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5. บทคัดย่อ:  การคัดเลือกสายพันธุ์ไรโซเบียมอ้างอิงเพ่ือใช้ควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ    ไร

โซเบียมส้าหรับถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสงท้าโดยวัดการตรงงไนโตรเจนด้วยวิธี Acetylene Reduction Assay 

(ARA) และการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ด้วยวิธี Most Probable Number (MPN) โดยคัดเลือกสายพันธุ์ไร

โซเบียมที่มีประสิทธิภาพในการตรงงไนโตรเจนดีที่สุดของถั่วแต่ละชนิดอย่างละ     3 สายพันธุ์ ได้แก่ DASA 01023 

01001 01014 02009 02008 02002 03069 03071 และ 03018 ซง่งน้ามาใช้เป็นเชื ออ้างอิงในการทดลอง ผล

การทดลองพบว่า ที่ความเข้มข้นของเชื ออย่างน้อย 1.0 x 106 เซลล์/มิลลิลิตร สามารถก่อให้เกิดปมในรากถั่วทั ง 3 

ชนิด อย่างไรก็ตามมีเพียงไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01001 01014 01023 ที่จ้าเพาะต่อถั่วเหลืองเพียงอย่างเดียว 

เมื่อตรวจสอบความถูกต้องและความเหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์ method validation) โดยศงกษา

ความจ้าเพาะสัมพัทธ์และค่าความถูกต้องสัมพัทธ์ พบว่าเชื อไรโซเบียมถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง มีค่า

ความจ้าเพาะสัมพัทธ์ เท่ากับ 100 56.94 และ 54.16 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ค่าความถูกต้องสัมพัทธ์ เท่ากับ 100 

71.30 และ 69.44 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ขณะที่ค่าความไวสัมพัทธ์มีค่าเท่ากัน คือ 100 เปอร์เซ็นต์ ดังนั นไร



โซเบียมทั ง 9 สายพันธุ์ สามารถใช้เป็นเชื อสายพันธุ์อ้างอิงได้อย่างได้อย่างเหมาะสมในการวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพไร

โซเบียม 



Abstract: Acetylene Reduction Assay (ARA) and the Most Probable Number (MPN) are the 

methods for analyzing the efficiency and quantity of rhizobium in rhizobium biofertilizer. Three 

of each rhizobium strains from soybean mung bean and ground nut (DASA 01023 01001 01014 

02009 02008 02002 03069 03071 and 03018) that provide the highest nitrogen fixing rate were 

used as reference strains in this experiment. For inoculation method, the minimum 

concentration of 1.0 x 106 cfu/ml of these strains could produce nodules in their hosts. 

However, only DASA 01001 01014 01023 had specific to soybean. Method validation was 

performed to analyze the specificity of rhizobium strains in rhizobium biofertilizer. The result 

showed that the relative specificity of this method were 100 56.94 54.16%, which resulted in 

100 71.30 69.44% relative accuracy respectively. Whereas, all strains had 100% relative 

sensitivity. Therefore, 9 rhizobium strains in this study can be used to analyze the quantity and 

efficiency of rhizobium in rhizobium biofertilizer. 

 

6. ค าน า:   

 ปัจจุบันเอกชนมีการผลิตปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมเพ่ือจ้าหน่ายกันอย่างแพร่หลาย ในการผลิตปุ๋ยชีวภาพเพ่ือ

การค้านั น มีการควบคุมคุณภาพโดยต้องขอขง นทะเบียนปุ๋ย ตามพระราชบัญญัติปุ๋ย พ.ศ 2518 แก้ไขเพ่ิมเติมโดย 

พระราชบัญญัติปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ. ศ. 2550 ซง่งได้ก้าหนดมาตรฐานปุ๋ยชีวภาพ           ไรโซเบียม จะต้องมี

จุลินทรีย์ไรโซเบียม อย่างน้อย 1 x 106 หรือ 1 ล้านเซลล์ต่อน ้าหนักปุ๋ยชีวภาพ 1 กรัม 

  ไรโซเบียมเป็นจุลินทรีย์ที่สามารถเข้าสร้างปมรากกับพืชตระกูลถั่วและเจริญอยู่ภายในปมรากแบบพง่งพา

อาศัยซง่งกันและกัน  (symbiosis) โดยปมรากพืชตระกูลถั่วที่มีไรโซเบียมอาศัยอยู่เปรียบ เสมือนโรงงานปุ๋ย

ไนโตรเจนทางชีวภาพ เนื่องจากไรโซเบียมสามารถตรงงไนโตรเจนจากบรรยากาศให้เป็นสารประกอบไนโตรเจน 

เพ่ือให้พืชใช้ในการเจริญเติบโตได้ ทั งนี ไรโซเบียมแต่ละสายพันธุ์จะมีความเฉพาะเจาะจงกับพืชตระกูลเช่น  ถั่ว

เหลือง  ถั่วเขียว  และถั่วลิสง ที่แตกต่างกันและมีประสิทธิภาพในการตรงงไนโตรเจนต่างกัน จาการทดสอบการตรงง

ไนโตรเจนได้ตั งแต่ 7.096 ถงง 28.099 (ไมโครโมลเอทธิลีน/พืช/ชม.) ของสายพันธุ์ไรโซเบียมที่อาศัยอยู่กับถั่ว

เหลือง  ถั่วเขียว  และถ่ัวลิสง  

การตรงงไนโตรเจนทางชีวภาพ (Biological Nitrogen Fixation) เป็นกระบวนการผลิตแอมโมเนียจาก

สิ่งมีชีวิตกลุ่มโปรแคริโอต (prokaryote) ที่สามารถใช้แก๊สไนโตรเจนจากบรรยากาศได้ (หนง่ง, 2554) โดยสามารถ

แบ่งตามความสัมพันธ์ระหว่างโปรแคริโอตและพืช เป็น 2 ประเภท ได้แก่ การตรงงไนโตรเจนแบบอิสระ (Free-

