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การพัฒนาชีวภัณฑแบคทีเรีย 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.  
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บทคัดยอ 
 แบคทีเรีย Bacillus subtilis  จํานวน 135 ไอโซเลท ถูกแยกจากดิน รากพืช และปุยคอกจาก    

9 จังหวัด  นําไปทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยว
ของขิง ในหองปฏิบัติการพบวามีสามารถคัดเลือกไดแบคทีเรียปฏิปกษ 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)  จากนั้นนําแบคทีเรียปฏิปกษท้ังหมดไปทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของขิงในสภาพเรือนทดลอง พบวาแบคทีเรีย B. subtilis BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 สามารถ
ควบคุมโรคเหี่ยวของขิงไดรอยละ  60   นําแบคทีเรีย B. subtilis  BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 ไป
ทดสอบในสภาพแปลงทดลอง พบวา B. subtilis  BS-DOA 24 สามารถควบคุมโรคไดรอยละ 68   
จากนั้นนําแบคทีเรีย B. subtilis BS-DOA 24 ไปพัฒนาเปนชีวภัณฑสูตรผงสําเร็จอยางงาย  โดยใช ผง 
talcum เปนสารพาในอัตรา 1:4 (V:W)  ไดปริมาณแบคทีเรียปฏิปกษ 1.1x1010  หนวยโคโลนี/กรัม   
ชีวภัณฑนี้เก็บรักษาไดเปนเวลา 12 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง และ 15 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวของขิงในเรือนทดลองไดรอยละ 60  และมีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพแปลงทดลองที่มีการระบาดของโรคเหี่ยวของขิงไดรอยละ 62-65  
จากนั้นนําชีวภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 ไปทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของขิงในสภาพแปลงเกษตรกร ท่ีจังหวัดเพชรบูรณ พบวามีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวของ
ขิงในแปลงเกษตรกรรอยละ 62  และไดผลผลิต  2,260 กิโลกรัม/ไร ผลจากการวิจัยนี้สามารถนํา ชีวภัณฑ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ BS-DOA 24 ท่ีไดพัฒนาเปนตนแบบไปขยายผลสูการผลิตเชิงพาณิชย 
ซ่ึงในปจจุบันมีบริษัท ลัดดา จํากัด มาขอรับการถายทอดแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis BS-DOA 24 
เพื่อตอยอดในระดับอุตสาหกรรม ซ่ึงเปนจะการนําผลงานวิจัยของกรมวิชาการเกษตรไปใชประโยชน
พัฒนาตอยอดในเชิงพาณิชย และแพรหลายสูเกษตรกรในอนาคต 
คําหลัก: ขิง, โรคเหี่ยว 

 

คํานํา 
ขิง (Zingiber officinalis Rosc.) เปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีท่ีมีศักยภาพในการสงออก  สามารถ

นําไปใชประโยชนไดหลากหลาย  ท้ังใชเปนอาหาร เคร่ืองดื่ม ยารักษาโรค  และเคร่ืองสําอางค  เปนท่ี
ตองการของตลาดท้ังในประเทศและตางประเทศ  แหลงเพาะปลูกขิงท่ีสําคัญอยูในแถบภาคเหนือเขต
จังหวัด เชียงราย พะเยา เลย เพชรบูรณ และบางจังหวัดในภาคใต จังหวัดประจวบคีรีขันธ และชุมพร 
เกษตรกรสามารถจําหนายผลผลิตโดยเขาสูตลาดสดและโรงงานแปรรูป  และยังมีโดยมีการสงออกไป
ยังตางประเทศในรูปขิงแหงและขิงสด มีมูลคาการสงออกเพิ่มข้ึนทุกป โดยใน ป พ.ศ. 2554 สงออก 
ปริมาณ  39,137  ตัน  มูลคา  865.7  ลานบาท  (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555)  อยางไรก็ตามการ   
ปลูกขิงในประเทศไทยไมประสบความสําเร็จเทาท่ีควร เนื่องจากปญหาและอุปสรรคหลายประการท่ี
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สําคัญคือเร่ืองของโรคและการปองกันกําจัด โดยเฉพาะโรคเหี่ยวจากแบคทีเรีย Ralstonia   solanacearum    
โรคนี้ทําความเสียหายอยางสูงตอการผลิตและการตลาดของขิง ทําใหขิงท่ีผลิตไดมีผลผลิตตํ่าและ
คุณภาพไมตรงตามความตองการของตลาด เกษตรกรสูญเสียรายได นอกจากนี้เกษตรกรยังไมสามารถ
ปลูกขิงซํ้าท่ีเดิมไดเพราะจะเกิดโรคระบาดรุนแรงในปตอมา  จึงจําเปนตองเปล่ียนท่ีปลูกทุกปทําให
พื้นท่ีปลูกหมดไป ตองบุกรุกทําลายปาเพื่อหาพื้นท่ีปลูกขิง  การปองกันกําจัดโรคนี้มีรายงานการใช
พันธุตานทาน  การเขตกรรมและการใชชีววิธีในการควบคุมโรคเห่ียว  ซ่ึงพบวาการใชชีววิธีควบคุม
โรคเหี่ยวมีความเปนไปไดสูง และเปนท่ียอมรับอยางมาก การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเปนทางเลือก
หนึ่งในการปองกันกําจัดโรคพืชท่ีชวยลดปญหาการใชสารเคมีทางการเกษตรที่ไมถูกตอง และเปน
การนําเอาจุลินทรียท่ีมีอยูในธรรมชาติมาใชใหเกิดประโยชน โดยเฉพาะจุลินทรียท่ีมีคุณสมบัติเปน
แบคทีเรียปฏิปกษ ซ่ึงในปจจุบันไดมีการนํามาใชในการควบคุมสาเหตุโรคพืชท้ัง ราและแบคทีเรีย 
จนกระท่ังผลิตรูปแบบผลิตภัณฑ และจําหนายเปนการคากันอยางแพรหลายเชน  รา Trichoderma  
และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  เปนตน      

