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การพัฒนาชีวภัณฑแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ BS-DOA 24 ในการควบคุมโรค
เหี่ยวของขิงท่ีเกิดจากแบคทีเรีย 

Development of  Bioproduct of Bacillus subtilis BS-DOA 24 strain for Controlling 
Bacterial Wilt of Ginger 
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ABSTRACT 
All 135 isolates of Bacillus subtilis were isolated from soil, roots and manure that were 

collected from 9 Provinces. The 8 isolates (BS-DOA 24, BS-DOA 69, BS-DOA 97, BS-DOA 108, 
BS-DOA 114, BS-DOA 123 BS-DOA 125 and BS-DOA 132) from 135 isolates were selected as 
antagonistic bacteria which can inhibit the growth of Ralstonia solanacearum causes bacterial wilt of 
Ginger in the laboratory. All antagonistic bacteria were tested for effectiveness in controlling bacterial 
wilt of Ginger plants in the greenhouse and experimental plots. The results showed that the 
antagonistic bacteria were BS-DOA 24 and BS-DOA 123 can control the disease 60%. The two 
antagonistic bacterial isolates were tested effective in controlling bacterial wilt of Ginger in the field. 
The results showed that antagonistic bacteria BS-DOA 24 can control the disease 68%. The 
antagonistic bacteria B. subtilis BS-DOA 24 was carried out to develop bioproduct as powder 
formulation using talcum 1:4 (V/W) gave the high population of B. subtilis BS-DOA 24 of 1.1x1010 
CFU/g. The bioproduct storage for 12 months at room temperature and 15 months at 4 oC is still 
effective in controlling bacterial wilt of Ginger in greenhouse at 60% and in the wilt infested field  at 
range 62-65%.  The bioproduct of B. subtilis BS-DOA 24 was tested effective in controlling bacterial 
wilt of Ginger in a farmer’s field at Phetchabun province. The results showed that the bioproduct  can  
control  the wilt at 62 % and harvest up to 2,260  kg / Rai.  In this research, bioproduct  of  B. subtilis  
BS-DOA 24  was developed as a model to be extended to commercial production.  Current, the Ladda 
Co.,Ltd. had requested the antagonistic bacteria B. subtilis BS-DOA 24 in order to develop the 
industry scale which is to bring the research of the Department of Agriculture to develop further 
commercial production and spread to farmers in the future.  
Key words : Ginger, Bacterial Wilt  
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บทคัดยอ 
 แบคทีเรีย Bacillus subtilis  จํานวน 135 ไอโซเลท ถูกแยกจากดิน รากพืช และปุยคอกจาก    

9 จังหวัด  นําไปทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยว
ของขิง ในหองปฏิบัติการพบวามีสามารถคัดเลือกไดแบคทีเรียปฏิปกษ จํานวน 8 ไอโซเลท (BS-
DOA 24, BS-DOA 69, BS-DOA 97, BS-DOA 108, BS-DOA 114, BS-DOA 123 BS-DOA 125 และ 
BS-DOA 132)  จากนั้นนําแบคทีเรียปฏิปกษท้ังหมดไปทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของขิงในสภาพเรือนทดลอง พบวาแบคทีเรีย B. subtilis BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 สามารถ
ควบคุมโรคเหี่ยวของขิงไดรอยละ  60   นําแบคทีเรีย B. subtilis  BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 ไป
ทดสอบในสภาพแปลงทดลอง พบวา B. subtilis  BS-DOA 24 สามารถควบคุมโรคไดรอยละ 68   
จากนั้นนําแบคทีเรีย B. subtilis BS-DOA 24 ไปพัฒนาเปนชีวภัณฑสูตรผงสําเร็จอยางงาย  โดยใช ผง 
talcum เปนสารพาในอัตรา 1:4 (V:W)  ไดปริมาณแบคทีเรียปฏิปกษ 1.1x1010  หนวยโคโลนี/กรัม   
ชีวภัณฑนี้เก็บรักษาไดเปนเวลา 12 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง และ 15 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวของขิงในเรือนทดลองไดรอยละ 60  และมีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพแปลงทดลองที่มีการระบาดของโรคเหี่ยวของขิงไดรอยละ 62-65  
จากนั้นนําชีวภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 ไปทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของขิงในสภาพแปลงเกษตรกร ท่ีจังหวัดเพชรบูรณ พบวามีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวของ
ขิงในแปลงเกษตรกรรอยละ 62  และไดผลผลิต  2,260 กิโลกรัม/ไร ผลจากการวิจัยนี้สามารถนํา ชีวภัณฑ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ BS-DOA 24 ท่ีไดพัฒนาเปนตนแบบไปขยายผลสูการผลิตเชิงพาณิชย 
ซ่ึงในปจจุบันมีบริษัท ลัดดา จํากัด มาขอรับการถายทอดแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis BS-DOA 24 
เพื่อตอยอดในระดับอุตสาหกรรม ซ่ึงเปนจะการนําผลงานวิจัยของกรมวิชาการเกษตรไปใชประโยชน
พัฒนาตอยอดในเชิงพาณิชย และแพรหลายสูเกษตรกรในอนาคต 
คําหลัก: ขิง, โรคเหี่ยว 

 

คํานํา 
ขิง (Zingiber officinalis Rosc.) เปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีท่ีมีศักยภาพในการสงออก  สามารถ

