sheng, 2005; Li et al., 2006; Liu et 
al., 2012)  

ในปัจจุบันการใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์ที่มีความสามารถละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชมีการศึกษาไม่มาก
นัก โดยส่วนใหญ่จะเป็นการศึกษาของต่างประเทศ ซึ่งเป็นการคัดแยกจุลินทรีย์ และทดสอบความสามารถของ
จุลินทรีย์ละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างของการศึกษา เช่น Hu et al. (2006) ได้ท าการ
คัดแยกจุลินทรีย์จากดินบนภูเขาเทียนมู มณฑลเจ้อเจียง ประเทศจีน ซึ่งจากการทดลองสามารถคัดเลือกจุลินทรีย์
ที่มีความสามารถละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชสูง 2 สายพันธุ์ คือ Bacillus mucilaginosus KNP413 และ B. 
mucilaginosus KNP414 Diep และ Hieu (2013) ท าการคัดแยกจุลินทรีย์จากดินภูเขาฮาเทียน (Ha Tien 
Mountain) จังหวัดเกียนยาง (Kien Giang Province) ประเทศเวียดนาม ซึ่งสามารถคัดแยกจุลินทรีย์ได้ทั้งหมด 
25 ไอโซเลท และพบว่ามีเพียง 7 ไอโซเลท ที่มีความสามารถละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชได้สูง (>10 mg/L 
P2O5 และ >50 mg/L K2O) ซึ่งผลการจัดจ าแนกจุลินทรีย์ทั้ ง 7 ไอโซเลท คือ Microbacterium hominis 
DNV16, Flectobacillus sp. TC1D, Agrobacterium tumefasciens CH9E, B. cereus TC1A, B. cereus 
CH7A, B. subtilis TD6B และ B. megaterium CH7D 

ดังนั้นการศึกษาการใช้แบคทีเรียที่มีความสามารถละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช จึงเป็นการสร้างองค์
ความรู้ที่ส าคัญต่อการพัฒนาต่อยอดให้อยู่ในรูปปุ๋ยชีวภาพ ซึ่งเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพของปุ๋ยชีวภาพในปัจจุบัน 
ที่มีความสามารถละลายฟอสเฟตเพียงอย่างเดียว   

7. วิธีด าเนินการ                       
- สารเคมี วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือ    

1. อาหารเพาะเลี้ ยงแบคที เรีย ได้แก่  pikovskaya broth pikovskaya agar aleksandrow agar 
nutrient broth nutrient agar และ minimal medium 

2. สารเคมีส าหรับวิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟต และ Indole-3-acetic acid 
3. สารเคมีส าหรับงานอณูชีวิทยา ได้แก่ สีย้อมดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอไพรเมอร์ อาการ์โรส  TAE buffer 

TIANamp bacteria DNA kit One PCR ultra mastermix และ PureLink quick PCR purification kit 
4. ชุดทดสอบการติดสีแกรม 
5. ชุดทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรีย 
6. วัสดุและอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ ได้แก่ จานเพาะเลี้ยง หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ หลอดทดลอง บีกเกอร์ 

ขวดรูปชมพู่ แผ่นสไลด์ ลูปเขี่ยเชื้อ หลอดพีซีอาร์ กรวยกรอง กระดาษกรอง และไมโครปิเปตต์ทิป 



7. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ เครื่องชั่งสาร หม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูง เครื่องบ่มเขย่า ตู้ปลอดเชื้อ 
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ เครื่องปั่นเหวี่ยง กล้องจุลทรรศน์ เครื่องเทอโมไซเคิล เครื่องเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และไม
โครปิเปตต์ 

 
- วิธีการ  

1. การเก็บตัวอย่างและคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
เก็บตัวอย่างดินในพ้ืนที่ปลูกสับปะรดจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์ (ตารางที่ 1) ที่ระดับความ

ลึก 0 -15 เซนติเมตร บริเวณรอบ ๆ ราก จ านวน 21 ตัวอย่าง และตัวอย่างรากสับปะรด จ านวน 21 ตัวอย่าง ใส่
ในถุงพลาสติกขนส่งมายังห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา เพ่ือคัดแยกแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงที่ปรับสภาพให้เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
(enrichment technique) โดยชั่ งตั วอย่ างดินหรือรากสับปะรด 10 กรัม ลงในขวดรูปชมพู่ที่ มีอาหาร 
pikovskaya broth (Pikovskaya, 1948) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 
วัน จากนั้นน าตัวอย่างมาเจือจางด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.95 เปอร์เซ็นต์ แล้วน าตัวอย่างแต่
ละระดับความเจือจางมาคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตด้วยเทคนิค spread plate บนอาหาร pikovskaya 
agar (Pikovskaya, 1948) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่สร้างโซนใสรอบ ๆ และมีลักษณะ
ของโคโลนีที่แตกต่างกันในแต่ละตัวอย่างมาท าให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค cross streak บนอาหาร nutrient agar บ่ม
ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

2. การคัดเลือกแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 
น าแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่เก็บรวบรวมไว้ของกลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน จ านวน 6 ไอโซเลท (คัด

แยกจากดินในพ้ืนที่ปลูกสับปะรดจังหวัดตราด) และที่ได้จากการคัดแยกใหม่ จ านวน 49 ไอโซเลท และแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต มาทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟตและโพแทช โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละไอโซ
เลทในอาหาร nutrient agar บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน ามาเจือจางความเข้มข้นของเซลล์
ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.95 เปอร์เซ็นต์  ให้ค่าการกระเจิงแสงที่ 600 นาโนเมตร เท่ากับ 
0.5 แล้วดูดตัวอย่างแบคทีเรียโดยใช้ไมโครปิเปตต์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวอาหาร pikovskaya agar 
(Pikovskaya, 1948)  เพ่ือทดสอบการละลายฟอสเฟต และอาหาร aleksandrow agar (Aleksandrov et al., 
1967) เพ่ือทดสอบการละลายโพแทช บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีและโซน
ใส เพ่ือค านวณค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต (phosphate solubilization index) และค่าดัชนีการละลายโพแทช 
(potash solubilization index) ตามสมการ (1) (Setargie et al., 2015) 

 
    ดัชนีการละลายฟอสเฟตหรือโพแทช  = เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี + เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใส     (1) 

          เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี 
 
3. การทดสอบการผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 



การวิเคราะห์ปริมาณของ IAA ด าเนินการตามวิธีของ Mamta et al. (2010) โดยน าแบคทีเรีย
ละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือกได้มาเลี้ยงในอาหาร minimal medium ที่มี L-tryptophan ความ
เข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นดูดตัวอย่างแบคทีเรียโดยใช้ไมโครปิเปตต์ 
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (Kubota 7000, 
Kubota Corp., Osaka, Japan) ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกเซลล์แบคทีเรียออก
จากอาหารเพาะเลี้ยง  ดูดสารละลายส่วนใสโดยใช้ไมโครปิเปตต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง จากนั้น
เติม Salkowski’s reagent 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน น าไปบ่มในที่มืด 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-1700 Pharma Spec, Shimadzu, Japan) ที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร น าค่า
การดูดกลืนแสงที่ได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน indole-3-acetic acid ที่มีความ
เข้มข้น 0 - 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4. การจัดจ าแนกแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชในอาหาร nutrient broth ที่อุณหูมิห้อง เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นดูดตัวอย่างแบคทีเรียโดยใช้ไมโครปิเปตต์ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริ
ฟิวก์ น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (Kubota 7000, Kubota Corp., Osaka, Japan) ที่ความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกเซลล์แบคทีเรียออกจากอาหารเพาะเลี้ยง เทสารละลายส่วนใสทิ้ง น าเซลล์
แบคที เรียที่ ได้ ไปสกัดดี เอ็น เอด้ วย  TIANamp Bacteria DNA Kit (Tiangen Biotech (Beijing) Co., Ltd., 
Beijing, China) จากนั้นน าดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rRNA gene ของแบคทีเรีย โดยใช้
ส า ร เค มี ผ ส ม  One PCR ultra (GeneDireX Inc., Taiwan) แ ล ะ  universal primer ได้ แ ก่  2 7  F (5 ’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) เป็น forward primer และ 1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3’) เป็น  reward primer ด าเนินการใน เครื่องเทอโมไซเคิล  โดยมีสภาวะในการท างาน ดั งนี้  (1) pre-
denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที (2) denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 
วินาที (3) annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที (4) extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
นาที ด าเนินการซ้ าในขั้นตอนที่ (2) – (4) จ านวน 30 รอบ (5) final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 
นาที น าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากพีซีอาร์มาท าให้บริสทธิ์ โดยใช้ PureLink Quick PCR Purification kit (Invitrogen, 
Thermo Fisher Scientific Baltics, UAB) ส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen Inc. ประเทศเกาหลีใต้ 
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenkBank บนเว็บไซด์
ของ NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธีการ 
multiple sequences alignment กับตั วอย่ างอ้างอิ งจากฐานข้ อมู ล  ด้ วย โปรแกรม ClustalX2 สร้ าง
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการในรูปแบบแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) โดยใช้โปรแกรม MEGA 6 และเลือก
วิธีการจัดกลุ่มแบบ maximum likelihood การท า bootstrapping เท่ากับ 1,000 ซ้ า (Felsenstein, 1985) 

5. การศึกษาทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 
การศึกษาทางสัณฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรมแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช เริ่มต้นโดย

น าแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชมาท าให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค cross streak บนอาหาร nutrient agar 



บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใช้ลูปเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีแบคทีเรีย จากนั้นเสมียร์ลงบนแผ่นสไลด์ ย้อมสีแก
รมด้วยสีย้อมแกรม (K001-1KT, Hi Media, Mumbai, India) ตามวิธีการ Hucker method (Doetsch, 1981) 
น าไปส่องภายใต้กล่องจุลทรรศน์ (Olympus BX43, Olympus, Tokyo, Japan) ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า เพ่ือ
ตรวจสอบการติดสีแกรมและลักษณะรูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย ส่วนการศึกษาทางชีวเคมีของแบคทีเรียละลายทั้ง
ฟอสเฟตและโพแทช ได้แก่ ความสามารถในการใช้น้ าตาลชนิดต่าง ๆ ความสามารถในการใช้ไลซีน (lysine 
utilization) ออร์นิทีน (ornithine utilization) กรดซิตริก (citrate utilization) และกรดมาโลนิก (malonate 
utilization) การสร้างเอนไซน์  oxidase และ urease การย่อย เอสคูลิน  (esculin hydrolysis) การผลิต
ไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S production) และความสามารถในกระบวนการไนเตรตรีดักชั่น (nitrate reduction) ด้วย
ชุดทดสอบทางชีวเคมี (KB003TM Hi25 Enterobacteriaceae Identification Kit, Hi Media, Mumbai, India) 
ด าเนินการตามวิธีการของชุดทดสอบ  

6. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 
ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช โดยแปรผัน

ความเป็นกรด-ด่าง เริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง (4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 และ 7.0) และความเข้มข้นของน้ าตาล (10 
15 20 25 30 35 และ 40 กรัมต่อลิตร) เพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องบ่มเขย่า ความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที เก็บตัวอย่างตรวจนับปริมาณแบคทีเรียด้วยเทคนิค spread plate บนอาหาร nutrient agar และวัดค่า
การกระเจิงแสง (optical density; OD) ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-1700 Pharma Spec, Shimadzu, 
Japan) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร บันทึกผลการเจริญของแบคทีเรีย ณ วันที่ 0 1 2 3 4 และ 5 วัน ของ
การเพาะเลี้ยง 

 

- เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลาท าการทดลอง : ตุลาคม 2560 – กันยายน พ.ศ. 2561 

  สถานทีท่ าการทดลอง :  ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา  
 กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร  กรมวิชาการเกษตร 

 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์  

1. คัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
จากการน าตัวอย่างดิน และรากสับปะรดในพ้ืนที่ จ.เพชรบุรี และ จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 42 

ตัวอย่าง (ตารางที่ 1) มาคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตโดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงที่ปรับสภาวะให้เหมาะสมต่อ
การเจริญของแบคทีเรียละลายฟอสเฟต ก่อนน าไป spread บนอาหาร pikovskaya agar และเลือกแบคทีเรียที่มี
ลักษณะของโคโลนีที่แตกต่างกัน พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตได้ทั้งหมด 49 ไอโซเลท ซึ่งมา
จากตัวอย่างดิน จ านวน 31 ไอโซเลท ได้แก่ จากตัวอย่างดิน ต.สามพระยา อ.ชะอ า จ.เพชรบุรี จ านวน 4 ไอโซเลท 



จากตัวอย่างดิน ต.หินเหล็กไฟ อ.หัวหิน จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 5 ไอโซเลท จากตัวอย่างดิน ต.ทับใต้ อ.หัวหิน 
จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 5 ไอโซเลท จากตัวอย่างดิน ต.วังก์พง อ.ปราณบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 1 ไอโซ
เลท จากตัวอย่างดิน ต.สามกระทาย อ.กุยบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 12 ไอโซเลท และจากตัวอย่างดิน ต.หาด
ขาม อ.กุยบุรี จ านวน 4 ไอโซเลท และมาจากตัวอย่างรากสับปะรด จ านวน 18 ไอโซเลท ได้แก่ จากตัวอย่างราก
สับปะรด ต.สามพระยา อ.ชะอ า จ.เพชรบุรี จ านวน 3 ไอโซเลท จากตัวอย่างรากสับปะรด ต.หินเหล็กไฟ อ.หัวหิน 
จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 4 ไอโซเลท จากตัวอย่างรากสับปะรด ต.ทับใต้ อ.หัวหิน จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 3 
ไอโซเลท จากตัวอย่างรากสับปะรด ต.วังก์พง อ.ปราณบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 2 ไอโซเลท จากตัวอย่างราก
สับปะรด ต.สามกระทาย อ.กุยบุรี จ.ประจวบคีรีขันธ์ จ านวน 4 ไอโซเลท และจากตัวอย่างรากสับปะรด ต.หาด
ขาม อ.กุยบุรี จ านวน 2 ไอโซเลท 

 
ตารางที่ 1 แบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้จากดินและรากสับปะรดในพ้ืนที่ปลูกสับปะรด จ.เพชรบุรี และ 
จ.ประจวบคีรีขันธ์ 

สถานที ่ จ านวนตัวอย่าง แบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้ 
แปลงสับปะรด ต.สามพระยา อ.ชะอ า 
จ.เพชรบุรี  

ตัวอย่างดิน 2 ตัวอย่าง PaS2(1) PaS2(3) PaS2(4) และ PaS2(5) 
ตัวอย่างราก 2 ตัวอย่าง PaR2(1) PaR2(2) และ PaR2(3) 