Living Heterotrophs) และแบบพง่งพาอาศัย (Symbiotic Nitrogen Fixation) ในที่นี จะกล่าวถงงเฉพาะแบบ



พง่งพาอาศัย คือแบคทีเรียที่ต้องอยู่ร่วมกับสิ่งมีชีวิตอ่ืน (จ้าเพาะเจาะจง) จงงจะสามารถตรงงไนโตรเจนในบรรยากาศ

ได้ เช่น ไรโซเบียม แฟรงเคีย และไซยาโนแบคทีเรีย เป็นต้น ไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเป็นแท่งสั น 

ขนาด 0.5-0.9 x 1.2-3.0 ไมครอน ไม่สร้างเอนโดสปอร์ (endospore) เคลื่อนที่ด้วย flagella มีทั งแบบ single 

polar แ ล ะ  peritrichous เซ ล ล์ มี ก า ร ส ะ ส ม อ าห า ร ใน  granule ที่ ภ า ย ใน บ ร ร จุ  Polymeric beta-

hydroxybutaric acid (PHB) ไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนในการเจริญ สามารถใช้แหล่งคาร์บอนจาก

คาร์โบไฮเดรตหลายชนิด อุณหภูมิที่ 25-30 องศาเซลเซียส และค่า pH 6-7 เป็นช่วงที่เหมาะสมกับการเจริญของ

เชื อ 

  การประยุกต์ใช้ไรโซเบียมในการเกษตรสามารถใช้ได้ทั งในรูปของปุ๋ยพืชสด (พืชตระกูลถั่ว)  โดยไถกลบพืช

ตระกูลถั่ว จะสลายตัวและปล่อยธาตุอาหาร โดยเฉพาะไนโตรเจนในชั นดิน มีรายงานว่าโสนแอฟริกัน (Sesbania 

 ostrate) และ โสน (S. canabina) สามารถตรงงไนโตรเจนได้ 190 และ 149 กิโลกรัม/ไร่/ปี (นันทกร บุญเกิด , 

2529) ซง่งเป็นประโยชน์แก่พืชเศรษฐกิจที่เป็นพืชหลักต่อไป และการใช้หัวเชื อไรโซเบียมร่วมกับพืชตระกูลถั่ว

เศรษฐกิจ โดยมีปัจจัยที่ต้องค้านงงถงง ได้แก่ เชื อไรโซเบียมดั งเดิมที่มีอยู่ในดิน ( indigenous rhizobia) เนื่องจาก

เป็นเชื อที่มีประสิทธิภาพในการสร้างปมต่้า ปริมาณไนโตรเจนในดิน และหัวเชื อควรมีจ้านวนเซลล์ของไรโซเบียมใน

ปริมาณที่มากพอที่จะแข่งขันกับเชื อไรโซเบียมดั งเดิม ทั งนี ไรโซเบียมเป็นจุลินทรีย์ที่นิยมใช้ในการผลิตปุ๋ยชีวภาพ 

เนื่องจากกลไกการตรงงไนโตรเจนที่มีอยู่ในอากาศ มาเปลี่ยนให้เป็นแอมโมเนียหรือสารประกอบไนโตรเจนที่พืช

สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ได้ เชื อ    ไรโซเบียมมีความสามารถในการสร้างปมที่รากหรือที่ล้าต้นของพืชตระกูลถั่ว 

ท้าให้พืชได้ประโยชน์จากการตรงงไนโตรเจนโดยตรง ซง่งต้องอาศัยการท้างานร่วมกันระหว่างพืชตระกูลถั่วกับไร

โซเบียม ดังนั นการใช้ไรโซเบียมเป็นปุ๋ยชีวภาพจงงมีความส้าคัญในการช่วยลดการใช้ปุ๋ยเคมีไนโตรเจนในการผลิตพืช

ตระกูลถั่ว ส่งผลให้มีต้นทุนการผลิตลดลง และช่วยลดปัญหาจากการใช้ปุ๋ยเคมี เช่น การสะสม ตกค้างของปุ๋ยเคมี 

เนื่องจากพืชไม่สามารถน้าไปใช้ได้ทั งหมด รวมถงงการชะล้างปุ๋ยเคมีท้าให้เกิดการปนเปื้อนไปยังแหล่งน ้าอุปโภค 

บริโภคได้ 

  การตรวจวิเคราะห์ปริมาณไรโซเบียมในตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมโดยวิธีการตรวจสอบการเข้าสร้างปม

ที่รากต้นถั่ว (plant  infection  method) เป็นวิธีการตรวจนับจ้านวนไรโซเบียมที่มีชีวิตและมีประสิทธิภาพใน

การเข้าสร้างปม เริ่มด้วยการเตรียมสารละลายปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมให้มีระดับความเจือจางที่แตกต่างกัน และน้าไป

ปลูกใส่ให้กับผิวรากของถั่วซง่งปลูกในถุงปลูก โดยทั่วไปนิยมใช้ถั่วเซอราโตร (siratro) และถั่วที่อยู่ในกลุ่มเดียวกับ

ชนิดถั่วที่ระบุในฉลากปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม ตรวจนับจ้านวนถุงปลูกที่มีการสร้างปมเกิดขง นที่รากถั่วแล้วน้าไปเปิด

ตารางหาค่า Most Probable Number (MPN) เพ่ือประเมินปริมาณแบคทีเรียในกลุ่มไรโซเบียมที่มีชีวิตในปุ๋ย

ชีวภาพไรโซเบียม 



  ใน ค.ศ. 1994 ได้เริ่มมีการจ้าแนกไรโซเบียมโดยใช้การสร้างปมในพืชตระกูลถั่วแต่ละชนิดเป็นเกณฑ์ แต่

ผลที่ได้ยังไม่สามารถน้าไปใช้ในการจัดจ้าแนกได้อย่างชัดเจน ในปัจจุบันหลักเกณฑ์ทั่วๆ ไปที่ใช้ในการจัดจ้าแนกไร