นําไปใชประโยชนไดหลากหลาย  ท้ังใชเปนอาหาร เคร่ืองดื่ม ยารักษาโรค  และเคร่ืองสําอางค  เปนท่ี
ตองการของตลาดท้ังในประเทศและตางประเทศ  แหลงเพาะปลูกขิงท่ีสําคัญอยูในแถบภาคเหนือเขต
จังหวัด เชียงราย พะเยา เลย เพชรบูรณ และบางจังหวัดในภาคใต จังหวัดประจวบคีรีขันธ และชุมพร 
เกษตรกรสามารถจําหนายผลผลิตโดยเขาสูตลาดสดและโรงงานแปรรูป  และยังมีโดยมีการสงออกไป
ยังตางประเทศในรูปขิงแหงและขิงสด มีมูลคาการสงออกเพิ่มข้ึนทุกป โดยใน ป พ.ศ. 2554 สงออก 
ปริมาณ  39,137  ตัน  มูลคา  865.7  ลานบาท  (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555)  อยางไรก็ตามการ   
ปลูกขิงในประเทศไทยไมประสบความสําเร็จเทาท่ีควร เนื่องจากปญหาและอุปสรรคหลายประการท่ี
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สําคัญคือเร่ืองของโรคและการปองกันกําจัด โดยเฉพาะโรคเหี่ยวจากแบคทีเรีย Ralstonia   solanacearum    
โรคนี้ทําความเสียหายอยางสูงตอการผลิตและการตลาดของขิง ทําใหขิงท่ีผลิตไดมีผลผลิตตํ่าและ
คุณภาพไมตรงตามความตองการของตลาด เกษตรกรสูญเสียรายได นอกจากนี้เกษตรกรยังไมสามารถ
ปลูกขิงซํ้าท่ีเดิมไดเพราะจะเกิดโรคระบาดรุนแรงในปตอมา  จึงจําเปนตองเปล่ียนท่ีปลูกทุกปทําให
พื้นท่ีปลูกหมดไป ตองบุกรุกทําลายปาเพื่อหาพื้นท่ีปลูกขิง  การปองกันกําจัดโรคนี้มีรายงานการใช
พันธุตานทาน  การเขตกรรมและการใชชีววิธีในการควบคุมโรคเห่ียว  ซ่ึงพบวาการใชชีววิธีควบคุม
โรคเหี่ยวมีความเปนไปไดสูง และเปนท่ียอมรับอยางมาก การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเปนทางเลือก
หนึ่งในการปองกันกําจัดโรคพืชท่ีชวยลดปญหาการใชสารเคมีทางการเกษตรที่ไมถูกตอง และเปน
การนําเอาจุลินทรียท่ีมีอยูในธรรมชาติมาใชใหเกิดประโยชน โดยเฉพาะจุลินทรียท่ีมีคุณสมบัติเปน
แบคทีเรียปฏิปกษ ซ่ึงในปจจุบันไดมีการนํามาใชในการควบคุมสาเหตุโรคพืชท้ัง ราและแบคทีเรีย 
จนกระท่ังผลิตรูปแบบผลิตภัณฑ และจําหนายเปนการคากันอยางแพรหลายเชน  รา Trichoderma  
และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  เปนตน      

ในการศึกษาวิจัยคร้ังนี้มุงเนนงานวิจัยเพื่อพัฒนาชีวภัณฑแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีใชงาย  
แปลงปลูก  สามารถถายทอดใหกับเกษตรกรเพื่อในไปใชประโยชนในการผลิตขิง และเปนตนแบบ
ในการขยายผลสูเชิงพาณิชย และแพรหลายสูเกษตรกรตอไป 

 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การแยก แบคทีเรีย  Bacillus subtilis  จากดิน ปุยคอกและรากพืชตาง ๆ 
 การเก็บตัวอยางรากพืช ดิน และปุยคอก เก็บตัวอยางพืชท่ีไมแสดงอาการของโรคเหี่ยวใน
แปลงปลูกพืชท่ีมีโรคเหี่ยวระบาดโดยเก็บราก ของพริก ยาสูบ กลวย ปทุมมา มันฝร่ัง มะเขือเทศ และ
ปุยคอก จาก จังหวัดเชียงใหม เชียงราย ลําพูน ลําปาง กาญจนบุรี ปทุมธานี นนทบุรี ชุมพร และ
นครปฐม  จํานวน 20 ตัวอยาง และเก็บดินบริเวณรอบราก  จํานวน 20 ตัวอยาง พรอมท้ังเก็บตัวอยาง
ปุยคอกจากแปลงปลูกพืช จํานวน 10 ตัวอยาง รวมท้ังส้ิน 50  ตัวอยาง 

การแยกแบคทีเรียจากดินและปุยคอก นําตัวอยางดินและปุยคอกท่ีเก็บมาได ผ่ึงลมใหแหงพอ
หมาด ๆ นํามาแยก แบคทีเรียตามวิธี  soil plate method จากน้ันนําสารละลายดินหรือปุย 0.1 มิลลิลิตร มา
กระจายบนอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) เก็บโคโลนีของ แบคทีเรียท่ีเจริญเติบโต คัดเลือกเฉพาะ 
แบคทีเรีย B. subtilis โดยทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีตามวิธีการของ Holt et al.(1994) 

การแยกแบคทีเรียจากรากพืช  นําตัวอยางรากพืชมาลางดินบริเวณรากพืชออกหมด ช่ังตัวอยาง
รากพืช จํานวน 1 กรัม นํามาบดในโกรงนึ่งฆาเช้ือใหละเอียด เติมดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 10 มิลลิลิตร  
ผสมใหเขากัน แชไวนาน 20 นาที ทําใหเจือจางโดยวิธี serial dilution  จากน้ันนําตัวอยางรากพืช 0.1 
มิลลิลิตร  ไปกระจายบนอาหารเล้ียงเชื้อ  NGA  เก็บโคโลนีของ แบคทีเรียท่ีเจริญเติบโต คัดเลือกเฉพาะ 
แบคทีเรีย B. subtilis โดยทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีตามวิธีการของ Holt et al.(1994) 
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2. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย R. solanacearum ใน
หองปฏิบัติการ 

การเตรียมแบคทีเรีย R. solanacearum  นําแบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวท่ีแยก
ไดจากขิง จํานวน 2 ไอโซเลท ไดแก No.28 และ No.1378  จาก จังหวัดเชียงราย และเพชรบูรณ มาเล้ียง
บนอาหารเอียง Wakimoto’s semisynthetic potato medium (PSA) บมเช้ือไว 48 ช่ัวโมง แลวนํามาทํา
สารละลายแบคทีเรียโดยเติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 5 มิลลิลิตร ละลายใหเขากัน จากน้ันนํามาทํา double 
layer  ลงบนอาหาร  PSA โดยนําหลอดอาหาร PSA ปริมาตร 7 มิลลิลิตร หลอมท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส  เติมดวยสารละลายแบคทีเรีย  0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเททับลงในจานเล้ียงเช้ือมี
อาหาร PSA เทอยูแลวปริมาตร 15 มิลลิลิตร  เอียงจานอาหารเล้ียงเชื้อใหสวนบนกระจายคลุมท่ัว
ผิวหนาช้ันลางท่ีเทไวแลว เม่ืออาหารแข็งตัวเก็บในตูเย็น 4 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง โดยคว่ําจาน
เล้ียงเช้ือลง 