แปลงสับปะรด ต.หินเหล็กไฟ อ.หัวหิน 
จ.ประจวบคีรีขันธ์ 

ตัวอย่างดิน 3 ตัวอย่าง PaS3(2) PaS3(3) PaS4(2) PaS5(2) และ PaS5(3) 
ตัวอย่างราก 3 ตัวอย่าง PaR3(1) PaR3(2) PaR5(1) และ PaR5(2) 

แปลงสับปะรด ต.ทับใต้ อ.หัวหิน 
จ.ประจวบคีรีขันธ์ 

ตัวอย่างดิน 4 ตัวอย่าง PaS6(1) PaS6(2) PaS6(3) PaS6(4) และ PaS21(1) 
ตัวอย่างราก 4 ตัวอย่าง PaR6(1) PaR6(2) และ PaR6(3) 

แปลงสับปะรด ต.วังก์พง อ.ปราณบุรี  
จ.ประจวบคีรีขันธ์ 

ตัวอย่างดิน 1 ตัวอย่าง PaS7(2) 
ตัวอย่างราก 1 ตัวอย่าง PaR7(1) และ PaR7(2) 

แปลงสับปะรด ต.สามกระทาย อ.กุยบุรี 
จ.ประจวบคีรีขันธ์ 

ตัวอย่างดิน 8 ตัวอย่าง PaS9( 1)  PaS9( 2)  PaS9( 6)  PaS11( 1)  PaS12( 1) 
PaS12(2)  PaS12(3)  PaS13(1)  PaS13(2)  PaS13(3) 
PaS14(1) และ PaS14(2) 

ตัวอย่างราก 8 ตัวอย่าง PaR12(1) PaR12(2) PaR15(1) และPaR15(2) 
แปลงสับปะรด ต.หาดขาม อ.กุยบุรี 
จ.ประจวบคีรีขันธ์ 

ตัวอย่างดิน 3 ตัวอย่าง PaS18(1) PaS18(2) PaS18(3) และ PaS18(4) 
ตัวอย่างราก 3 ตัวอย่าง PaR17(1) และ PaR18(1) 

 
2. คัดเลือกแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 

จากแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่น ามาทดสอบ จ านวน 54 ไอโซเลท ได้แก่ แบคทีเรียละลายฟอสเฟตจาก
การเก็บรวบรวมโดยกลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน จ านวน 6 ไอโซเลท (SM-P027 SM-P028 SM-P029 SM-P030 
SM-P031 และ SM-P032) และแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกใหม่ จ านวน 49 ไอโซเลท พบว่ามีแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟตเพียง 5 ไอโซเลท ที่สามารถละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชได้ คือ SM-P032 PaS2(1) PaS2(3) 
PaS2(5) และ PaS11(1) โดย PaS2(1) มีความสามารถละลายฟอสเฟตสูงสุด มีค่าดัชนีการละลายฟอสเฟตบน



อาหาร pikovskaya agar จากการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน เท่ากับ 2.8 รองลงมา คือ PaS2(5) PaS2(3) 
SM-P032 และ PaS11(1) มีค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต เท่ากับ 2.6 2.2 2.1 และ 1.4 ตามล าดับ การละลายโพ
แทช พบว่า PaS2(1) มีความสามารถละลายโพแทชสูงสุด มีค่าดัชนีการละลายโพแทชบนอาหาร aleksandrov 
agar จากการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน เท่ากับ 1.5 รองลงมา คือ PaS2(3) SM-P032 PaS2(5) และ 
PaS11(1) มีค่าดัชนีการละลายโพแทช เท่ากับ 1.2 1.2 1.1 และ 1.1 ตามล าดับ  
 
ตารางที่  2 ความสามารถละลายฟอสเฟตและโพแทชของแบคที เรียบนอาหาร  pikovskaya agar และ 
aleksandrow agar  

ไอโซเลท การละลายฟอสเฟต การละลายโพแทช 
SM-P032 

 

ค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต 
เท่ากับ 2.1 

 

ค่าดัชนีการละลายโพแทช 
เท่ากับ 1.2 

PaS2(1) 

 

ค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต 
เท่ากับ 2.8 

 

ค่าดัชนีการละลายโพแทช 
เท่ากับ 1.5 

PaS2(3) 

 

ค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต 
เท่ากับ 2.2 

 

ค่าดัชนีการละลายโพแทช 
เท่ากับ 1.2 

PaS2(5) 

 

ค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต 
เท่ากับ 2.6 

 

ค่าดัชนีการละลายโพแทช 
เท่ากับ 1.1 

 

PaS11(1) 

 

ค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต 
เท่ากับ 1.4 

 