โซเบียม เช่น การทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี ชนิดของพืชตระกูลถั่วที่สามารถสร้างปม 

ความสามารถในการทนเกลือ และความสามารถในการเจริญในสภาวะที่มีสารปฏิชีวนะต่างๆ (หนง่ง, 2554) 

  การตรวจวิเคราะห์ปริมาณไรโซเบียมในตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมโดยวิธีการตรวจสอบการเข้าสร้างปม

ที่รากต้นถั่ว (plant  infection  method) เป็นวิธีการตรวจนับจ้านวนไรโซเบียมที่มีชีวิตและมีประสิทธิภาพใน

การเข้าสร้างปม (nodule) ท้าโดยเริ่มด้วยการเตรียมสารละลายปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมให้มีระดับความเจือจางที่

แตกต่างกัน และน้าไปปลูกใส่ให้กับผิวรากของถั่วซง่งปลูกในถุงปลูก โดยทั่วไปนิยมใช้ถั่วเซอราโตรและถั่วที่อยู่ใน

กลุ่มเดียวกับชนิดถั่วที่ระบุในฉลากปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม ตรวจนับจ้านวนถุงปลูกที่มีการสร้างปมเกิดขง นที่รากถั่ว

แล้วน้าไปเปิดตารางหาค่า Most Probable Number (MPN) เพ่ือประเมินปริมาณแบคทีเรียในกลุ่มไรโซเบียมที่มี

ชีวิตในปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม โดยวิธีที่ปฏิบัติอยู่ยังซง่งมีข้อจ้ากัดหลายประการ เช่น ขาดเชื อไรโซเบียมสายพันธุ์อ้าง 

(reference strain) ในการตรวจวิเคราะห์ ความจ้าเพาะของเชื อไรโซเบียมต่อพืชอาศัย เป็นต้น  

  ดังนั น จงงได้คัดเลือกสายพันธุ์ไรโซเบียมเพ่ือใช้เป็นสายพันธุ์อ้างอิงในการการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
วิเคราะห์ปริมาณและประสิทธิภาพของไรโซเบียมในปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม เพ่ือรองรับการขง นทะเบียนปุ๋ยชีวภาพไร
โซเบียม ตามพระราชบัญญัติปุ๋ย พ.ศ.2518 แก้ไขเพ่ิมเติมโดยพระราชบัญญัติปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 

7. วิธีด าเนินการ:  
สิ่งที่ใช้ในการทดลอง 

1. เชื อไรโซเบียมถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง สายพันธุ์บริสุทธิ์ จากห้องปฏิบัติการวิจัยไรโซเบียม กลุ่มงานวิจัย

จุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

2. ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง  

3. ถั่วเหลือง (พันธุ์เชียงใหม่ 60) เมล็ดถั่วเขียว (พันธุ์ชัยนาท 84-1) และถ่ัวลิสง (พันธุ์ไทนาน 9)  

4. เมล็ดถั่วเซอราโตร 

5. อาหาร yeast mannitol broth (YMB) 

6. สารละลายธาตุอาหาร N-free plant nutrient 

7. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ ตู้บ่มเชื อ หม้อนง่งฆ่าเชื อ เครื่องเขย่าสาร เป็นต้น 

8. เครื่องแก้วและวัสดุอ่ืน ๆ ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. การวัดประสิทธิภาพการตรงงไนโตรเจน 



เชื อไรโซเบียมถั่วเหลืองสายพันธุ์ DASA 01001 01007 01013 01014 01015 01022 01023 01034 

01054 และ 01059 เชื อไรโซเบียมถ่ัวเขียวสายพันธุ์ DASA 02001 02002 02006 02007 02008 02009 02010 

02020 02062 และ 02080 เชื อไรโซเบียมถั่วลิสงสายพันธุ์ DASA 03018 03026 03027 03028 03043 03069 

03071 03083 03084 และ 03094 (Table 1) ซง่งเป็นเชื อไรโซเบียมที่แยกมาจากปมรากถั่วและมีความจ้าเพาะ

กับการสร้างปมรากในต้นถั่วแต่ละชนิดเท่านั น โดยได้รับมาจากห้องปฏิบัติการวิจัยไรโซเบียม กลุ่มงานวิจัย

จุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร น้า เชื อทั ง 30 

สายพันธุ์ดังกล่าวมาท้าการเลี ยงในอาหารเลี ยงเชื อ yeast mannitol broth นับจ้านวนเชื อไรโซเบียมด้วยวิธี 

standard plate count จากนั นท้าการปลูกเชื อไรโซเบียมดังกล่าวให้กับต้นถั่วที่ปลูกใน Leonard jar (Leonard, 

1943) โดยวางแผนการทดลองแบบ Complete randomized design จ้านวน 3 ซ ้า เมื่อต้นถั่วมีอายุประมาณ 

32 วันหลังจากปลูกเชื อ ท้าการศงกษาประสิทธิภาพการตรงงไนโตรเจนของไรโซเบียมในปมรากถั่ว ด้วยเทคนิค 

Acetylene Reduction Assay (ARA) ตามวิธีการของ Hardy et al. (1973) แล้วน้าตัวอย่างแก๊สที่ได้ไปวิเคราะห์

เพ่ือหาปริมาณเอทิลีนด้วยเครื่อง Gas Chromatograph (GC) ค้านวณหาปริมาณแก๊สเอทิลีน โดยเปรียบเทียบกับ

พื นที่ใต้กราฟของเอทิลีนมาตรฐานจากสูตรดังนี  
 



อัตราการตรงงไนโตรเจน = (103 x B x V)/(250 x Std. x A x 22.4)    

 B = พื นที่ใต้กราฟของพืชตัวอย่าง 

 V = ปริมาตรของขวดกรวยแก้วที่ใช้เก็บตัวอย่างเป็นมิลลิลิตร 

 Std. = พื นที่ใต้กราฟเฉลี่ยของแก๊สอะเซทิลีนมาตรฐาน 

   A = เวลาที่ใช้ในการรีดิวซ์แก๊สอะเซทิลีนเป็นชั่วโมง 
 

อัตราการตรงงไนโตรเจน มีหน่วยเป็นไมโครโมลของเอทิลีน (C2H4) ต่อต้นพืชต่อชั่วโมง เมื่อใช้  เอทิลีน