การเตรียม แบคทีเรีย B. subtilis  นํา แบคทีเรีย B. subtilis ท่ีแยกไดจากพืช ดิน และปุยคอก มาเล้ียง
ในอาหารเหลว Nutrient Glucose Broth (NGB)   ท่ีอุณหภูมิหองบนเคร่ืองเขยา เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แลว
นําไปวัดคาความดูดกลืนแสง ดวยเคร่ือง spectrophotometer ใหมีคาความดูดกลืนแสง (optical density)   
0.1 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร  แบคทีเรียมีความเขมขนประมาณ  1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร 

การทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย R. solanacearum  ทําการทดสอบการยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรีย  R. solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยว ในสภาพหองปฏิบัติการโดยวิธี disc diffusion 
method ใช micropipette หยดสารละลายของ แบคทีเรีย B. subtilis  ท่ีเตรียมไวแลว แตละไอโซเลท 10 
ไมโครลิตรลงบนกระดาษแผนกลมท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร แลววางบนผิวหนาอาหาร
ท่ีเล้ียงแบคทีเรีย R. solanacearum ท่ีเตรียมไว  บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง  ตรวจการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย R. solanacearum โดยการวัดความกวางของ
บริเวณใส (clear zone) จากขอบโคโลนีของแบคทีเรียถึงขอบบริเวณใส 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของ แบคทีเรียปฏิปกษเพื่อควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพเรือนทดลอง  
 การเตรียมดินปลูกขิงท่ีมีแบคทีเรีย R. solanacearum นําสารละลายแบคทีเรีย R. solanacearum  
No.28 ท่ีมีความเขมขนประมาณ  1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร  ผสมกับดินท่ีอบฆาเช้ือแลวใน
ปริมาตร100 มิลลิลิตร/ดิน 8 กิโลกรัม ผสมคลุกใหเขากัน ตรวจหาปริมาณแบคทีเรีย  R. solanacearum 

โดยวิธี soil dilution plates  นําดินท่ีผสมเช้ือแลวใสกระถางขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 นิ้ว จํานวน 0.8 
กิโลกรัม/กระถาง จํานวน 90 กระถาง  

การเตรียม แบคทีเรียปฏิปกษ  นํา แบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรีย  R. solanacearum  ในหองปฏิบัติการ มาทําเปนสารละลายแบคทีเรียปฏิปกษมีความ
เขมขน 1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร เพื่อใชทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง
ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
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การทดสอบการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพเรือนทดลอง โดย วางแผนการทดลองแบบ 
complete randomize design (CRD) มี 9 กรรมวิธี  10 ซํ้า ดังนี ้
กรรมวิธีท่ี 1 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 
กรรมวิธีท่ี 2 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 69 
กรรมวิธีท่ี 3 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 97 
กรรมวิธีท่ี 4 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 108 
กรรมวิธีท่ี 5 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 114 

กรรมวิธีท่ี 6 แบคทีเรียปฏิปกษ. BS-DOA 123 
กรรมวิธีท่ี 7 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 125 
กรรมวิธีท่ี 8 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 132 
กรรมวิธีท่ี 9 กรรมวิธีควบคุม น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 

นําหัวพันธุขิง แช ในสารละลายแบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธีท่ีเตรียมไว  นาน 30 นาที ผ่ึง
ใหแหง กอนปลูกในดินท่ีมีแบคทีเรีย R. solanacearum ท่ีเตรียมไว กรรมวิธีละ 10 กระถาง ๆ ละ 1 หัว  
รด แบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธี ปริมาตร  50  มิลลิลิตร/ตนทุกๆ 7 วัน  

การบันทึกผล บันทึกตนขิงท่ีแสดงอาการของโรคเหี่ยวทุก 15,  30 และ 45  วัน และตรวจนับ
ปริมาณ แบคทีเรียปฏิปกษและ แบคทีเรีย R. solanacearum  ทุก 15,  30 และ 45  วัน 
4. การทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพแปลงทดลอง  
  การเตรียมแปลงทดลอง  เตรียมแปลงทดลองท่ี ศูนยวิจัยพืชสวน ลําปาง โดย ทําการเพ่ิม
ปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum ในแปลงปลูกใหมีแบคทีเรีย R. solanacearum  สมํ่าเสมอ โดย
ปลูกตนมะเขือเทศพันธุสีดา เม่ือตนมะเขือเทศอายุ 21 วัน ปลูกดวยแบคทีเรีย R. solanacearum No. 28  
ความเขมขน  108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร โดยวิธี clipping method  ท้ิงไวประมาณ 1 เดือน ตนมะเขือ
เทศแสดงอาการของโรคเห่ียว จากนั้นทําการสับตนมะเขือเทศใหละเอียดและปลอยใหยอยสลายใน
แปลงทดสอบ จากนั้นเตรียมแปลงทดลองขนาด  8.0 x 1.5 เมตร จํานวน 20 แปลง  

การเตรียม แบคทีเรียปฏิปกษ  นํา แบคทีเรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียว
ท่ีเกิดจากแบคทีเรีย R. solanacearum ในโรงเรือนทดลอง และ แบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพ
นอยในการควบคุมโรคเห่ียวท่ีใชเปนกรรมวิธีเปรียบเทียบ   มาทําเปนสารละลายแบคทีเรียปฏิปกษ 
ความเขมขนประมาณ  1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร เพื่อใชทดสอบความสามารถในการควบคุม
โรคเหี่ยวของขิงในสภาพแปลงทดลอง 