ค่าดัชนีการละลายโพแทช 
เท่ากับ 1.1 

 
3. การทดสอบการผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 

ศึกษาการผลิตสาร IAA ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือกได้ พบว่า แบคทีเรียทั้ง 5 
ไอโซเลท สามารถผลิตสาร IAA ได้ โดย SM-P032 ผลิต IAA สูงสุด เท่ากับ 192.60 มิลลิกรัมต่อลิตร รองลงมา คือ 
PaS11(1) PaS2(1) PaS2(3) และ PaS2(5) ผลิต IAA เท่ากับ 68.73 21.70 18.46 และ 16.42 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ 
 



 
ภาพที่ 4 ปริมาณ IAA ที่ผลิตได้ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชแต่ละไอโซเลท 

 
4. การจัดจ าแนกแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 

การจัดจ าแนกแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลาร์ด้วยการ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 16S rRNA gene ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือก
ได้ ซึ่งมีขนาด 1,401 - 1,429 นิวคลีโอไทด์ กับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้ BLASTn 
search ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3 คือ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ SM-P032 (1,408 นิวคลีโอไทด์) มีความ
เหมือน Pantoea dispersa VRBG-60 (KR265453.1) 99.72 เปอร์เซ็นต์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PaS2(1) 
(1,435 นิวคลีโอไทด์) มีความเหมือน Burkholderia ferrariae NBRC 106233 (AB537487.1) 99.44 เปอร์เซ็นต์ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PaS2(3) (1,408 นิวคลีโอไทด์) มีความเหมือน Burkholderia cepacia NBRC 14074 
(NR_113645.1) 99.40 เปอร์เซ็นต์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PaS2(5) (1,401 นิวคลีโอไทด์) มีความเหมือน 
Burkholderia territorii LMG 28158 (NR_136496.1) 99.71 เปอร์เซ็นต์ และล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PaS11(1) 
(1,408 นิวคลีโอไทด)์ มีความเหมือน Serratia marcescens NBRC 102204 (NR_114043.1) 99.50 เปอร์เซ็นต ์

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์
อ้างอิงจากฐานข้อมูล GenBank โดยวิธีการ multiple sequences alignment ด้วยโปรแกรม ClustalX2 และ
สร้างความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการในรูปแบบแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) โดยใช้โปรแกรม MEGA 6 โดย
เลือกวิธีการจัดกลุ่มแบบ maximum likelihood การท า bootstrapping เท่ากับ 1,000 ซ้ า พบว่า SM-P032 มี
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการอย่างใกล้ชิดกับ Pantoea dispersa ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนใน
สกุล Pantoea (ภาพที่  1) PaS2(1) PaS2(3) และ PaS2(5) มีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการอย่างใกล้ชิดกับ 
Burkholderia ferrariae Burkholderia cepacia และ Burkholderia territorii ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ
แบคทีเรียชนิดอ่ืนในสกุล Burkholderia (ภาพที่ 2) PaS11(1) มีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการอย่างใกล้ชิดกับ 
Serratia marcescens ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียชนิดอื่นในสกุล Serratia (ภาพท่ี 3) 



 
 
ตารางที่ 3 แสดงผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA gene ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟต
และโพแทชที่คัดเลือกไดก้ับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank 

แบคทีเรียละลายท้ังฟอสเฟตและโพแทช ผลเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank 
ไอโซเลท ขนาดดีเอ็นเอ 

(นิวคลีโอไทด์) 
ความเหมือน 

(%) 
ชนิดแบคทีเรีย Accession No. 

SM-P032 1,408 99.72 Pantoea dispersa VRBG-60 KR265453.1 
PaS2(1) 1,429 99.44 Burkholderia ferrariae NBRC 106233 AB537487.1 
PaS2(3) 1,408 99.40  Burkholderia cepacia NBRC 14074 NR_113645.1 
PaS2(5) 1,401 99.71 Burkholderia territorii LMG 28158 NR_136496.1 
PaS11(1) 1,408 99.50 Serratia marcescens NBRC 102204 NR_114043.1 

 
 

 Pantoea agglomerans DSM 3493 (NR 041978.1)
 Pantoea agglomerans NCTC9381 (NR 114735.1)

 Pantoea ananatis LMG 2665 (NR 119362.1)
 Pantoea ananatis 1846 (NR 026045.1)

 Pantoea stewartiiLMG 2715 (NR 119361.1)
 Pantoea stewartii subsp. indologenes CIP 104006 (NR 104928.1)

 Pantoea cypripedii ATCC 29267 (NR 118857.1)
 Pantoea cypripedii DSM 3873 (NR 041973.1)

 Pantoea dispersa DSM 30073 (NR 116797.1)
 Pantoea dispersa YNA11 (MK027265.1)
 Pantoea dispersa VRBG-60 (KR265453.1)
 SMP032

 Pantoea beijingensis JZB2120001 (NR 148578.1)

100

98
66

97

99

100

96

100

64

0.005  
ภาพที่ 1 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic trees) ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ SM-P032 และข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียในสกุล Pantoea จากฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม MEGA 6 และเลือก
วิธีการจัดกลุ่มแบบ maximum likelihood การท า bootstrapping เท่ากับ 1,000 ซ้ า 