มาตรฐานที่ทราบปริมาตรที่แน่นอน (250 มิลลิลิตร) น้าข้อมูลอัตราการตรงงไนโตรเจนของถั่วแต่ละชนิดที่ได้รับการ

ปลูกเชื อไรโซเบียมแต่ละสายพันธุ์มาเปรียบเทียบกัน เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการตรงงไนโตรเจนดี

ที่สุดไปใช้ในการทดลองต่อไปการบันทงกข้อมูล 

2. การวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม โดยวิธีการหาค่า MPN (Most Probable Number) 

1) การเตรียมถุงปลูก  

ถุงปลูกพืชท้าจากถุงพลาสติกอย่างหนาขนาด 5 x 8 นิ ว ภายในบรรจุกระดาษฟางพับขอบด้านหนง่งของถุง

ปลูกใส่หลอดพลาสติกเพ่ือสะดวกในการเติมธาตุอาหารพืชปริมาตร 100 มิลลิลิตร/ถุงปลูก น้าถุงปลูกที่เตรียม

เรียบร้อยแล้วไปผ่านการฆ่าเชื อปนเปื้อน แล้วน้าไปจัดวางในชั นวางถุงปลูกที่ท้าจากลวดสแตนเลสตัดเป็นกรอบ

สี่เหลี่ยมตอกลงบนแผ่นไม้โดยมีช่องห่างระหว่างกรอบลวด 1 เซนติเมตร 

2) การเพาะเมล็ดถั่ว 

น้าเมล็ดถั่วเซอราโตร ถั่วเขียว ถั่วเหลือง และถั่วลิสง มาฆ่าเชื อปนเปื้อนที่ผิวหุ้มเมล็ด จากนั นแช่เมล็ดถั่ว

และเพาะบนส้าลีที่มีความชื นเหมาะสมในสภาวะปลอดเชื อบนจานเพาะเมล็ดพร้อมฝาปิด เกลี่ยเมล็ดให้ทั่ว น้าไป

บ่มที่อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียสทิ งไว้จนเมล็ดงอกรากมีความยาวประมาณ 0.5 – 1.0 เซนติเมตร  

3) การเตรยีมสารละลายเจือจางของตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพ 

ชั่งตัวอย่างปุ๋ยชีวภาพจ้านวน 10 กรัม ใส่ในขวดแก้วที่บรรจุน ้ากลั่นนง่งฆ่าเชื อปริมาตร 90 มิลลิลิตร เขย่า

ด้วยเครื่องสารเป็นเวลา 30 นาที ที่ความเร็ว 30 รอบ/นาที จะได้สารละลายปุ๋ยชีวภาพที่มีความเจือจาง 10-1 เท่า 

จากนั นท้าสารละลายดังกล่าวให้มีความเจือจางเพ่ิมขง นตามล้าดับ (serial dilution) ตั งแต่ 10-1 ถงง 10-8 โดยใช้น ้า

กลั่นนง่งฆ่าเชื อเป็นตัวละลายเจือจาง (diluent) 

4) การปลูกถั่วในถุงปลูก 

น้าถุงปลูกที่ผ่านการฆ่าเชื อวางในชั นวางถุงปลูก เติมสารละลายธาตุอาหารพืชที่ปราศจากไนโตรเจน (N-

free plant nutrient) ที่ผ่านการนง่งฆ่าเชื อถุงละ 100 มิลลิลิตร ใช้ปากคีบเจาะรูบนขอบกระดาษฟางที่พับไว้ 2 รู 

โดยมีระยะห่างประมาณ 5 เซนติเมตร สอดรากเมล็ดถั่วเซอราโตรที่รากงอกแล้วลงในรูที่เจาะไว้ด้านใดด้านหนง่ง



ของถุงปลูกโดยเมล็ดถั่วจะอยู่บนขอบกระดาษฟางที่ พับไว้ ส่วนรูที่เหลือให้ปลูกถั่วที่ต้องการทดสอบ ด้วยวิธีการ

เช่นเดียวกัน ดูดสารละลายปุ๋ยชีวภาพที่มีระดับของความเจือจางที่ 10-1 ถงง 10-8 โดยเริ่มจากระดับความเจือจาง

มากที่สุดไปถงงน้อยที่สุดคือ เริ่มจาก 10-8 ถงง 10-1 ท้ากาหยดสารละลายเจือจางปุ๋ยชีวภาพจ้านวน 1 มิลลิลิตร/ถุง

ปลูก บริเวณรากถ่ัว ท้า 4 ซ ้าต่อระดับความเจือจาง โดยใช้ถุงท่ีปลูกถั่วอย่างเดียวที่มีการเติมน ้ากลั่นเป็นชุดควบคุม

ชนิดลบ (negative control) และถุงที่ปลูกเชื อไรโซเบียมสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่จ้าเพาะเจาะจงกับถั่วแต่ละชนิดที่มี

ประสิทธิภาพในการตรงงไนโตรเจนสูงเป็นชุดควบคุมชนิดบวก (positive control) จากนั นน้าชั นวางถุงปลูกไปวาง

บนชั นแสง ให้แสงสว่างแก่พืช 12 ชั่วโมง/วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ดูแลให้ธาตุอาหารพืชที่ปราศจาก

ไนโตรเจนเมื่อพืชต้องการ จนครบก้าหนด 3 สัปดาห์ ท้าการทดลองในข้อ 4 ซ ้า โดยเปลี่ยนจากเมล็ดถั่วเหลือง 

เป็นเมล็ดถั่วเขียว และถั่วลิสง ตามล้าดับ โดยทุกถุงที่ปลูกจะต้องมีถั่วเซอราโตรเป็นตัวอย่างควบคุมชนิดบวก 