ในการศึกษาวิจัยคร้ังนี้มุงเนนงานวิจัยเพื่อพัฒนาชีวภัณฑแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีใชงาย  
แปลงปลูก  สามารถถายทอดใหกับเกษตรกรเพื่อในไปใชประโยชนในการผลิตขิง และเปนตนแบบ
ในการขยายผลสูเชิงพาณิชย และแพรหลายสูเกษตรกรตอไป 

 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การแยก แบคทีเรีย  Bacillus subtilis  จากดิน ปุยคอกและรากพืชตาง ๆ 
 การเก็บตัวอยางรากพืช ดิน และปุยคอก เก็บตัวอยางพืชท่ีไมแสดงอาการของโรคเหี่ยวใน
แปลงปลูกพืชท่ีมีโรคเหี่ยวระบาดโดยเก็บราก ของพริก ยาสูบ กลวย ปทุมมา มันฝร่ัง มะเขือเทศ และ
ปุยคอก จาก จังหวัดเชียงใหม เชียงราย ลําพูน ลําปาง กาญจนบุรี ปทุมธานี นนทบุรี ชุมพร และ
นครปฐม  จํานวน 20 ตัวอยาง และเก็บดินบริเวณรอบราก  จํานวน 20 ตัวอยาง พรอมท้ังเก็บตัวอยาง
ปุยคอกจากแปลงปลูกพืช จํานวน 10 ตัวอยาง รวมท้ังส้ิน 50  ตัวอยาง 

การแยกแบคทีเรียจากดินและปุยคอก นําตัวอยางดินและปุยคอกท่ีเก็บมาได ผ่ึงลมใหแหงพอ
หมาด ๆ นํามาแยก แบคทีเรียตามวิธี  soil plate method จากน้ันนําสารละลายดินหรือปุย 0.1 มิลลิลิตร มา
กระจายบนอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) เก็บโคโลนีของ แบคทีเรียท่ีเจริญเติบโต คัดเลือกเฉพาะ 
แบคทีเรีย B. subtilis โดยทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีตามวิธีการของ Holt et al.(1994) 

การแยกแบคทีเรียจากรากพืช  นําตัวอยางรากพืชมาลางดินบริเวณรากพืชออกหมด ช่ังตัวอยาง
รากพืช จํานวน 1 กรัม นํามาบดในโกรงนึ่งฆาเช้ือใหละเอียด เติมดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 10 มิลลิลิตร  
ผสมใหเขากัน แชไวนาน 20 นาที ทําใหเจือจางโดยวิธี serial dilution  จากน้ันนําตัวอยางรากพืช 0.1 
มิลลิลิตร  ไปกระจายบนอาหารเล้ียงเชื้อ  NGA  เก็บโคโลนีของ แบคทีเรียท่ีเจริญเติบโต คัดเลือกเฉพาะ 
แบคทีเรีย B. subtilis โดยทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีตามวิธีการของ Holt et al.(1994) 
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2. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย R. solanacearum ใน
หองปฏิบัติการ 