การทดสอบการควบคุมโรคเห่ียวของขิงในสภาพแปลงทดลอง  โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Randomized Complete Block Design (RCB) มี  4 กรรมวิธี ๆ ละ 5  ซํ้า ๆ ละ 20 หัว  ดังรายเอียด
กรรมวิธีดังนี้ 
กรรมวิธีท่ี 1 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 
กรรมวิธีท่ี 2  แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 123 

กรรมวิธีท่ี 3 กรรมวิธีเปรียบเทียบ BS-DOA 69 
กรรมวิธีท่ี 4 กรรมวิธีควบคุม น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 

นําหัวพันธุขิง มาแชในสารละลายแบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธีท่ีเตรียมไว นาน 30 นาที ผ่ึง
ใหแหง ปลูกหัวพันธุขิงโดยใช  20 หัวตอแปลง หลังปลูกขิง รด แบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธีใหท่ัว
ทั้งแปลง  ทําการรด แบคทีเรียปฏิปกษทุก ๆ 15 วัน   จํานวน 14 คร้ัง เปนเวลา 7 เดือน 
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การบันทึกผล  บันทึกจํานวนตนท่ีแสดงอาการของโรคเหี่ยวและตาย ตรวจนับปริมาณ 
แบคทีเรียปฏิปกษและ แบคทีเรีย R. solanacearum ในแตละกรรมวิธี เดือนละคร้ัง และบันทึกน้ําหนัก
และปริมาณของผลผลิตท่ีได 
5. การพัฒนาชีวภัณฑสูตรผงของแบคทีเรีย B. subtilis BS-DOA 24 สําหรับควบคุมโรคเหี่ยวของขิง 
5.1 การเตรียมชีวภัณฑสูตรผง  BS-DOA 24 

การเตรียมชีวภัณฑชนิดผง   เล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษ   B.subtilis  BS-DOA 24  บนอาหาร 
Tryptic Soy Agar  (TSA) เปนเวลา 36 ช่ัวโมง  เติมสารละลาย 0.1M magnesium sulfate ปริมาตร 10 
มิลลิลตร/จานเล้ียงเช้ือ  กวาดเซลลแบคทีเรียบนผิวอาหารใหผสมในสารละลายจากนั้นนําไปผสมกับ 
carboxymethylcellulose 2.5% ในน้ํา  ในปริมาตรท่ีเทากัน  พักไว 20 นาที  จึงผสมกับสารพาผงทัลคัม 
(Talcum) ท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวในอัตรา 1:4 โดยปริมาตร/น้ําหนัก  ผสมใหเขากันดีกอนนําไปผ่ึงใหแหงใน
ท่ีรม  บดใหเปนผงละเอียดแลวรอนผานตะแกรงขนาด  35 mesh เก็บไวในถุงพลาสติกกอนนําไป
ศึกษาตอไป (Xu and Gross, 1986) 

การตรวจปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตรอดในชีวภัณฑชนิดผงท่ีผลิตได นําชีวภัณฑชนิดผง BS-
DOA 24  จํานวน  1 กรัม มาตรวจนับปริมาณแบคทีเรีย B. subtilis ดวยวิธี dilution plating บนอาหาร 
NA บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง 3 วัน แลวตรวจนับแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหาร 
5.2 การศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาผงสําเร็จท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาตาง ๆ 

นําชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24 ท่ีผลิตได แบงเปน 2 สวน สวนหนึ่งเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 
(27-30  องศาเซลเซียส)  อีกสวนหนึ่งเก็บรักษาในตูเย็น (4-6  องศาเซลเซียส) ทําการตรวจนับปริมาณ
แบคทีเรีย B. subtilis ท่ีมีชีวิตรอดในชีวภัณฑชนิดผง ท่ีแบงเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองและในตูเย็นทุก 1 เดือน 
เปนระยะเวลา 15 เดือน 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเห่ียวของขิงใน
เรือนทดลอง 

การเตรียมดินผสมแบคทีเรีย R. solanacearum    นําสารละลายแบคทีเรีย R. solanacearum  
No.28  ท่ีมีความเขมขนประมาณ  1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร  นําไปผสมคลุกเคลากับดินท่ีนึ่งฆาเช้ือ
แลวท่ีอัตรา 1:10 (ปริมาตร:น้ําหนัก)  นําดินท่ีผสมแบคทีเรียไปตรวจหาปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum 
โดยวิธี soil dilution plates กอนนําดินไปบรรจุในกระถางเพ่ือเตรียมไวปลูกพืชทดสอบตอไป 

การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  นําหัวพันธุขิงมาคลุกดวยชีวภัณฑ
ชนิดผง BS-DOA 24  ท่ีอัตรา 1% โดยนํ้าหนัก  นําไปปลูกในดินท่ีเตรียมไว  รดดวยชีวภัณฑชนิดผง 
BS-DOA 24  จํานวน  10   กรัม/น้ํา  20  ลิตร  (มีความเขมขนของแบคทีเรีย  1x109 หนวยโคโลนี/
มิลลิลิตร)  ทุก 7 วัน สําหรับกรรมวิธีเปรียบเทียบปลูกดวยหัวพันธุขิงท่ีไมไดคลุกดวยชีวภัณฑชนิดผง 
และใชน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือรดทุก 7 วัน 
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การบันทึกขอมูล   บันทึกจํานวนตนขิงท่ีแสดงอาการของโรคเห่ียวทุก 7 วัน และบันทึก
ปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum และ B. subtilis ในดินท่ีใชปลูกขิงทุก 7 วัน  
7. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงใน
สภาพแปลงทดลอง 

การเตรียมแปลงทดลอง  เตรียมแปลงทดลองท่ี ศูนยวิจัยพืชสวน ลําปาง โดยทําการเพ่ิม
ปริมาณแบคทีเรีย R.  solanacearum ในแปลงปลูกใหมีแบคทีเรีย R.  solanacearum  สมํ่าเสมอ ปลูก
ตนมะเขือเทศพันธุสีดา ซ่ึงออนแอตอโรคเหี่ยวลงในแปลงทดสอบ เม่ือตนมะเขือเทศอายุ  21 วัน ปลูก
ดวยแบคทีเรีย R.  solanacearum No. 28  ความเขมขน  108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร ลงบนตนมะเขือเทศ 
โดยวิธี clipping method  ท้ิงไวประมาณ 1 เดือน จากนั้นสับตนมะเขือเทศใหละเอียด จากนั้นเตรียม
แปลงทดลองขนาด  8.0 x 1.5 เมตร จํานวน 12  แปลง  

การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภณัฑชนดิผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง 
โดยวางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design มี  4 กรรมวิธี 5 ซํ้า ๆ ละ 20  หัว 
ดังรายเอียดกรรมวิธีดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1  ใชชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24   จํานวน 10  กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 15 วัน 
กรรมวิธีท่ี 2  ใชชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24   จํานวน 10  กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 30 วัน 
กรรมวิธีท่ี 3  ใชชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24   จํานวน 10  กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 60 วัน 
กรรมวิธีท่ี 4 กรรมวิธีควบคุม หัวพันธุขิงไมคลุกชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  รดดวยน้ํา

กล่ันนึ่งฆาเช้ือ 
นําหัวพันธุขิงของกรรมวิธีท่ี 1-3 ไปคลุกดวยใชชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24 ท่ีอัตรา 1% 

โดยนํ้าหนัก  แลวไปปลูกในแปลงทดลองตามแผนการทดลอง   
การบันทึกขอมูล    บันทึกจํานวนตนขิงท่ีเปนโรคเห่ียวทุกเดอืน  

8.  การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงใน
สภาพแปลงเกษตรกร 
 ทําการทดสอบในแปลงปลูกขิงของเกษตรกร อําเภอเขาคอ จังหวัดเพชรบูรณ ขนาด 2 งาน  

โดยการเลือกแปลงปลูกขิงท่ีมีการระบาดของโรคเห่ียว ทําการตรวจหาปริมาณของแบคทีเรีย R. solanacearum 
ในแปลงปลูกกอนการทดลอง  

ทําการทดลอง โดยแบงแปลงทดลองเปน 2 แปลง ขนาดแปลงละ 1 งาน คือ 
แปลงท่ี 1 ทําการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง ดวยชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24 โดยนําหัวพันธุขิง

พันธุขิงหยวก คลุกดวยชีวภัณฑชนิดผงท่ีอัตรา 1% โดยน้ําหนัก  นําไปปลูกในดินท่ีเตรียมไวขางตน  
จากนั้นรดดวยชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24 จํานวน 10  กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 30 วัน   

แปลงท่ี 2 แปลงเปรียบเทียบ ปลูกดวยหัวพันธุขิงท่ีไมไดคลุกดวยชีวภัณฑชนิดผงและใชน้ําเปลา
รดพืชแทนการใชชีวภัณฑชนิดผง 
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การบันทึกขอมูล   บันทึกจํานวนตนขิงท่ีเปนโรคเหี่ยวทุกเดือน และ เก็บน้ําหนักและปริมาณของ
ผลผลิตท่ีได 

 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
1. การแยก แบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis  จากดินและรากพืชตาง ๆ 
 ผลการแยก แบคทีเรียจาก ดิน รากพืช และปุยคอก จํานวน  50 ตัวอยาง  นํามาคัดเลือกหา แบคทีเรีย 
B. subtilis ตามวิธีการของ Holt et.al.(1994) สามารถคัดเลือก แบคทีเรีย B. subtilis ไดจํานวน  135 ไอโซเลท  
เก็บรักษาเช้ือบริสุทธ์ิใน glycerol 20% ท่ี –20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปทดสอบตอไป  
2. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย R. solanacearum ใน