(positive sample) ทุกถุง เนื่องจากถ่ัวเซอราโตรสามารถเกิดปมรากได้กับเชื อไรโซเบียมทุกชนิด 

5) การค้านวณจ้านวนไรโซเบียมต่อกรัมปุ๋ยชีวภาพ 

เมื่อครบก้าหนดเวลา 3 สัปดาห์ ท้าการตรวจนับจ้านวนถุงที่ต้นถั่วติดปม และน้าไปเปิดตาราง MPN 

(Somasegaran and Hoben, 1994) เพ่ือหาค่าประเมินของจ้านวนไรโซเบียมที่เข้าสร้างปมที่รากต้นถั่ว (m) 

จากนั นค้านวณจ้านวนไรโซเบียมต่อกรัมของปุ๋ยชีวภาพดังนี  
 

   X = m x d 

                 V 

X = จ้านวนไรโซเบียมต่อกรัมปุ๋ยชีวภาพ   

m = ตัวเลขที่ได้จากการเปิดตาราง MPN 

d = ระดับความเจือจางต่้าสุดของสารละลายปุ๋ยชีวภาพที่ใส่ให้กับต้นถั่ว (101) 

v = ปริมาตรสารละลายปุ๋ยชีวภาพที่ใส่ให้กับต้นถั่ว (1 มิลลิลิตร) เวลาและสถานที่ 

6) การตรวจสอบความถูกต้องของของสายพันธุ์ไรโซเบียมวิธีวิเคราะห์ปริมาณในปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม 
(สถาบันวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีชั นสูง และสมาคม เอ โอ เอ ซี ประเทศไทย, 2558) 

โดยการหาค่าความถูกต้องสัมพัทธ์ (Relative Accuracy) ความจ้าเพาะสัมพัทธ์ (Relative Specificity) 
และความไวสัมพัทธ์ (Relative sensitivity) 

 

Responses Reference method positive (R+) Reference method negative (R-) 

Test kit positive (A+) +/+ Positive Agreement  (PA) +/- Positive Deviation    (PD) 

Test kit negative (A-) -/+ Negative Deviation   (ND) -/- Negative Agreement  (NA) 

 ความถูกต้องสัมพัทธ์ =  (PA+NA)/N x100%  



 ความจ้าเพาะสัมพัทธ์ = NA/N- x100%  
 ความไวสัมพัทธ์ = PA/N+ x100%  
      โดย   N   คือ จ้านวนตัวอย่างทั งหมด (PA + PD + NA + ND)  
            N-  คือ จ้านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบทั งหมดของวิธีอ้างอิง (NA + PD)    
            N+ คือ จ้านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกทั งหมดของวิธีอ้างอิง (PA + ND) 

การบันทงกข้อมูล 

 1. ประสิทธิภาพการตรงงในโตรเจนของเชื อไรโซเบียมแต่ละสายพันธุ์ 

 2. การเกิดปมที่รากของถั่วเหลือง ถั่วเขียวและถั่วลิสง 

ระยะเวลาเริ่มต้น  ต.ค. 2558  สิ นสุด ก.ย. 2561 

สถานที่ท้าการทดลอง กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร  
8. ผลการทดลองและวิจารณ์  
 1. การวัดประสิทธิภาพการตรงงไนโตรเจน 
 ผลการวิธีวิเคราะห์ประสิทธิภาพการตรงงไนโตรเจนของเชื อไรโซเบียมส้าหรับถั่วเหลือง ถั่วเขียวและถัว่ลิสง
สายพันธุ์ต่าง ๆ พบว่า สายพันธุ์ DASA 01023 01014 01001 02009 02008 02002 03069 03071 และ 
03018 มีค่าการตรงงไนโตรเจนดีที่สุด 3 อันดับแรกของถั่วแต่ละชนิด ตามล้าดับ (Table 1) จงงได้ท้าการคัดเลือก
เชื อไรโซเบียมทั ง 9 สายพันธุ์ไปใช้เป็นเชื ออ้างอิงในการวิธีวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมด้วยวิธี 
MPN โดยท้าการปลูกเชื อไรโซเบียมทั ง 9 สายพันธุ์ดังกล่าวให้กับถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง เพ่ือทดสอบ
ความจ้าเพาะของเชื อไรโซเบียมต่อการสร้างปมรากในถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสงต่อไป 

Table 1 Number of cell and nitrogen fixation efficiency of each rhizobium strain for 3 kinds of 
bean 

Order Rhizobium strain 
Specificity to the 

beans 
Nitrogen fixing rate* 

(µmoles ethylene/plant/hour) 
1 DASA 01001 Soybean 21.809 

2 DASA 01007 Soybean 14.503 

3 DASA 01013 Soybean 16.814 

4 DASA 01014 Soybean 20.934 

5 DASA 01015 Soybean 8.824 

6 DASA 01022 Soybean 15.182 

7 DASA 01023 Soybean 25.124 

8 DASA 01034 Soybean 16.926 

9 DASA 01054 Soybean 20.036 

10 DASA 01059 Soybean 14.741 



Order Rhizobium strain 
Specificity to the 

beans 
Nitrogen fixing rate* 

(µmoles ethylene/plant/hour) 
11 DASA 02001 Mung bean 6.524 

12 DASA 02002 Mung bean 7.858 

13 DASA 02006 Mung bean 7.704 

14 DASA 02007 Mung bean 2.843 

15 DASA 02008 Mung bean 8.891 

16 DASA 02009 Mung bean 13.456 

17 DASA 02010 Mung bean 4.90 

18 DASA 02020 Mung bean 6.466 

19 DASA 02062 Mung bean 6.409 

20 DASA 02080 Mung bean 5.493 

21 DASA 03018 Ground nut 11.013 

22 DASA 03026 Ground nut 14.118 

23 DASA 03027 Ground nut 17.945 

24 DASA 03028 Ground nut 13.109 

25 DASA 03043 Ground nut 23.740 

26 DASA 03069 Ground nut 23.601 

27 DASA 03071 Ground nut 18.647 

28 DASA 03083 Ground nut 18.181 

29 DASA 03084 Ground nut 13.316 

30 DASA 03094 Ground nut 7.096 

* Mean of three replicates of each strain.  

2. การวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม โดยวิธีการหาค่า MPN (Most Probable Number) 
และการตรวจสอบความถูกต้องของเชื อไรโซเบียมในวิธีวิเคราะห์ปริมาณไรโซเบียมในปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม  
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมส้าหรับถั่วเหลือง  ถั่วเขียว และถั่วลิสงด้วยวิธี 
MPN พบว่า เชื อไรโซเบียมทั ง 9 สายพันธุ์ ที่ความเข้มข้นของเชื ออย่างน้อย 1.0 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร สามารถ
ก่อให้เกิดปมในรากทั ง 3 ชนิดได้ดี เมื่อเปรียบเทียบกับถุงที่ปลูกถั่วอย่างเดียวโดยไม่มีการเติมสารละลายปุ๋ยชีวภาพ
ไรโซเบียม (negative control) (Table 2-4) โดยพบว่าถั่วเซอราโตรที่ตัวอย่างควบคุมชนิดบวก (positive 
sample) มีการสร้างปมในทุกถุงที่มีการปลูกเชื อไรโซเบียมส้าหรับถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง เนื่องจากถั่ว
เซอราโตรจัดเป็นพืชตระกูลถั่วที่ใช้เป็นพืชกับดัก (trap host) ส้าหรับเชื อไรโซเบียม ถั่วเซอราโตรจงงสามารถเกิด
ปมรากได้กับเชื อไรโซเบียมทุกชนิด (Somasegaran and Hoben, 1994)  
 



Table 2 Most probable number of rhizobium for soybean strains: DASA 01001 01014 and 01023  

Concentration of serial dilution 
Number of growth pouch that have nodule 

01001 01014 01023 
10-1 4 4 4 

10-2 4 4 4 
10-3 4 4 4 
10-4 4 4 4 
10-5 4 4 4 
10-6 4 4 4 
10-7 4 3 4 

10-8 1 0 0 
Total 29 27 28 

Number of cell (cells per gram biofertilizer) 3.4 x 107 1.0 x 107 1.8 x 107 

Positive Sample* 4 4 4 

Negative Control* 0 0 0 
* Positive sample means siratro beans grown with rhizobial inoculant. Negative control means soy beans 
grown without rhizobial inoculant 
Table 3 Most probable number of rhizobium for mung bean strains: DASA 02002 02008 and 02009  

Concentration of serial dilution 
Number of growth pouch that have nodule 

02002 02008 02009 
10-1 4 4 4 

10-2 4 4 4 
10-3 4 4 4 
10-4 4 4 4 

10-5 3 4 4 
10-6 3 3 3 
10-7 1 1 2 

10-8 0 0 0 
Total 23 24 25 

Number of cell 
(cells per gram biofertilizer) 

1.0 x 106 1.7 x 106 3.1 x 106 

Positive Sample* 4 4 4 

Negative Control* 0 0 0 
* Positive sample means siratro beans grown with rhizobial inoculant. Negative control means mung beans 
grown without rhizobial inoculant 



 
Table 4  Most probable number of rhizobium for ground nut strains: DASA 0 3018 0 30 69 and 
03071  

Concentration of serial dilution 
Number of growth pouch that have nodule 

03018 03069 03071 
10-1 4 4 4 

10-2 4 4 4 
10-3 4 4 4 
10-4 4 4 4 

10-5 4 4 3 
10-6 3 2 4 
10-7 1 1 1 

10-8 0 0 0 
Total 24 23 24 

Number of cell 
(cells per gram biofertilizer) 

1.7 x 106 1.0 x 106 1.7 x 106 

Positive Sample* 4 4 4 

Negative Control* 0 0 0 
* Positive sample means siratro beans grown with rhizobial inoculant. Negative control means ground nuts 
grown without rhizobial inoculant 
 ผลการทดสอบความจ้าเพาะของเชื อไรโซเบียมส้าหรับถั่วเหลืองสายพันธุ์ DASA 01014 01001 และ 
01023 ต่อการสร้างปมรากกับถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง พบว่าเชื อไรโซเบียมที่จ้าเพาะส้าหรับถั่วเหลืองทั ง 3 
สายพันธุ์ สามารถสร้างปมรากในถั่วเหลืองเพียงอย่างเดียวเท่านั น (Table 5) ส่วนผลการทดสอบความจ้าเพาะของ
เชื อไรโซเบียมส้าหรับถั่วเขียวสายพันธุ์ DASA 02002 02008 และ 02009 ต่อการสร้างปมรากกับถั่วเขียว ถั่ว
เหลือง และถั่วลิสง พบว่าเชื อไรโซเบียมทั ง 3 สายพันธุ์  สามารถสร้างปมรากในถั่วเขียวและถั่วเหลืองได้ แต่ไม่
สามารถสร้างปมรากในถั่วลิสง (Table 6) โดยที่ผลการทดสอบความจ้าเพาะของเชื อไรโซเบียมส้าหรับถั่วลิสงสาย
พันธุ์ DASA 03018 03069 และ 03071 ต่อการสร้างปมรากของถั่วลิสง ถั่วเขียว และถั่วเหลือง พบว่าเชื อไร
โซเบียมทั ง 3 สายพันธุ์ สามารถสร้างปมรากในถั่วเขียวและถั่วเหลือง ในขณะขณะที่สายพันธุ์ DASA 03071 ไม่
สามารถสร้างปมรากในถั่วเหลือง (Table 7) ซง่งตามสมมุติฐานเชื อไรโซเบียมทั ง 9 สายพันธุ์จะมีความจะเพาะ
เจาะจงกับถั่วที่เป็นพืชอาศัยเพียงอย่างเดียว เช่น เชื อไรโซเบียมถั่วเหลือง เท่านั น (Wang et al., 2012) ยกเว้น
เชื อไรโซเบียมถั่วเขียวและถั่วลิสงดังนั นจงงต้องวิเคราะห์ความจ้าเพาะของเชื อไรโซเบียมทางสถิติเพ่ือตรวจสอบ
ความถูกต้องของสายพันธุ์  ไรโซเบียมทั ง 9 สายพันธุ์ 
 



Table 5 Specificity of rhizobium for soybean strains: DASA 0 1 001 0 1 0 1 4  and 0 1 0 2 3  on 
nodulation with soybean and other non-host plants as mung bean and ground nut* 

* + means nodule, - means without nodule 
** Hypothetical result means soybeans grown with rhizobial inoculant and produce nodules.  
*** Negative control means soybeans grown without rhizobial inoculant. 

