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ABSTRACT 

 

Pathogenic activity and potential efficacies of six entomopathogenic fungal 

strains locally isolated from naturally infected insect cadavers collected at four 

different locations in Chiang Mai province and two species of Cordyceps were 

evaluated in this study. Total of eight fungal isolates were evaluated for their 

pathogenicity on two different hosts in order to investigate their infectious efficacy in 

broad host ranges by using conidial suspension in both soil and plant. Though all 

isolates were pathogenic to both agricultural pests, Metarhizium flavoviride, 

Paecilomyces lilacinus and Beauveria bassiana (MF03) were highly virulence against 

the pupae of Bactrocera spp. based on the minimal concentration (LD50) and lethal 

time to kill 50% of fruit fly (LT50). In case of two-spotted spider mites, Tetranychus 
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urticae Koch, the most effective isolates were M. flavoviride, P. lilacinus and two 

isolates of B. bassiana (MF03 and MG03).  

The suitable substrate for the aerial conidia production of native fungal 

isolates was selected by using five grains such as rice, wheat, rye, corn and sorghum. 

Spore productivity on sorghum yielded the maximum amount of spores for P. 

lilacinus MT02 and M. flavoviride CT01 whereas rice yielded the greatest amount of 

spore for B. bassiana, MF03. The quality control parameters; viability, purity and 

pathogenic activity of spores were also examined. Spore viability was over 80% for 

all isolates that had been inoculated for 60 days.  Harvested conidial suspension of P. 

lilacinus obtained highest virulence against Bactrocera spp. at the concentration of 

(1× 106 spore ml-1).This is a promising strategy for the mass production of native 

entomogenous fungal strains in solid substrate with least production cost. 

Eight entomogenous fungal isolates were screened their antibiotic activity in 

five liquid media by using agar-well diffusion method. Among all evaluated fungal 

strains, C. militaris and M. flavoviride did not produce any antimicrobial activities 

except M. flavoviride showed anti-yeast activity, Candida albicans, in PDB medium. 

Moreover, antifungal activity was not detected in P. lilacinus. All EPFs had no clear 

zone against Collectotrichum sp. and Sclerotium solani. Anti- Staphylococcus aureus 

activity was found only in B. bassiana (MG03) in 802C medium and C. 

pseudomilitaris in SMY and GSSM production media. The rest of the insect 

pathogenic fungi produced anti- Bacillus cereus and anti- Proteus mirabilis activity. 

Red pigment producing B. bassiana (MF03) and water extract of P. lilacinus 

displayed antibacterial activity towards Gram-negative bacteria, P. mirabilis. Only C. 

pseudomilitaris showed anti- Ralstonia solanacearum in SMY medium. From this 
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result, it is clear that the growth media plays an important role in the determination of 

antibacterial and antifungal activities without including insect-derived materials.  

When all tested fungal isolates were detected for cuticle-degrading enzymes, 

chitinase was more activated in the supernatant from the culture incombination of 

1.0% colloidal chitin with 0.8% glucose. Additionally, P. lilacinus produced highest 

protease activity followed by M. anisopliae.  

Nevertheless dipicolinic acid is a known insecticidal secondary metabolite in 

insect pathogenic fungi but the occurrence of DPA from fungal extract of native M. 

flavoviride by high performance liquid chromatography is the very first report. The 

dipicolinic acid concentration was observed 43.72 mg/L at the retention time 0.132 

min. The fungal extracts of four virulence strains were proved safety to vertebrate 

when in vitro cytotoxicity was investigated in Vero cell line (monkey kidney).  

 

Keywords: entomopathogenic fungi, secondary metabolites, pathogenicity, 

cytotoxicity 



viii 

 

 ชื่อเร่ืองวิทยานิพนธ ประสิทธิผลของฟงไจท่ีกอใหเกิดโรคในแมลงและความ 
 สามารถในการกอโรคในแมลงผลไมและ ไรแมงมุมสองจุด 
ผูเขียน นางสาวเทส เทส มาร  
ปริญญา  วิทยาศาสตรดษุฎีบัณฑิต (จุลชีววิทยาประยุกต) 
คณะกรรมการท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ  ศ. ดร. สายสมร ลํายอง อาจารยท่ีปรึกษาหลัก 
  ผศ. ดร. ภาณวุรรณ จันทรวรรณกูร อาจารยท่ีปรึกษารวม 
  ดร. วสุ ปฐมอารีย อาจารยท่ีปรึกษารวม 
                                   