การเตรียมแบคทีเรีย R. solanacearum  นําแบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวท่ีแยก
ไดจากขิง จํานวน 2 ไอโซเลท ไดแก No.28 และ No.1378  จาก จังหวัดเชียงราย และเพชรบูรณ มาเล้ียง
บนอาหารเอียง Wakimoto’s semisynthetic potato medium (PSA) บมเช้ือไว 48 ช่ัวโมง แลวนํามาทํา
สารละลายแบคทีเรียโดยเติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 5 มิลลิลิตร ละลายใหเขากัน จากน้ันนํามาทํา double 
layer  ลงบนอาหาร  PSA โดยนําหลอดอาหาร PSA ปริมาตร 7 มิลลิลิตร หลอมท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส  เติมดวยสารละลายแบคทีเรีย  0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเททับลงในจานเล้ียงเช้ือมี
อาหาร PSA เทอยูแลวปริมาตร 15 มิลลิลิตร  เอียงจานอาหารเล้ียงเชื้อใหสวนบนกระจายคลุมท่ัว
ผิวหนาช้ันลางท่ีเทไวแลว เม่ืออาหารแข็งตัวเก็บในตูเย็น 4 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง โดยคว่ําจาน
เล้ียงเช้ือลง 

การเตรียม แบคทีเรีย B. subtilis  นํา แบคทีเรีย B. subtilis ท่ีแยกไดจากพืช ดิน และปุยคอก มาเล้ียง
ในอาหารเหลว Nutrient Glucose Broth (NGB)   ท่ีอุณหภูมิหองบนเคร่ืองเขยา เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แลว
นําไปวัดคาความดูดกลืนแสง ดวยเคร่ือง spectrophotometer ใหมีคาความดูดกลืนแสง (optical density)   
0.1 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร  แบคทีเรียมีความเขมขนประมาณ  1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร 

การทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย R. solanacearum  ทําการทดสอบการยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรีย  R. solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยว ในสภาพหองปฏิบัติการโดยวิธี disc diffusion 
method ใช micropipette หยดสารละลายของ แบคทีเรีย B. subtilis  ท่ีเตรียมไวแลว แตละไอโซเลท 10 
ไมโครลิตรลงบนกระดาษแผนกลมท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร แลววางบนผิวหนาอาหาร
ท่ีเล้ียงแบคทีเรีย R. solanacearum ท่ีเตรียมไว  บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง  ตรวจการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย R. solanacearum โดยการวัดความกวางของ
บริเวณใส (clear zone) จากขอบโคโลนีของแบคทีเรียถึงขอบบริเวณใส 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของ แบคทีเรียปฏิปกษเพื่อควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพเรือนทดลอง  
 การเตรียมดินปลูกขิงท่ีมีแบคทีเรีย R. solanacearum นําสารละลายแบคทีเรีย R. solanacearum  
No.28 ท่ีมีความเขมขนประมาณ  1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร  ผสมกับดินท่ีอบฆาเช้ือแลวใน
ปริมาตร100 มิลลิลิตร/ดิน 8 กิโลกรัม ผสมคลุกใหเขากัน ตรวจหาปริมาณแบคทีเรีย  R. solanacearum 

โดยวิธี soil dilution plates  นําดินท่ีผสมเช้ือแลวใสกระถางขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 นิ้ว จํานวน 0.8 
กิโลกรัม/กระถาง จํานวน 90 กระถาง  

การเตรียม แบคทีเรียปฏิปกษ  นํา แบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรีย  R. solanacearum  ในหองปฏิบัติการ มาทําเปนสารละลายแบคทีเรียปฏิปกษมีความ
เขมขน 1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร เพื่อใชทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง
ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
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การทดสอบการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพเรือนทดลอง โดย วางแผนการทดลองแบบ 
complete randomize design (CRD) มี 9 กรรมวิธี  10 ซํ้า ดังนี ้
กรรมวิธีท่ี 1 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 
กรรมวิธีท่ี 2 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 69 
กรรมวิธีท่ี 3 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 97 
กรรมวิธีท่ี 4 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 108 
กรรมวิธีท่ี 5 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 114 

กรรมวิธีท่ี 6 แบคทีเรียปฏิปกษ. BS-DOA 123 
กรรมวิธีท่ี 7 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 125 
กรรมวิธีท่ี 8 แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 132 
กรรมวิธีท่ี 9 กรรมวิธีควบคุม น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 

นําหัวพันธุขิง แช ในสารละลายแบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธีท่ีเตรียมไว  นาน 30 นาที ผ่ึง
ใหแหง กอนปลูกในดินท่ีมีแบคทีเรีย R. solanacearum ท่ีเตรียมไว กรรมวิธีละ 10 กระถาง ๆ ละ 1 หัว  
รด แบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธี ปริมาตร  50  มิลลิลิตร/ตนทุกๆ 7 วัน  