หองปฏิบัติการ 
 คัดเลือกได แบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปน แบคทีเรียปฏิปกษ  8 ไอโซเลท ไดแก  แบคทีเรีย
ปฏิปกษ BS-DOA 24, BS-DOA 69, BS-DOA 97, BS-DOA 108, BS-DOA 114, BS-DOA 123 BS-
DOA 125และ BS-DOA 132 (Table 1) โดยแบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย R. solanacearum ไดมากท่ีสุดแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย
ปฏิปกษท้ังสองมีการผลิตสารปฏิชีวนะออกมาจํานวนมากโดยมีความกวางของบริเวณใส 3.36- 4.85 
มิลลิเมตร (Table 2; Figure 1)  
3. การทดสอบประสิทธิภาพของ แบคทีเรียปฏิปกษเพื่อควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพเรือนทดลอง  
 ผลการทดลองพบวาตนขิงท่ีรดดวย แบคทีเรียปฏิปกษ  BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวของขิงไดดีท่ีสุด โดยมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียว
รอยละ 60  ในขณะท่ีตนขิงท่ีเปนตัวเปรียบเทียบท่ีรดดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแสดงอาการของโรค 100% 
ต้ังแต 15 วันหลังปลูก (Table 3 ; Figure 2)   
 ผลการตรวจปริมาณ แบคทีเรียปฏิปกษและแบคทีเรีย R. solanacearum พบวาสอดคลองกับ
ผลทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษ โดย ปริมาณ แบคทีเรียปฏิปกษในกรรมวิธีท่ีใช 
แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวมากท่ีสุด
มีปริมาณเพิ่มมากข้ึน โดยมีปริมาณ แบคทีเรียปฏิปกษ 1.5 x 10 5 และ 1.75 x 10 5 หนวยโคโลนี/ดิน    
1 กรัม ตามลําดับ (Table 4) ในขณะท่ีปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum ในกรรมวิธีท่ีใช แบคทีเรีย
ปฏิปกษ BS-DOA 24 และ BS-DOA 123  ลดลง โดยมีปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum 2.75 x 10 4 
และ 5.6 x 10 4หนวยโคโลนี/ดิน 1 กรัม ตามลําดับ (Table 4)  จากผลทดลองแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย
ปฏิปกษ   BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 มีการผลิตสารปฏิชีวนะออกมาจํานวนมากและสามารถอยู
ในดินปลูกขิงไดนาน จึงทําให มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงไดดีท่ีสุด ซ่ึงสอดคลอง
กับท่ี Baker และ Cook (1974) ไดรายงานวาแบคทีเรีย B. subtilis สรางสปอรท่ีเรียกวาเอ็นโดสปอร 
(endospore)  ซ่ึงมีความทนทาน และอยูรอดสูงแมสภาพแวดลอมไมเหมาะสม และสามารถสรางสาร
ปฏิชีวนะ ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคพืช  
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4. การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง ในสภาพแปลงทดลอง  
 ผลการทดสอบพบวากรรมวิธีท่ีใชแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  BS-DOA 24  มีเปอรเซ็นต
การเกิดโรคและการควบคุมโรคแตกตางกับกรรมวิธีอ่ืนๆอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยมีการเกิดโรค
เหี่ยวเพียงรอยละ 32  มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวรอยละ  68 ใหผลผลิต  4,288.03 กิโลกรัม/ไร 
ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมมีเปอรเซ็นตการเกิดโรครอยละ 86  ไดน้ําหนักผลผลิตเพียง 287.44 กิโลกรัม/ไร 
(Table 5; Figure 3)  จากผลการทดลองท่ีไดสอดคลองกับการศึกษาของ Sanaina et al. (1997)  ท่ีคัดเลือก 
แบคทีเรีย B. cereus, B. subtilis จากบริเวณรากของตนมันฝร่ัง สามารถลดการเกิดโรคเหี่ยวของมันฝร่ัง
ไดถึง 83% ทําใหผลผลิตเพิ่มข้ึน 160%  เชนเดียวกับ Guo et al.  (2002) ไดรายงานการใชแบคทีเรีย   
B. subtilis สายพันธุ BH11 สามารถควบคุมโรคเหี่ยวของพริกได 30% ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
ทําใหโรคลดลง  65 %  ทําใหผลผลิตเพิ่มข้ึน 80-100% ในสภาพแปลง  จากการทดลองพบวาการใช
แบคทีเรียปฏิปกษ  B. subtilis  ในการทดสอบน้ีเปนการใชในรูปเซลแขวนลอยของแบคทีเรียทําใหไม
สะดวกตอการนําไปใชในสภาพแปลง และประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษ  B. subtilis  มักไมคงท่ี 
เปล่ียนแปลงไปตามสภาพแวดลอม จึงจําเปนตองมีการพัฒนาชีวภัณฑสูตรผงท่ีใชสะดวกและมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคตอไป 
5. การพัฒนาชีวภัณฑสูตรผงของแบคทีเรีย B. subtilis  BS-DOA 24 สําหรับควบคุมโรคเหี่ยวของขิง 
5.1 การเตรียมชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24 
 ไดชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24 ท่ีมีผงทัลคัม (Talcum) เปนสารพา หลังจากผ่ึงใหแหงสนิทในตู
ปลอดเช้ือ นําไปตรวจนับปริมาณเซลลแบคทีเรียท่ีมีชีวิตรอดในชีวภัณฑสูตรผง โดยวิธี dilution plating 
บนอาหาร NA พบวา ปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตรอดในชีวภัณฑสูตรผง คือ1.1x1010 หนวยโคโลนี/กรัม  
5.2 การศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาผงสําเร็จท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาตาง ๆ  

ผลการทดลองพบวา ชีวภัณฑสูตรผงแบคทีเรียท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหองมีชีวิตอยูรอดได   
12 เดือน แตปริมาณ แบคทีเรียเร่ิมลดลงตั้งแตเดือนท่ี 3 และลดลงอยางรวดเร็วต้ังแตเดือนท่ี 8 จนถึง
เดือนท่ี 12 เหลือเพียง 1.0 x 102 หนวยโคโลนี/กรัม (Table 6)  ในขณะท่ีชีวภัณฑสูตรผงท่ีเก็บไวท่ี
อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  ยังคงมีชีวิตอยูรอดไดถึง 15 เดือนโดยในเดือนท่ี 15 ยังมีความเขมขนเหลือ 
4.3 x 107 หนวยโคโลนี/กรัม (Table 6 ) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเห่ียวของขิงใน
เรือนทดลอง 

 พบวา ประสิทธิภาพของชีวภัณฑสูตรผงในการควบคุมโรคเหี่ยวในสัปดาหท่ี 7 หลังการปลูกขิง 
มีเปอรเซ็นตการควบคุมโรครอยละ 60  โดยมีปริมาณของแบคทีเรีย B. subtilis  3.5 x 105 หนวยโคโลนี/
ดิน 1 กรัม และมีปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum เหลืออยูเพียง 5.6 x 103 หนวยโคโลนี/ดิน 1 กรัม  
ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแสดงอาการของโรคเหี่ยว 100 เปอรเซ็นต  (Table 7 )  
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7. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงใน
สภาพแปลงทดลอง 

 จากผลการทดลองพบวา การควบคุมโรคเห่ียวของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  โดยการ
คลุกหัวพันธุดวย 1% ชีวภัณฑชนิดผง และรดดวยชีวภัณฑชนิดผง ทุก 15 วัน  30 วัน และ 60 วัน  พบ
ในกรรมวิธีท่ีใชชีวภัณฑสูตรผงทุกรรมวิธีใหผลการเกิดโรคไมแตกตางกันทางสถิติ แตแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญกับ กรรมวิธีควบคุมท่ีใชน้ําเปลาแทนชีวภัณฑ  (Table 8)  กรรมวิธีท่ีใชชีวภัณฑชนิดผง   
10 กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 30 วัน ใหผลการควบคุมโรคดีท่ีสุด โดยมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค
เหี่ยวรอยละ 65 จากผลการทดลอง พบวา การใชชีวภัณฑชนิดผงทุก 30 วันใหผลการควบคุมโรคเหี่ยว
ไดดีกวา การใชชีวภัณฑสูตรผง ทุก 15 วัน เนื่องมาจากจากหัวพันธุขิงท่ีนํามาใชปลูกในแปลงท่ีมีการ
ใชชีวภัณฑ ทุก 15 วัน มีแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวติดมาดวย โดยพบ บางแปลงทดลองยอยพบการเกิด
โรคเหี่ยวจํานวนมาก (ขอมูลไมไดแสดง)  ทําใหเม่ือเฉล่ียการเกิดโรคท้ัง  4 ซํ้า ทําใหมีการเกิดโรค
เหี่ยวในแปลงท่ีมีการใชชีวภัณฑผง ทุก 15 วันมากกวา การใชทุก 30 วัน   
8. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงใน
สภาพแปลงเกษตรกร 