 Burkholderia catarinensis 89 (NR 153664.1)
 Burkholderia stabilis LMG 14294 (NR 041719.1)

 Burkholderia cepacia ATCC 25416 (NR 114491.1)
 Burkholderia cepacia NBRC 14074 (NR 113645.1)
 Burkholderia territorii LMG 28158NR 136496.1
 PaS2(5)

 PaS2(3)
 Burkholderia ubonensis GTC-P3-415 (NR 040830.1)

 Burkholderia vietnamiensis LMG 10929 (NR 041720.1)
 Burkholderia gladioli CFBP 2427 (NR 117553.1)
 Burkholderia gladioli NBRC 13700 (NR 113629.1)

 Burkholderia oklahomensis C7533 (DQ108390.1)
 Burkholderia oklahomensis C7532 (DQ108389.1)
 Burkholderia oklahomensis C6786 (NR 043552.1)

 Burkholderia cordobensis LMG 27621 (HG324049.1)
 PaS2(1)
 Burkholderia ferrariae NBRC 106233 (AB537487.1)

 Burkholderia heleia NBRC 101817 (NR 113025.1)
 Burkholderia heleia SA41 (NR 112907.1)

 Burkholderia sp. TNe-862 (EF139184.1)
 Burkholderia sp. TNe-861 (JN881347.1)

 Burkholderia oxyphila NBRC 105797 (NR 114289.1)
 Burkholderia oxyphila OX-01 (NR 112888.1)

 Burkholderia denitrificans KIS30-44 (NR 108706.1)
 Burkholderia sp. KIS30-31 (GU171383.1)

100

100

100

97

99

45

65 28

100

100

99

62

96

13

43

87

77

0.005  
ภาพที่ 2 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic trees) ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PaS2(1) PaS2(3) 
PaS2(5) และข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียในสกุล Burkholderia จากฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม 
MEGA 6 และเลือกวิธีการจัดกลุ่มแบบ maximum likelihood การท า bootstrapping เท่ากับ 1,000 ซ้ า 
 

 Serratia ficaria JCM1241 (NR_112005.1)
 Serratia ficaria DSM 4569 (NR_041979.1)
 Serratia ficaria NBRC 102596 (NR_114155.1)

 Serratia odorifera PADG 1073 (NR_037110.1)
 Serratia odorifera NBRC 102598 (NR_114157.1)

 Serratia rubidaea JCM1240 (NR_024644.1)
 Serratia rubidaea DSM 4480 (NR_114716.1)

 Serratia marcescens DSM 30121 (NR_041980.1)
 Serratia marcescens NBRC 102204 (NR_114043.1)
 Serratia marcescens JCM 1239 (NR_113236.1)

 PaS11(1)
 Serratia liquefaciens JCM1245  (NR_112008.1)

100

100

100

98

46

2

99

0.002  



ภาพที่ 3 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic trees) ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PaS11(1) และข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียในสกุล Serratia จากฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม MEGA 6 และเลือก
วิธีการจัดกลุ่มแบบ maximum likelihood การท า bootstrapping เท่ากับ 1,000 ซ้ า 

5. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นโดยการย้อมสีแบคทีเรียด้วยคริสตอลไวโอเลต (Crystal 

violet) และซาฟรานิน (Safranin) เพ่ือจ าแนกชนิดของแบคทีเรียตามการติดสีแกรม และลักษณะรูปร่างภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ พบว่า แบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากติดสีแดงของ safranin โดย 
SM-P032 PaS2(1) PaS2(3) และ PaS2(5) มีรูปร่างเป็นท่อนยาว ส่วน PaS11(1) มีรูปร่างเป็นท่อนสั้น ๆ (ตาราง
ที่ 4) 
 
ตารางท่ี 4 การติดสีแกรมของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือกได้ 

แบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและ
โพแทช 

รูปร่าง และการติดสีแกรม 

Pantoea dispersa SM-P032 

 

รูปร่าง : เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนยาว  
การติดสีแกรม : ติดสีแดงของ safranin 

Burkholderia ferrariae PaS2(1) 

 

รูปร่าง : เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนยาว  
การติดสีแกรม : ติดสีแดงของ safranin 
 

Burkholderia cepacia PaS2(3) 

 

รูปร่าง : เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนยาว  
การติดสีแกรม : ติดสีแดงของ safranin  

Burkholderia territorii PaS2(5) 

 

รูปร่าง : เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนยาว  
การติดสีแกรม : ติดสีแดงของ safranin  

Serratia marcescens PaS11(1) 

 

รูปร่าง : เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อน 
การติดสีแกรม : ติดสีแดงของ safranin  

 



การศึกษาทางชีวเคมีของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชแสดงในตารางที่ 5 ซึ่งจะพบว่า
แบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถใช้น้ าตาลแซ็กคาโรส และ กลูโคส ในการเจริญได้ แต่ไม่สามารถใช้น้ าตาลเมลิโบ
โอสได้ นอกจากนั้นยังพบว่า SM-P032 PaS2(1) PaS2(3) และ PaS2(5) สามารถใช้น้ าตาล pentose ได้แก่ 
น้ าตาลอะราบิโนส และไซโลสได้ แรมโนส มีเพียง SM-P032 ที่สามารถใช้ได้ น้ าตาลเซลโลไบโอส มีเพียง PaS2(1)  
และ PaS2(3) ที่สามารถใช้ได้ น้ าตาลราฟฟิโนส มีเพียง PaS11(1) ที่สามารถใช้ได้ น้ าตาลทรีฮาโลส มีเพียง SM-
P032 และ PaS11(1) ที่สามารถใช้ได้  และน้ าตาลแลคโตสมี PaS2(3) และ PaS2(5)  ที่สามารถใช้ได้  ส่วน
ความสามารถทางชีวเคมีอ่ืน ๆ ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือกได้ พบว่า แบคทีเรียทั้ง 5 ไอ
โซเลท สามารถการสร้างเอนไซน์ urease มีกิจกรรมของกระบวนการไนเตรตรีดักชั่น (nitrate reduction) และ
สามารถกรดซิตริก (citrate utilization) ได้ แต่ไม่พบการผลิตไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S production) โดยแบคทีเรีย
ทั้ง 5 ไอโซเลท นอกจากนี้ยังพบว่า PaS2(1)  PaS2(3) และ PaS2(5) สามารถสร้างเอนไซน์ oxidase แต่มีเพียง 
PaS2(3)  และ PaS2(5) ที่สามารถใช้กรดมาโลนิก (malonate utilization) ส่วนการย่อยเอสคูลิน (esculin 
hydrolysis) และใช้ออร์นิทีน (ornithine utilization) พบเพียง PaS11(1) ที่มีความสามารถดังกล่าว และมีเพียง 
SM-P032 ที่สามารถใช้ไลซีน (lysine utilization)  
 
ตารางท่ี 5 แสดงผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 

คุณสมบัติทางชีวเคมี SM-P032 PaS2(1)   PaS2(3)   PaS2(5)   PaS11(1)   
อะราบิโนส (arabinose) + + + + - 
ไซโลส (xylose) + + + + - 
แรมโนส (rhamnose) + - - - - 
เซลโลไบโอส (cellobiose) - + + - - 
เมลิโบโอส (melibiose) - - - - - 
แซ็กคาโรส (saccharose) + + + + + 
ราฟฟิโนส (raffinose) - - - - + 
ทรีฮาโลส (trehalose) + - - - + 
กลูโคส (glucose) + + + + + 
แลคโตส (lactose) - - + + - 
Esculin hydrolysis - - - - + 
Oxidase - + + + - 
Lysine utilization - + + + + 
Ornithine utilization - - - - + 
Urease + + + + + 
Nitrate reduction + + + + + 



H2S production - - - - - 
Citrate utilization + + + + + 
Malonate utilization - - + + - 

 
6. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 

การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียละลายฟอสเฟต โดยท าการศึกษาผลของค่า
ความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง และความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสต่อการเจริญของแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต ผลการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของ SM-P032 คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง
เริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 7.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร PaS2(1) คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง
เริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 7.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร PaS2(3) คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง
เริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 5.5 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร PaS2(5) คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง
เริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 5.5 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร และ PaS11(1) คือ ค่าความเป็นกรด-
ด่างเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 6.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร 

 
ภาพที่ 5 ปริมาณแบคทีเรียทั้งละลายฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือกได้ ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร nutrient broth 
ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ที่แปรผันค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 4.5 – 
7.0 



 
ภาพที่ 6 ปริมาณแบคทีเรียทั้งละลายฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือกได้ ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร nutrient broth ที่
ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของแต่ละไอโซเลท แปรผันความเข้มข้นของน้ าตาล
กลูโคส 10 – 40 กรัมต่อลิตร 
 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชจากแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่เก็บรวบรวมไว้ของ
กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน และที่ได้จากการคัดแยกใหม่จากตัวอย่างดิน และรากสับปะรดในพ้ืนที่ปลูกสับปะรด 
จังหวัดเพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ สามารถคัดเลือก สามารถคัดเลือกแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 
ได้ 5 ไอโซเลท คือ Pantoea dispersa SM-P032 Burkholderia ferrariae PaS2(1) Burkholderia cepacia 
PaS2(3) Burkholderia territorii PaS2(5) และ  Serratia marcescens PaS11(1) โดย  Pantoea dispersa 
SM-P032 

2. จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ คือ พบว่า ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหาร
เพาะเลี้ยง 7.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร เป็นสภาวะที่เหมาะต่อการเจริญของ Pantoea dispersa 
SM-P032 ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 7.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร เป็น
สภาวะที่เหมาะต่อการเจริญของ Burkholderia ferrariae PaS2(1) ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหาร
เพาะเลี้ยง 5.5 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร เป็นสภาวะที่เหมาะต่อการเจริญของ Burkholderia 
cepacia PaS2(3) ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยง 5.5 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อ
ลิตร เป็นสภาวะที่เหมาะต่อการเจริญของ Burkholderia territorii PaS2(5) และที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้น
ของอาหารเพาะเลี้ยง 6.0 ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร เป็นสภาวะที่เหมาะต่อการเจริญของ Serratia 
marcescens PaS11(1) 