การบันทึกผล บันทึกตนขิงท่ีแสดงอาการของโรคเหี่ยวทุก 15,  30 และ 45  วัน และตรวจนับ
ปริมาณ แบคทีเรียปฏิปกษและ แบคทีเรีย R. solanacearum  ทุก 15,  30 และ 45  วัน 
4. การทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพแปลงทดลอง  
  การเตรียมแปลงทดลอง  เตรียมแปลงทดลองท่ี ศูนยวิจัยพืชสวน ลําปาง โดย ทําการเพ่ิม
ปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum ในแปลงปลูกใหมีแบคทีเรีย R. solanacearum  สมํ่าเสมอ โดย
ปลูกตนมะเขือเทศพันธุสีดา เม่ือตนมะเขือเทศอายุ 21 วัน ปลูกดวยแบคทีเรีย R. solanacearum No. 28  
ความเขมขน  108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร โดยวิธี clipping method  ท้ิงไวประมาณ 1 เดือน ตนมะเขือ
เทศแสดงอาการของโรคเห่ียว จากนั้นทําการสับตนมะเขือเทศใหละเอียดและปลอยใหยอยสลายใน
แปลงทดสอบ จากนั้นเตรียมแปลงทดลองขนาด  8.0 x 1.5 เมตร จํานวน 20 แปลง  

การเตรียม แบคทีเรียปฏิปกษ  นํา แบคทีเรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียว
ท่ีเกิดจากแบคทีเรีย R. solanacearum ในโรงเรือนทดลอง และ แบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพ
นอยในการควบคุมโรคเห่ียวท่ีใชเปนกรรมวิธีเปรียบเทียบ   มาทําเปนสารละลายแบคทีเรียปฏิปกษ 
ความเขมขนประมาณ  1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร เพื่อใชทดสอบความสามารถในการควบคุม
โรคเหี่ยวของขิงในสภาพแปลงทดลอง 

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

กรรมวิธีท่ี 3 กรรมวิธีเปรียบเทียบ BS-DOA 69 
กรรมวิธีท่ี 4 กรรมวิธีควบคุม น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 

นําหัวพันธุขิง มาแชในสารละลายแบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธีท่ีเตรียมไว นาน 30 นาที ผ่ึง
ใหแหง ปลูกหัวพันธุขิงโดยใช  20 หัวตอแปลง หลังปลูกขิง รด แบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธีใหท่ัว
ทั้งแปลง  ทําการรด แบคทีเรียปฏิปกษทุก ๆ 15 วัน   จํานวน 14 คร้ัง เปนเวลา 7 เดือน 
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การบันทึกผล  บันทึกจํานวนตนท่ีแสดงอาการของโรคเหี่ยวและตาย ตรวจนับปริมาณ 
แบคทีเรียปฏิปกษและ แบคทีเรีย R. solanacearum ในแตละกรรมวิธี เดือนละคร้ัง และบันทึกน้ําหนัก
และปริมาณของผลผลิตท่ีได 
5. การพัฒนาชีวภัณฑสูตรผงของแบคทีเรีย B. subtilis BS-DOA 24 สําหรับควบคุมโรคเหี่ยวของขิง 
5.1 การเตรียมชีวภัณฑสูตรผง  BS-DOA 24 

การเตรียมชีวภัณฑชนิดผง   เล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษ   B.subtilis  BS-DOA 24  บนอาหาร 
Tryptic Soy Agar  (TSA) เปนเวลา 36 ช่ัวโมง  เติมสารละลาย 0.1M magnesium sulfate ปริมาตร 10 
มิลลิลตร/จานเล้ียงเช้ือ  กวาดเซลลแบคทีเรียบนผิวอาหารใหผสมในสารละลายจากนั้นนําไปผสมกับ 
carboxymethylcellulose 2.5% ในน้ํา  ในปริมาตรท่ีเทากัน  พักไว 20 นาที  จึงผสมกับสารพาผงทัลคัม 
(Talcum) ท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวในอัตรา 1:4 โดยปริมาตร/น้ําหนัก  ผสมใหเขากันดีกอนนําไปผ่ึงใหแหงใน
ท่ีรม  บดใหเปนผงละเอียดแลวรอนผานตะแกรงขนาด  35 mesh เก็บไวในถุงพลาสติกกอนนําไป
ศึกษาตอไป (Xu and Gross, 1986) 

การตรวจปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตรอดในชีวภัณฑชนิดผงท่ีผลิตได นําชีวภัณฑชนิดผง BS-
DOA 24  จํานวน  1 กรัม มาตรวจนับปริมาณแบคทีเรีย B. subtilis ดวยวิธี dilution plating บนอาหาร 
NA บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง 3 วัน แลวตรวจนับแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหาร 
5.2 การศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาผงสําเร็จท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาตาง ๆ 

นําชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24 ท่ีผลิตได แบงเปน 2 สวน สวนหนึ่งเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 
(27-30  องศาเซลเซียส)  อีกสวนหนึ่งเก็บรักษาในตูเย็น (4-6  องศาเซลเซียส) ทําการตรวจนับปริมาณ
แบคทีเรีย B. subtilis ท่ีมีชีวิตรอดในชีวภัณฑชนิดผง ท่ีแบงเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองและในตูเย็นทุก 1 เดือน 
เปนระยะเวลา 15 เดือน 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเห่ียวของขิงใน
เรือนทดลอง 

การเตรียมดินผสมแบคทีเรีย R. solanacearum    นําสารละลายแบคทีเรีย R. solanacearum  
No.28  ท่ีมีความเขมขนประมาณ  1.0 x 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร  นําไปผสมคลุกเคลากับดินท่ีนึ่งฆาเช้ือ
แลวท่ีอัตรา 1:10 (ปริมาตร:น้ําหนัก)  นําดินท่ีผสมแบคทีเรียไปตรวจหาปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum 
โดยวิธี soil dilution plates กอนนําดินไปบรรจุในกระถางเพ่ือเตรียมไวปลูกพืชทดสอบตอไป 

การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  นําหัวพันธุขิงมาคลุกดวยชีวภัณฑ
ชนิดผง BS-DOA 24  ท่ีอัตรา 1% โดยนํ้าหนัก  นําไปปลูกในดินท่ีเตรียมไว  รดดวยชีวภัณฑชนิดผง 
BS-DOA 24  จํานวน  10   กรัม/น้ํา  20  ลิตร  (มีความเขมขนของแบคทีเรีย  1x109 หนวยโคโลนี/
มิลลิลิตร)  ทุก 7 วัน สําหรับกรรมวิธีเปรียบเทียบปลูกดวยหัวพันธุขิงท่ีไมไดคลุกดวยชีวภัณฑชนิดผง 
และใชน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือรดทุก 7 วัน 
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การบันทึกขอมูล   บันทึกจํานวนตนขิงท่ีแสดงอาการของโรคเห่ียวทุก 7 วัน และบันทึก
ปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum และ B. subtilis ในดินท่ีใชปลูกขิงทุก 7 วัน  
7. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงใน
สภาพแปลงทดลอง 

การเตรียมแปลงทดลอง  เตรียมแปลงทดลองท่ี ศูนยวิจัยพืชสวน ลําปาง โดยทําการเพ่ิม
ปริมาณแบคทีเรีย R.  solanacearum ในแปลงปลูกใหมีแบคทีเรีย R.  solanacearum  สมํ่าเสมอ ปลูก
ตนมะเขือเทศพันธุสีดา ซ่ึงออนแอตอโรคเหี่ยวลงในแปลงทดสอบ เม่ือตนมะเขือเทศอายุ  21 วัน ปลูก
ดวยแบคทีเรีย R.  solanacearum No. 28  ความเขมขน  108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร ลงบนตนมะเขือเทศ 
โดยวิธี clipping method  ท้ิงไวประมาณ 1 เดือน จากนั้นสับตนมะเขือเทศใหละเอียด จากนั้นเตรียม
แปลงทดลองขนาด  8.0 x 1.5 เมตร จํานวน 12  แปลง  

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

กรรมวิธีท่ี 1  ใชชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24   จํานวน 10  กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 15 วัน 
กรรมวิธีท่ี 2  ใชชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24   จํานวน 10  กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 30 วัน 
กรรมวิธีท่ี 3  ใชชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24   จํานวน 10  กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 60 วัน 
กรรมวิธีท่ี 4 กรรมวิธีควบคุม หัวพันธุขิงไมคลุกชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  รดดวยน้ํา

กล่ันนึ่งฆาเช้ือ 
นําหัวพันธุขิงของกรรมวิธีท่ี 1-3 ไปคลุกดวยใชชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24 ท่ีอัตรา 1% 

โดยนํ้าหนัก  แลวไปปลูกในแปลงทดลองตามแผนการทดลอง   
การบันทึกขอมูล    บันทึกจํานวนตนขิงท่ีเปนโรคเห่ียวทุกเดอืน  

8.  การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงใน
สภาพแปลงเกษตรกร 
 ทําการทดสอบในแปลงปลูกขิงของเกษตรกร อําเภอเขาคอ จังหวัดเพชรบูรณ ขนาด 2 งาน  

โดยการเลือกแปลงปลูกขิงท่ีมีการระบาดของโรคเห่ียว ทําการตรวจหาปริมาณของแบคทีเรีย R. solanacearum 
ในแปลงปลูกกอนการทดลอง  