 จากการตรวจหาปริมาณของแบคทีเรีย  R. solanacearum ในแปลงปลูกกอนการทดลอง พบ
ปริมาณแบคทีเรีย  R. solacearum  1.6 x 105 หนวยโคโลนี/ดิน 1 กรัม ผลการทดสอบพบวา แปลงท่ีมี
การใชชีวภัณฑชนิดผงพบการเกิดโรครอยละ  38  ไดผลผลิต 2,260 กิโลกรัม/ไร สวนแปลงท่ีไมไดใช
ชีวภัณฑชนิดผงพบการเกิดโรครอยละ 79 เปอรเซ็นต ไดผลผลิตเพียง 690 กิโลกรัม/ไร (Table 9; 
Figure 4)     

สรุปผลการทดลอง 

จากการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย  Bacillus subtilis สายพันธุ BS-
DOA 24 พบวา มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงรอยละ 68 ในสภาพแปลงทดลอง และ
นํามาพัฒนาเปนชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24 โดยใช ผง talcum เปนตัวพาในอัตรา 1:4 (V/W) ได
ปริมาณแบคทีเรียปฏิปกษ  B. Subtilis   1.1 x1010 หนวยโคโลนี/ ชีวภัณฑ 1 กรัม  ชีวภัณฑสูตรผงนี้ 
เก็บรักษาไวไดนาน 12 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง และ 15 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  อัตราและ
วิธีการใชชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24  ใหมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง คือ การคลุก
หัวพันธุขิงดวย 1% ชีวภัณฑสูตรผงและรดดวยชีวภัณฑสูตรผงทุก 30 วัน สามารถควบคุมโรคเหี่ยว
ได รอยละ 65 และเม่ือนําไปทดสอบในแปลงปลูกขิงของเกษตรกรที่มีการระบาดของโรคเห่ียว ท่ี
อําเภอเขาคอ จังหวัดเพชรบูรณ พบวา ชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24  สามารถควบคุมโรคเหี่ยวไดรอย
ละ 62 ไดผลผลิต 2,260 กิโลกรัม/ไร  การพัฒนาชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24  นี้ เปนการพัฒนา
ตนแบบชีวภัณฑท่ีสามารถนําไปใชในการขยายผลสูเชิงพาณิชย และแพรหลายสูเกษตรกรทําใหไดผล
ผลิตท่ีมีคุณภาพ ตรงตามความตองการของตลาด เกษตรกรสามารถปลูกขิงซํ้าท่ีเดิมได เปนการลด
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ปญหาการบุกรุกทําลายปาเพื่อหาพื้นท่ี ปจจุบัน บริษัท ลัดดา จํากัด ไดมาขอรับการถายทอดแบคทีเรีย
ปฏิปกษ B. subtilis BS-DOA 24 เพื่อตอยอดในระดับอุตสาหกรรม ใหอยูในรูปท่ีเกษตรกรสามารถ
นําไปใชไดสะดวกและเก็บรักษาไดนาน ซ่ึงเปนจะการนําผลงานวิจัยของกรมวิชาการเกษตรไปใช
ประโยชนพัฒนาตอยอดในเชิงพาณิชย และแพรหลายสูเกษตรกรในอนาคต 
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Table 1.    List of Antagonistic Bacillus subtilis  isolates  used in this study 

Isolate No. Location Source 
1. BS-DOA 24 Kanchanaburi Soil from tobacco roots   
2. BS-DOA 69 Chiang Rai Soil from Curcuma roots   
3. BS-DOA 97 Chumphon Soil from Ginger roots   
4. BS-DOA 108 Chiang Rai Soil from Ginger roots   
5. BS-DOA 114 Nakhon Pathom Soil from sugarcane roots   
6. BS-DOA 123 Pathum Thani Soil from canal in the vegetable field   
7. BS-DOA 125 Pathum Thani Soil from canal in the vegetable field   
8. BS-DOA 132 Pathum Thani Manure (cow dung) 

 

Table 2.  Size of inhibition zone created by 8 antagonistic Bacillus subtilis againt Ralstonia 
solanacearum under Laboratory condition 

 
Antagonistic Bacteria   

Inhibition zone (mm.) 

R. solanacearum  
No 28. 

R. solanacearum  
No.1378 

1.  BS-DOA 24 3.6 4.8 
2.  BS-DOA 69 3.5 2.15 
3.  BS-DOA 97 3.1 3.75 

 4.  BS-DOA 108 2.6 2.5 
 5.  BS-DOA 114 4.1 2.5 
 6.  BS-DOA 123 3.35 4.85 
 7.  BS-DOA 125 4.8 1.8 
 8.  BS-DOA 132 2.75 2.4 

 

Table 3.   Efficacy of antagonistic Bacillus subtilis in controlling bacterial wilt of ginger caused by 
Ralstonia solanacearum in greenhouse experiments 

Antagonistic Bacteria  
Disease severity (%) 1/ Disease control ( %) 2/ 

15 days 30 days 45 days 15 days 30 days 45 days 

1.  BS-DOA 24 0 20 40 100 80 60 

2.  BS-DOA 69 100 100 100 0 0 0 

3.  BS-DOA 97 20 80 80 80 20 20 

4.  BS-DOA 108 100 100 100 0 0 0 

5.  BS-DOA 114 0 40 60 100 60 40 

6.  BS-DOA 123 0 20 40 100 80 60 

7.  BS-DOA 125 40 80 80 60 20 20 

8.  BS-DOA 132 100 100 100 0 0 0 

9.  control 100 100 100 0 0 0 
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Table 4.   Population of antagonistic Bacillus subtilis and Ralstonia solanacearum in  
  controlling bacterial wilt of ginger under greenhouse experiments for 15, 30 and 45 days 

Antagonistic 
bacteria 

Population of antagonistic Bacillus subtilis   
(CFU / soil 1g) 