3. จากการศึกษา พบว่า มีแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทช 3 ไอโซเลท ได้แก่ Pantoea dispersa 
SM-P032 Burkholderia cepacia PaS2(3) และ Serratia marcescens PaS11(1) ถูกจัดอยู่ในกลุ่มของเชื้อ



โรคที่มีความเสี่ยงปานกลางหรืออันตรายปานกลาง ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง รายการเชื้อโรคที่
ประสงค์ควบคุมตามมาตรา 18 ดังนั้นจะเหลือเพียง Burkholderia ferrariae PaS2(1) และ Burkholderia 
territorii PaS2(5) ที่สามารถน าไปศึกษาต่อได้ 
 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

แบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือกได้ สามารถน าไปพัฒนาให้อยู่รูปแบบของปุ๋ยชีวภาพ
ละลายฟอสเฟต และ/หรือ โพแทช เพ่ือช่วยลดการใส่เคมีในการปลูกสับปะรด และพืชอ่ืน ๆ ได้  
 
11. ค าขอบคุณ  

งานวิจัยนี้ ได้รับทุนสนับสนุนจากส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.) ปีงบประมาณ 2561 
ขอขอบคุณ ดร. กนกอร บุญพา ดร. บุญฑริก ฉิมชาติ และอาจารย์ ดร . ธวัชชัย  อินทร์บุญช่วย ที่ให้ความ
ช่วยเหลือเก็บตัวอย่างดินและตัวอย่างรากสับปะรดจากพ้ืนที่ปลูกสับปะรดในจังหวัดเพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ 
ขอขอบคุณทีมงานห้องปฏิบัติการจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตที่ช่วยอ านวยความสะดวกในการทดลอง ขอขอบคุณ 
ดร. อ านาจ เอี่ยมวิจารย์ ดร. อมรรัตน์ ใจยะเสน และ ดร. กัลยากร โปร่งจันทึก ที่อนุเคราะห์สารเคมี และเอ้ือเฟ้ือ
สถานที่ ในการท างานทางอณูชีววิทยา และขอขอบคุณกลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา ที่เอ้ือเฟ้ือ
สถานที่ และอุปกรณ์ต่าง ๆ ให้งานวิจัยนี้เสร็จสิ้นไปได้ด้วยดี 
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13. ภาคผนวก  

ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA gene ของแบคทีเรียละลายทั้งฟอสเฟตและโพแทชที่คัดเลือกได้ 
>Pantoea dispersa strain SM-P03 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
TGCAGTCGAACGGCAGCACAGAAGAGCTTGCTCTTTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGG
GAAACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGT
GGGGGACCTTCGGGCCTCACACCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCA
CCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAG
AAGGCYTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGCGGTGAGGTTTAATAACCTTSGCCGATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCT
GGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCC
CTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC
AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTGGCCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGC
CAGCGGCTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGA
GCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCG



CTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCG 
 
 
>Burkholderia ferrariae strain PaS2(1) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGGACGGCAGCGCGGGAGCAATCCTGGCGGCGAGTG
GCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCAGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATAC
CGCATACGATCTATGGATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTATTGGGGTGGCCGATGGCGGATTA
GCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTG
ATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGGAAGAAATCCCYTG
MYCYAATACRKCGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTGATGTAAGACCGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGCATTGCTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTGG
AATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCC
AATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAAC
GATGTCAACTGGTTGTCGGGCCTTCATTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTC
GATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAAKTCTGCCGAGAGGTGGAWGTGCCCGAAA
GGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGA
GGGTTGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCG
ACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTGCCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACC 
 
>Burkholderia cepacia strain PaS2(3) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAA
TACCGCATACGATCCACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACCATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCACAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCT
GATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTG
ACTCTAATACAGTCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG



TAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGA
TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTA
GAATTCCACGTGTAGCATGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCC
AATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAAC
GATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTC
GATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGCGGGAGTGCTCGAAAG
AGAACCGGCGCACAGGTCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGG
TTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTG
CATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAA 
 
>Burkholderia territorii strain PaS2(5) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
CATGCAGTCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGA
ACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCCACGGATGAAAGCGG
GGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA
AGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGCTCTAATACAGTCGGGGGATGACGGTA
CCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTT
CCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCC
TTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGCGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGGTCCTTAGTTGCT
ACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATG
GCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGC
TAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTA



ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG
GGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACG 
 
>Serratia marcescens strain PaS11(1) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
ACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATG
TCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC
AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGG
CTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCAATTG
ACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT
AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACC
TGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGC
CCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTASCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGT
TGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCG
AGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGG 
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