ทําการทดลอง โดยแบงแปลงทดลองเปน 2 แปลง ขนาดแปลงละ 1 งาน คือ 
แปลงท่ี 1 ทําการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง ดวยชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24 โดยนําหัวพันธุขิง

พันธุขิงหยวก คลุกดวยชีวภัณฑชนิดผงท่ีอัตรา 1% โดยน้ําหนัก  นําไปปลูกในดินท่ีเตรียมไวขางตน  
จากนั้นรดดวยชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24 จํานวน 10  กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 30 วัน   

แปลงท่ี 2 แปลงเปรียบเทียบ ปลูกดวยหัวพันธุขิงท่ีไมไดคลุกดวยชีวภัณฑชนิดผงและใชน้ําเปลา
รดพืชแทนการใชชีวภัณฑชนิดผง 
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การบันทึกขอมูล   บันทึกจํานวนตนขิงท่ีเปนโรคเหี่ยวทุกเดือน และ เก็บน้ําหนักและปริมาณของ
ผลผลิตท่ีได 

 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
1. การแยก แบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis  จากดินและรากพืชตาง ๆ 
 ผลการแยก แบคทีเรียจาก ดิน รากพืช และปุยคอก จํานวน  50 ตัวอยาง  นํามาคัดเลือกหา แบคทีเรีย 
B. subtilis ตามวิธีการของ Holt et.al.(1994) สามารถคัดเลือก แบคทีเรีย B. subtilis ไดจํานวน  135 ไอโซเลท  
เก็บรักษาเช้ือบริสุทธ์ิใน glycerol 20% ท่ี –20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปทดสอบตอไป  
2. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย R. solanacearum ใน

หองปฏิบัติการ 
 คัดเลือกได แบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปน แบคทีเรียปฏิปกษ  8 ไอโซเลท ไดแก  แบคทีเรีย
ปฏิปกษ 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) โดยแบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย R. solanacearum ไดมากท่ีสุดแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย
ปฏิปกษท้ังสองมีการผลิตสารปฏิชีวนะออกมาจํานวนมากโดยมีความกวางของบริเวณใส 3.36- 4.85 
มิลลิเมตร (Table 2; Figure 1)  
3. การทดสอบประสิทธิภาพของ แบคทีเรียปฏิปกษเพื่อควบคุมโรคเหี่ยวของขิงในสภาพเรือนทดลอง  
 ผลการทดลองพบวาตนขิงท่ีรดดวย แบคทีเรียปฏิปกษ  BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวของขิงไดดีท่ีสุด โดยมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียว
รอยละ 60  ในขณะท่ีตนขิงท่ีเปนตัวเปรียบเทียบท่ีรดดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแสดงอาการของโรค 100% 
ต้ังแต 15 วันหลังปลูก (Table 3 ; Figure 2)   
 ผลการตรวจปริมาณ แบคทีเรียปฏิปกษและแบคทีเรีย R. solanacearum พบวาสอดคลองกับ
ผลทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษ โดย ปริมาณ แบคทีเรียปฏิปกษในกรรมวิธีท่ีใช 
แบคทีเรียปฏิปกษ BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวมากท่ีสุด
มีปริมาณเพิ่มมากข้ึน โดยมีปริมาณ แบคทีเรียปฏิปกษ 1.5 x 10 5 และ 1.75 x 10 5 หนวยโคโลนี/ดิน    
1 กรัม ตามลําดับ (Table 4) ในขณะท่ีปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum ในกรรมวิธีท่ีใช แบคทีเรีย
ปฏิปกษ BS-DOA 24 และ BS-DOA 123  ลดลง โดยมีปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum 2.75 x 10 4 
และ 5.6 x 10 4หนวยโคโลนี/ดิน 1 กรัม ตามลําดับ (Table 4)  จากผลทดลองแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย
ปฏิปกษ   BS-DOA 24 และ BS-DOA 123 มีการผลิตสารปฏิชีวนะออกมาจํานวนมากและสามารถอยู
ในดินปลูกขิงไดนาน จึงทําให มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงไดดีท่ีสุด ซ่ึงสอดคลอง
กับท่ี Baker และ Cook (1974) ไดรายงานวาแบคทีเรีย B. subtilis สรางสปอรท่ีเรียกวาเอ็นโดสปอร 
(endospore)  ซ่ึงมีความทนทาน และอยูรอดสูงแมสภาพแวดลอมไมเหมาะสม และสามารถสรางสาร
ปฏิชีวนะ ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคพืช  
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4. การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง ในสภาพแปลงทดลอง  
 ผลการทดสอบพบวากรรมวิธีท่ีใชแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  BS-DOA 24  มีเปอรเซ็นต
การเกิดโรคและการควบคุมโรคแตกตางกับกรรมวิธีอ่ืนๆอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยมีการเกิดโรค
เหี่ยวเพียงรอยละ 32  มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวรอยละ  68 ใหผลผลิต  4,288.03 กิโลกรัม/ไร 
ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมมีเปอรเซ็นตการเกิดโรครอยละ 86  ไดน้ําหนักผลผลิตเพียง 287.44 กิโลกรัม/ไร 
(Table 5; Figure 3)  จากผลการทดลองท่ีไดสอดคลองกับการศึกษาของ Sanaina et al. (1997)  ท่ีคัดเลือก 
แบคทีเรีย B. cereus, B. subtilis จากบริเวณรากของตนมันฝร่ัง สามารถลดการเกิดโรคเหี่ยวของมันฝร่ัง
ไดถึง 83% ทําใหผลผลิตเพิ่มข้ึน 160%  เชนเดียวกับ Guo et al.  (2002) ไดรายงานการใชแบคทีเรีย   
B. subtilis สายพันธุ BH11 สามารถควบคุมโรคเหี่ยวของพริกได 30% ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
ทําใหโรคลดลง  65 %  ทําใหผลผลิตเพิ่มข้ึน 80-100% ในสภาพแปลง  จากการทดลองพบวาการใช
แบคทีเรียปฏิปกษ  B. subtilis  ในการทดสอบน้ีเปนการใชในรูปเซลแขวนลอยของแบคทีเรียทําใหไม
สะดวกตอการนําไปใชในสภาพแปลง และประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษ  B. subtilis  มักไมคงท่ี 
เปล่ียนแปลงไปตามสภาพแวดลอม จึงจําเปนตองมีการพัฒนาชีวภัณฑสูตรผงท่ีใชสะดวกและมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคตอไป 
5. การพัฒนาชีวภัณฑสูตรผงของแบคทีเรีย B. subtilis  BS-DOA 24 สําหรับควบคุมโรคเหี่ยวของขิง 
5.1 การเตรียมชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24 
 ไดชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24 ท่ีมีผงทัลคัม (Talcum) เปนสารพา หลังจากผ่ึงใหแหงสนิทในตู
ปลอดเช้ือ นําไปตรวจนับปริมาณเซลลแบคทีเรียท่ีมีชีวิตรอดในชีวภัณฑสูตรผง โดยวิธี dilution plating 
บนอาหาร NA พบวา ปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตรอดในชีวภัณฑสูตรผง คือ1.1x1010 หนวยโคโลนี/กรัม  
5.2 การศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาผงสําเร็จท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาตาง ๆ  