 
บทคัดยอ 

ไดทําการศึกษากิจกรรมท่ีทําใหเกิดโรคและศักยภาพของราแมลงหกชนิดท่ีแยกไดจากซาก
แมลงท่ีติดเช้ือตามธรรมชาติในพื้นท่ีส่ีแหลงในจังหวัดเชียงใหม และเช้ือรา Cordyceps จํานวนสอง
สายพันธุรวมทั้งหมดแปดไอโซเลต ทําการศึกษาความสามารถท่ีทําใหเกิดโรคในแมลงและไร
ศัตรูพืช เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพในวงกวางโดยใชสปอรแขวนลอยทดสอบในดินและพืช เช้ือ
ราแตละไอโซเลตกอโรคในแมลงและไรพืชท้ังสองชนิด รา Metarhizium flavoviride รา 
Paecilomyces lilacinus และรา Beauveria bassiana MF03 มีความรุนแรงในการกอโรคกับดักแด
แมลงวันผลไม (Bactrocera spp.) ดวยระดับความเขมขนต่ําสุด (LD50) และระดับการตายท่ี 50 
เปอรเซ็นต (LT50) ในแมลงวันผลไม ในกรณีของไรแมงมุม Tetranychus urticae Koch ไอโซเลตท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงสุดคือ รา M. flavoviride รา P. lilacinus และสองไอโซเลตของรา B. bassiana 
MF03 และ MG03 

คัดเลือกสับสเตรทท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตสปอรของราทองถ่ินโดยใชธัญพืชหาชนิด
ไดแก ขาว ขาวสาลี ขาวไรน ขาวโพด และขาวฟาง  พบรา P. lilacinus MT02 และรา M. flavoviride 
CT01 ผลิตสปอรสูงสุดในขาวฟาง ในขณะรา B. bassiana MF03 มีการสรางสปอรมากท่ีสุดในขาว
 เม่ือทดสอบปจจัยในการควบคุมคุณภาพของความสามารถในการอยูรอด ความบริสุทธ์ิ 
และกิจกรรมท่ีทําใหเกิดโรคของสปอร พบสปอรราทุกไอโซเลตสามารถอยูรอดมากวา 80 
เปอรเซ็นตเม่ือบมเปนเวลา 60 วัน สปอรแขวนลอยที่เก็บจากรา P. lilacinus ใหความรุนแรงมาก
ท่ีสุดในแมลงวันผลไมท่ีความเขมขน 1106 สปอรตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนวิธีท่ีมีแนวโนมท่ีจะใชใน
การผลิตมวลของราแมลงสายพันธุทองถ่ินในสับสเตรทท่ีเหมาะสมโดยมีราคาตํ่า 
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คัดกรองการผลิตสารปฏิชีวนะของราแมลงท้ังแปดไอโซเลตในอาหารเหลวหาชนิดดวยวิธี
agar-well diffusion   พบราแมลง C. militaris และรา M. flavoviride ไมสรางกิจกรรมการตานจุลชีพ 
ยกเวน M. flavoviride ท่ีผลิตสารตอตานยีสต Candida albicans ในอาหาร PDB  กิจกรรมการตาน
ราตรวจไมพบใน P. lilacinus ซ่ึงราแมลงทุกสายพันธุไมแสดงวงใสในการตานรา Collectotrichum 
sp. และรา Sclerotium solani กิจกรรมการตานเช้ือ  Staphylococcus aureus พบในรา B. bassiana 
MG03 ในอาหาร 802C และรา C. pseudomilitaris ในอาหาร SMY and GSSM ราแมลงท่ีเหลือสราง
กิจกรรมตานเช้ือ Bacillus และเช้ือ Proteus  ราท่ีผลิตรงควัตถุสีแดง B. bassiana MG03 และสาร
สกัดดวยนํ้าของรา P. lilacinus แสดงกิจกรรมการตานแบคทีเรียแกรมลบคือเช้ือ P. mirabilis มีเพียง 
C. pseudomilitaris แสดงการตาน Ralstonia solanacearum ในอาหาร SMY  จากผลการทดลองน้ี
เห็นไดชัดเจนวาอาหารท่ีใชในการเจริญมีบทบาทสําคัญในการกําหนดกิจกรรมการตานแบคทีเรีย
และรา โดยไมมีสวนประกอบของแมลง 

เม่ือตรวจวัดกจิกรรมของเอนไซมสลายคิวติเคลจากราแมลงทองถ่ินทุกไอโซเลต พบวามี
การสรางไคติเนสมากในอาหารท่ีมี colloidal chitin 1% รวมกับกลูโคส 0.8% นอกจากนี้ P. 
lilacinus ผลิตกิจกรรมเอนไซมโปรติเนสไดสูงสุด รองลงมาคือ M. anispliae 

อยางไรก็ตามกรด dipicolinic เปนสารทุติยภูมิของราแมลงท่ีมีผลในการทําลายแมลง ซ่ึง
กรด dipicolinic ท่ีพบจากการสกัดจากอาหารท่ีใชเล้ียงราทองถ่ิน M. flavoviride เปนการรายงาน
คร้ังแรก เม่ือวเิคราะหดวย high Performance liquid chromatography  พบวาท่ี retaintion time 0.132 
นาที วัดปริมาณความเขมขนของกรด dipicolinic ได 43.72 มิลลิกรัมตอลิตร สารสกัดจากเช้ือราสาย
พันธุท่ีมีความรุนแรงพิสูจนไดวามีความปลอดภัยตอสัตวมีกระดูกสันหลังเม่ือทดสอบความเปนพิษ
ตอ Vero เซลล (เซลลไตลิง) ในหองปฏิบัติการทดลอง  
 
คําสําคัญ: ราแมลง สารทุติยภูมิ การทําใหเกิดโรค การเปนพิษ 