Population of antagonistic Ralstonia solanacearum 
(CFU / soil 1g) 

15 days 30 days 45 days 15 days 30 days 45 days 

1.  BS-DOA 24 2.97 x 104 2.6 x 104 1.75 x 105 1.485 x 105 2.7 x 104 2.75 x 104 
2.   BS-DOA 69 7.2 x 105 7.45 x 104 6.75 x 103 7.65 x 104 9.0 x 105 6.7 x 105 
3.  BS-DOA 97 6.4 x 103 4.4 x 103 6.6 x 103 1.35 x 105 9.0 x 105 1.16 x 106 
4.  BS-DOA 108 6.84 x 105 7.4 x 104 2.7 x 103 1.035 x 105 2.5 x 106 1.05 x 106 
5.  BS-DOA 114 1.53 x 104 1.25 x 104 9.3 x 104 1.26 x 105 6.75 x 104 9.9 x 105 
6.  BS-DOA 123 9.9 x 104 2.1x 105 1.5 x 105 1.225 x 105 1.485 x 105 5.6 x 104 
7.  BS-DOA 125 4.5 x 105 1.75 x 104 1.25 x 103 1.53 x 105 1.935 x 105 9.6 x 105 
8. BS-DOA 132 4.5 x 104 3.4x 104 9.2 x 104 2.79 x 105 2.835 x 105 7.8 x 105 

 
Table 5.   Efficacy of antagonistic Bacillus subtilis in controlling bacterial wilt of ginger in the field trial 

Antagonistic bacteria Disease severity (%) Disease control ( %)  Yield (kg./rai) 
1.  BS-DOA 24 32 c1/ 68 4,288.03 a  
2.  BS-DOA 123   60 b 40 1,260.18 b 
3.  BS-DOA 69 69 b 31 968.49 b 
4. control 86 a 0 287.44 b 
CV. 26  %   26  % 

1/ Mean in the same column followed by a common letter are not significantly different at 5% level by DMRT 
 

Table 6.   Populations of Bacillus subtilis that survive in bioproduct stored at various temperatures 
and time 

Month Populations of Bacillus subtilis 
(colony/ml) 

Month Populations of Bacillus subtilis  
(colony/ml) 

Room temperature   4OC Room temperature   4OC 

  0 1/ 1.1 x 1010 1.1 x 1010 8 1.7 x 107 9.0 x 109 
1 0.7 x 1010 1.3 x 1010 9 2.2 x 105 8.0 x 109 
2 0.2 x 1010 1.9 x 1010 10 1.3 x 104 8.6 x 109 
3 5.3 x 109 1.5 x 1010 11 3.2 x 103 8.3 x 109 
4 2.8 x 109 1.5 x 1010 12 1.0 x 102 3.0 x 108 
5 3.3 x 109 1.7 x 1010 13 - 2.5 x 108 
6 1.2 x 108 0.3 x 1010 14 - 1.5 x 108 
7 0.9 x 108 0.9 x 1010 15 - 4.3 x 107 

1/ Initial bacterial population 
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Table 7.  Efficacy of the bioproduct powder of Bacillus subtislis, BS-DOA 24, in controlling 
bacterial wilt of ginger in greenhouse experiments 

 
weeks 

bioproduct powder Sterilized distilled water 

Disease control 
(%)  

Bacterial Population 
(CFU* / soil 1 g)2/ 

Disease control (%)  Bacterial Population 
(CFU* / soil 1 g)2/ 

Ralstonia 
solanacearum 

Bacillus  
subtislis 

Ralstonia  solanacearum 

1 1001/ 3.6 x 106 2.97 x 104 100 3.6 x 106 
2 100 1.2 x105 2.7 x104 100 4.9 x106 
3 90 1.4 x 105 2.6 x 104 80 1.2 x 107 
4 80 8.9 x104 8.7 x104 40 7.2 x107 
5 70 5.6 x 104 1.75 x 105 0 9.6 x 106 
6 60 2.3 x104 2.5 x105 0 4.7 x105 
7 60 5.6x103 3.5 x105 0 2.6 x104 

 
Table 8.   Efficacy of the bioproduct powder of Bacillus subtislis, BS-DOA 24, in controlling 

bacterial wilt of ginger in the field trial 
Treatment Disease severity (%) Disease control (%)  

1.  Mix ginger rhizome with 1% of bioproduct + 10 g/20 liter 
of bioproduct every 15 days 

38 b1/ 62 

2.  Mix ginger rhizome with 1% of bioproduct + 10 g/20 liter 
of bioproduct every 30 days 

35 b 65 

3.  Mix ginger rhizome with 1% of bioproduct + 10 g/20 liter 
of bioproduct every 60 days 

37 b 63 

4. control 60 a 0 
CV. 2.17 % - 
1/ Mean in the same column followed by a common letter are not significantly different at 5% level by DMRT 

 

Table 9.   The efficacy of bioproduct powder of Bacillus subtilis, BS-DOA 24, in controlling 
bacterial wilt of ginger in a farmer's field 

Treatment 
Disease severity 

(%) 
Yield (kg / rai) 

1. bioproduct powder  BS-DOA 24 38 2,260 
2. Control 79 690 
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Figure 1.  Inhibition zone of 2 antagonistic Bacillus subtilis  BS-DOA 123 (A) and BS-DOA 24 (B)   

againt  Ralstonia solanacearum were tested under laboratory condition  
 

 
 
 
 
 
 
              Figure 2.  Efficacy of antagonistic Bacillus subtilis in controlling bacterial wilt of ginger in     
                                greenhouse experiments.  BS-DOA 24 (A) and BS-DOA 123 (B) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

               Figure  3.   Efficacy of antagonistic Bacillus subtilis in controlling bacterial wilt of ginger 
in the field trial. (A) BS-DOA 24;  (B) BS-DOA 123;  (C) BS-DOA 69;   (D) Control    
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Figure 4.   The efficacy of bioproduct powder of Bacillus subtilis BS-DOA 24 in controlling 
           bacterial wilt of ginger in a farmer's  field.   

  (A) use the bioproduct powder  BS-DOA 24 (B) Control  
 

A 
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