ผลการทดลองพบวา ชีวภัณฑสูตรผงแบคทีเรียท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหองมีชีวิตอยูรอดได   
12 เดือน แตปริมาณ แบคทีเรียเร่ิมลดลงตั้งแตเดือนท่ี 3 และลดลงอยางรวดเร็วต้ังแตเดือนท่ี 8 จนถึง
เดือนท่ี 12 เหลือเพียง 1.0 x 102 หนวยโคโลนี/กรัม (Table 6)  ในขณะท่ีชีวภัณฑสูตรผงท่ีเก็บไวท่ี
อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  ยังคงมีชีวิตอยูรอดไดถึง 15 เดือนโดยในเดือนท่ี 15 ยังมีความเขมขนเหลือ 
4.3 x 107 หนวยโคโลนี/กรัม (Table 6 ) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเห่ียวของขิงใน
เรือนทดลอง 

 พบวา ประสิทธิภาพของชีวภัณฑสูตรผงในการควบคุมโรคเหี่ยวในสัปดาหท่ี 7 หลังการปลูกขิง 
มีเปอรเซ็นตการควบคุมโรครอยละ 60  โดยมีปริมาณของแบคทีเรีย B. subtilis  3.5 x 105 หนวยโคโลนี/
ดิน 1 กรัม และมีปริมาณแบคทีเรีย R. solanacearum เหลืออยูเพียง 5.6 x 103 หนวยโคโลนี/ดิน 1 กรัม  
ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแสดงอาการของโรคเหี่ยว 100 เปอรเซ็นต  (Table 7 )  
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7. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงใน
สภาพแปลงทดลอง 