 
 
 
 
 
Table 6 Specificity of rhizobium for mung bean strain: DASA 0 2 0 0 2  0 2 0 0 8  and 0 2 0 0 9  on 
nodulation with mung bean and other non-host plants as soybean and groundnut* 

Replicate 
Hypothetical 

result** 
Negative 

Control*** 

DASA 01001 DASA 01014 DASA 01023 
mung 
bean 

ground 
nut 

mung 
bean 

ground 
nut 

mung 
bean 

ground 
nut 

1 + - - - - - - - 
2 + - - - - - - - 
3 + - - - - - - - 
4 + - - - - - - - 
5 + - - - - - - - 
6 + - - - - - - - 
7 + - - - - - - - 

8 + - - - - - - - 

9 + - - - - - - - 

10 + - - - - - - - 

11 + - - - - - - - 

12 + - - - - - - - 

Total 12 0 0 0 0 0 0 0 

Replicate Hypothetical 
result** 

Negative 
Control*** 

DASA 02002 DASA 02008 DASA 02009 
soybean groundnut soybean groundnut soybean groundnut 

1 + - + - + - + - 
2 + - + - + - + - 
3 + - + - + - + - 
4 + - + - + - + - 
5 + - + - + - + - 
6 + - + - + - + - 
7 + - + - + - + - 

8 + - + - + - + - 

9 + - + - + - + - 



* + means nodule, - means without nodule 
** Hypothetical result means mung beans grown with rhizobial inoculant and produce nodules.  
*** Negative control means mung beans grown without rhizobial inoculant 

 
Table 7 Specificity of rhizobium for ground nut strains: DASA 0 30 18 0 30 69 and 0 3071 on 
nodulation with ground nut and other non-host plants as soybean and mung bean* 

* + means nodule, - means without nodule 
** Hypothetical result means ground nuts grown with rhizobial inoculant and produce nodules.  
*** Negative control means ground nuts grown without rhizobial inoculant 

 
 เมื่อน้าผลทดสอบความจ้าเพาะของเชื อไรโซเบียมดังกล่าวมาวิเคราะห์ค่าทางสถิติ เพ่ือตรวจสอบความ
ถูกต้องและความเหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์  (method validation) (Table 8-10) พบว่าเชื อไรโซเบียมถั่ว
เหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง มีค่าความจ้าเพาะสัมพัทธ์ เท่ากับ 100 56.94 และ 54.16 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ค่า
ความถูกต้องสัมพัทธ์ เท่ากับ 100 71.30 และ 69.44 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และค่าความไวสัมพัทธ์มีค่าเท่ากัน 
คือ 100 เปอร์เซ็นต์ ทั งนี เชื อไรโซเบียมถั่วเหลืองทั ง  3 สายพันธุ์ ได้แก่ DASA 01014 01001 และ 01023 มี
ความจ้าเพาะเจาะจงเนื่องจากสร้างปมรากเฉพาะกับถั่วเหลืองท้าให้ค่าความจ้าเพาะสัมพัทธ์เท่า 100 เปอร์เซ็นต์ 
ส่งผลให้ค่าค่าความถูกต้องสัมพัทธ์และค่าความไวสัมพัทธ์สูงด้วย ส่วนเชื อไรโซเบียมถั่วเขียว (DASA 02002 
02008 และ 02009) และถั่วลิสง (DASA 03018 03069 และ 03071) ไม่มีความจ้าเพาะต่อถั่วเขียว และถั่วลิสง 

10 + - + - + - + - 

11 + - + - - - - - 

12 + - - - - - - - 

Total 12 0 11 0 10 0 10 0 

Replicate Hypothetical 
result** 

Negative 
Control*** 

DASA 03018 DASA 03069 DASA 03071 

soybean mung bean soybean mung bean soybean mung bean 

1 + - + + + + - + 
2 + - + + + + - + 
3 + - + + + + - + 
4 + - + + + + - + 
5 + - + + - + - + 
6 + - + + - + - + 
7 + - + + - + - + 

8 + - + + - + - + 

9 + - + + - + - + 

10 + - + + - + - + 

11 + - + + - - - + 

12 + - - - - - - + 

Total 12 0 11 11 4 10 0 12 



เพราะสามารถก่อให้เกิดปมรากกับถั่วทั ง 3 ชนิด ท้าให้ค่าความจ้าเพาะสัมพัทธ์ต่้า และส่งผลให้ค่าค่าความถูกต้อง
สัมพัทธ์และค่าความไวสัมพัทธ์ต้่า 
 
Table 8 Validation of quantity and efficiency method for rhizobium in soybean’s rhizobium 
biofertilizer 

Responses Reference method positive (R+) Reference method negative (R-) 

Test kit positive (A+) +/+ Positive Agreement (PA) =   36 -/+ Positive Deviation (PD) =   0 