 จากผลการทดลองพบวา การควบคุมโรคเห่ียวของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  โดยการ
คลุกหัวพันธุดวย 1% ชีวภัณฑชนิดผง และรดดวยชีวภัณฑชนิดผง ทุก 15 วัน  30 วัน และ 60 วัน  พบ
ในกรรมวิธีท่ีใชชีวภัณฑสูตรผงทุกรรมวิธีใหผลการเกิดโรคไมแตกตางกันทางสถิติ แตแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญกับ กรรมวิธีควบคุมท่ีใชน้ําเปลาแทนชีวภัณฑ  (Table 8)  กรรมวิธีท่ีใชชีวภัณฑชนิดผง   
10 กรัม/น้ํา 20 ลิตร ทุก 30 วัน ใหผลการควบคุมโรคดีท่ีสุด โดยมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค
เหี่ยวรอยละ 65 จากผลการทดลอง พบวา การใชชีวภัณฑชนิดผงทุก 30 วันใหผลการควบคุมโรคเหี่ยว
ไดดีกวา การใชชีวภัณฑสูตรผง ทุก 15 วัน เนื่องมาจากจากหัวพันธุขิงท่ีนํามาใชปลูกในแปลงท่ีมีการ
ใชชีวภัณฑ ทุก 15 วัน มีแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยวติดมาดวย โดยพบ บางแปลงทดลองยอยพบการเกิด
โรคเหี่ยวจํานวนมาก (ขอมูลไมไดแสดง)  ทําใหเม่ือเฉล่ียการเกิดโรคท้ัง  4 ซํ้า ทําใหมีการเกิดโรค
เหี่ยวในแปลงท่ีมีการใชชีวภัณฑผง ทุก 15 วันมากกวา การใชทุก 30 วัน   
8. การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑชนิดผง BS-DOA 24  ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงใน
สภาพแปลงเกษตรกร 

 จากการตรวจหาปริมาณของแบคทีเรีย  R. solanacearum ในแปลงปลูกกอนการทดลอง พบ
ปริมาณแบคทีเรีย  R. solacearum  1.6 x 105 หนวยโคโลนี/ดิน 1 กรัม ผลการทดสอบพบวา แปลงท่ีมี
การใชชีวภัณฑชนิดผงพบการเกิดโรครอยละ  38  ไดผลผลิต 2,260 กิโลกรัม/ไร สวนแปลงท่ีไมไดใช
ชีวภัณฑชนิดผงพบการเกิดโรครอยละ 79 เปอรเซ็นต ไดผลผลิตเพียง 690 กิโลกรัม/ไร (Table 9; 
Figure 4)     

สรุปผลการทดลอง 

จากการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย  Bacillus subtilis สายพันธุ BS-
DOA 24 พบวา มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงรอยละ 68 ในสภาพแปลงทดลอง และ
นํามาพัฒนาเปนชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24 โดยใช ผง talcum เปนตัวพาในอัตรา 1:4 (V/W) ได
ปริมาณแบคทีเรียปฏิปกษ  B. Subtilis   1.1 x1010 หนวยโคโลนี/ ชีวภัณฑ 1 กรัม  ชีวภัณฑสูตรผงนี้ 
เก็บรักษาไวไดนาน 12 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง และ 15 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  อัตราและ
วิธีการใชชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24  ใหมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิง คือ การคลุก
หัวพันธุขิงดวย 1% ชีวภัณฑสูตรผงและรดดวยชีวภัณฑสูตรผงทุก 30 วัน สามารถควบคุมโรคเหี่ยว
ได รอยละ 65 และเม่ือนําไปทดสอบในแปลงปลูกขิงของเกษตรกรที่มีการระบาดของโรคเห่ียว ท่ี
อําเภอเขาคอ จังหวัดเพชรบูรณ พบวา ชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24  สามารถควบคุมโรคเหี่ยวไดรอย
ละ 62 ไดผลผลิต 2,260 กิโลกรัม/ไร  การพัฒนาชีวภัณฑสูตรผง BS-DOA 24  นี้ เปนการพัฒนา
ตนแบบชีวภัณฑท่ีสามารถนําไปใชในการขยายผลสูเชิงพาณิชย และแพรหลายสูเกษตรกรทําใหไดผล
ผลิตท่ีมีคุณภาพ ตรงตามความตองการของตลาด เกษตรกรสามารถปลูกขิงซํ้าท่ีเดิมได เปนการลด
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ปญหาการบุกรุกทําลายปาเพื่อหาพื้นท่ี ปจจุบัน บริษัท ลัดดา จํากัด ไดมาขอรับการถายทอดแบคทีเรีย
ปฏิปกษ B. subtilis BS-DOA 24 เพื่อตอยอดในระดับอุตสาหกรรม ใหอยูในรูปท่ีเกษตรกรสามารถ
นําไปใชไดสะดวกและเก็บรักษาไดนาน ซ่ึงเปนจะการนําผลงานวิจัยของกรมวิชาการเกษตรไปใช
ประโยชนพัฒนาตอยอดในเชิงพาณิชย และแพรหลายสูเกษตรกรในอนาคต 
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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 
B 