Test kit negative (A-) +/- Negative Deviation (ND) =    0 -/- Negative Agreement (NA) =   72 

when  N   = total number of samples (NA + PA + PD + ND) = 72+36+0+0 = 108   
         N-  = total number of samples which had negative result (NA + PD) = 72+0 = 72  
         N+ = total number of samples which had positive result (PA + ND) = 36+0 = 36   
Relative Accuracy = (PA+NA)/N x100 = (36+72)/108 x 100 = 100.00 
Relative Specificity = (NA/N-) x100 = 72/(0+72) x 100 = 100.00 
Relative sensitivity = (PA/N+) x100 = 36/(36+0) x 100 = 100.00 
 

 
Table 9 Validation of quantity and efficiency method for rhizobium in mung bean’s rhizobium 
biofertilizer 

Responses Reference method positive (R+) Reference method negative (R-) 

Test kit positive (A+) +/+ Positive Agreement (PA) =   36 -/+ Positive Deviation (PD) =   31 

Test kit negative (A-) +/- Negative Deviation (ND) =    0 -/- Negative Agreement (NA) =   41 

when  N   means total number of samples (NA + PA + PD + ND) = 36+31+0+41 = 108   
         N-  means total number of samples which had negative result (NA + PD) = 31+41 = 72  
         N+ means total number of samples which had positive result (PA + ND) = 36+0 = 36   
Relative Accuracy means (PA+NA)/N x100 = (36+41)/108 x 100 = 71.30  
Relative Specificity means (NA/N-) x100 = (41/72) x 100 = 56.94 
Relative sensitivity means (PA/N+) x100 = (36/36) x 100 = 100.00 
 



Table 10 Validation of quantity and efficiency method for rhizobium in ground nut’s rhizobium 
biofertilizer 

Responses Reference method positive (R+) Reference method negative (R-) 

Test kit positive (A+) +/+ Positive Agreement (PA) =   36 -/+ Positive Deviation (PD) =   33 

Test kit negative (A-) +/- Negative Deviation (ND) =    0 -/- Negative Agreement (NA) =   39 

when  N   means total number of samples (NA + PA + PD + ND) = 39+36+33+0 = 108   
         N-  means total number of samples which had negative result (NA + PD) = 39+33 = 72  
         N+ means total number of samples which had positive result (PA + ND) = 36+0 = 36   
Relative Accuracy means (PA+NA)/N x100 = (36+39)/108 x 100 = 69.44  
Relative Specificity means (NA/N-) x100 = 39/(33+39) x 100 = 54.16 
Relative sensitivity means (PA/N+) x100 = 36/(36+0) x 100 = 100.00 
 

จากผลการติดปมรากของเชื อไรโซเบียมที่จ้าเพาะต่อถั่วชนิดนั นๆ จากตาราง 8-10 แสดงให้เห็นว่าเชื อไร
โซเบียมเป็นตัวอย่างประเภทบวก (positive sample) คือ จะพิจารณาผลบวกเฉพาะปมรากที่เกิดขง นตามชนิดของ
ถั่วที่ได้ระบุไว้บนฉลากปุ๋ยเท่านั น ซง่งเชื อไรโซเบียมทั ง 9 สายพันธุ์สามารถท้าให้เกิดปมกับถั่วที่จ้าเพาะ และจาก
รายงาน ใน ค.ศ. 1994 มีการจ้าแนกไรโซเบียมโดยใช้การสร้างปมในพืชตระกูลถั่วแต่ละชนิดเป็นเกณฑ์ แต่ผลที่ได้
ยังไม่สามารถน้าไปใช้ในการจัดจ้าแนกได้อย่างชัดเจน (หนง่ง, 2554) จงงได้พิจารณาผลบวกเฉพาะปมรากที่เกิดกับ
ถั่วชนิดนั นๆ เท่านั น ดังนั นวิธีวิเคราะห์ปริมาณไรโซเบียมนี จงงสามารถใช้วิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในปุ๋ยชีวภาพไร
โซเบียมได้อย่างเหมาะสม 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

เชื อไรโซเบียมส้าหรับถั่วเหลือง ถั่วเขียว และถั่วลิสง ทั ง 9 สายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการตรงงไนโตรเจน
ดีที่สุด 3 อันดับแรกของถั่วแต่ละชนิด คือ DASA 01023 01001 01014 02009 02008 02002 03069 03071 
และ 03018 ซง่งความเข้มข้นของเชื อไรโซเบียมอย่างน้อย 1.0 x 106 เซลล์/มิลลิลิตร สามารถก่อให้เกิดปมในราก
ถั่วทั ง 3 ชนิด โดยที่การตรวจสอบความถูกต้องและความเหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณไรโซเบียม พบว่า
เชื อไรโซเบียมถั่วเหลืองมีความจ้าเพาะเจาะต่อการสร้างปมรากต่อพืชอาศัยเท่านั น ท้าให้มีค่าความจ้าเพาะสัมพัทธ์ 
และค่าความถูกต้องสัมพัทธ์ เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเชื อไรโซเบียมถั่วเขียวและถั่วลิสง มีค่าความจ้าเพาะ
สัมพัทธ์ และค่าความถูกต้องสัมพัทธ์เท่ากับ 56.94 54.16 71.30 และ 69.44 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ทั งนี ค่าความ
ไวสัมพัทธ์ของเชื อไรโซเบียมของถั่วทั ง 3 ชนิดมีค่าเท่ากันคือ 100 เปอร์เซ็นต ์ 
 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  

1. ได้สายพันธุ์ไรโซเบียมที่สามารถใช้เป็นสายพันธุ์อ้างอิงในการตรวจวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ        ไรโซเบียม
ส้าหรับถั่วเขียว ถั่วลิสง และถ่ัวเหลือง 



2. ได้วิธีการการวิเคราะห์ปริมาณ ประสิทธิภาพ และจัดจ้าแนกชนิดของไรโซเบียมในปุ๋ยชีวภาพ        ไร
โซเบียมที่ได้มาตรฐานเป็นที่ยอมรับในการรับรองการขง นทะเบียนปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมตาม พรบ. ปุ๋ย (ฉบับที่ 2) 
พ.ศ. 2550 
 

11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  -



12. เอกสารอ้างอิง   
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