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ABSTRACT 

 

 Diapause, an arrested period of post-embryonic development in insects, is under 

the control of hormonal interactions. In the bamboo borer Omphisa fuscidentalis 

Hampson (Lepidoptera: Crambidae), larvae remain in diapause for as long as 9 months 

during the dry season, from September to the following June, although the factors that 

regulate larval diapause are poorly understood. The present study describes the cloning 

and expression analysis of the diapause hormone and pheromone biosynthesis activating 

neuropeptide (DH-PBAN) precursor of O. fuscidentalis (OfDH-PBAN cDNA), aiming 

to reveal how it may be involved regulating larval diapause in this species in 

combination with environmental factors. The open reading frame (ORF) of the cDNA 

encodes a 199-amino acid precursor protein that contains DH, PBAN and three other 

neuropeptides, all of which share a conservative C-terminal pentapeptide motif 

FXPR/KL (X=G, T or S). The Of-DH-PBAN is highly similar (74%) to the DH-PBAN 

of the legume pod borer (Maruca vitrata). A quantitative real-time polymerase chain 

reaction (qRT-PCR) reveals that OfDH-PBAN mRNA is expressed only in neural 

tissues and that expression is highest in the suboesophageal ganglion. Moreover, the 

expression level of OfDH-PBAN mRNA in the suboesophageal ganglion is consistently 
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high during the fifth larval instar, increasing moderately in early diapause before 

reaching a peak during late diapause. After pupation, expression of the OfDH-PBAN 

precursor decreases to a low level. In addition to endocrine factors, the results 

demonstrate that photoperiod increases the expression level of OfDH-PBAN mRNA in 

larval diapause. These results also suggest that the expression of the OfDH-PBAN gene 

correlates with larval diapause development and may be activated by photoperiod in O. 

fuscidentalis.  

 When we assayed the responsiveness of diapausing O. fuscidentalis larvae to the 

juvenile hormone analogue (JHA: S-methoprene) and 20-hydroxyecdysone (20E) and 

used a qRT-PCR to survey the mRNA expression changes in response to JHA and 20E 

in the suboesophageal ganglion (SG) and prothoracic gland (PG). We found that both in 

vivo and in vitro experiments presented a similar response pattern on the expression of 

JH receptor (OfMet), OfDH-PBAN, ecdysone receptor (OfEcR-A and OfEcR-B1) and 

ecdysone inducible genes (OfBr-C, OfE75A, OfE75B, OfE75C and OfHR3). JHA 

induced the expression of JH receptor and OfDH-PBAN in SG and PG and ecdysone 

receptor and ecdysone inducible genes in PG only, while 20E induced the expression of 

ecdysone receptor and ecdysone inducible genes in SG and PG. In addition for in vitro 

experiment, JH receptor and OfDH-PBAN were up-regulated by JHA alone, but 

ecdysone receptor and ecdysone inducible genes were up-regulated by JHA and 20E. 

However, JH receptor and OfDH-PBAN in the SG was expressed much faster than JH 

receptor and OfDH-PBAN in the PG and the expression of ecdysone receptor and 

ecdysone inducible genes induced by JHA much later than observed for 20E. These 

results indicate that JHA may stimulate the PG via JH receptor and OfDH-PBAN in the 

SG, terminating larval diapause. Current results therefore suggest a novel regulatory 

mechanism for larval diapause termination in O. fuscidentalis. 
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บทคดัย่อ 
 

 ไดอะพอสเป็นระยะพกัการเจริญเติบโตท่ีเกิดข้ึนในแมลงภายใตก้ารควบคุมของฮอร์โมนใน
ร่างกาย โดยหนอนเยือ่ไผจ่ะอยูใ่นระยะลาร์วลัไดอะพอสนานประมาณ 9 เดือน ตั้งแต่เดือนกนัยายนถึง
เดือนมิถุนายน  อยา่งไรก็ตามปัจจยัท่ีเขา้มาควบคุมระยะลาร์วลัไดอะพอสยงัมีความเขา้ใจกนันอ้ยมาก 
ในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการโคลนน่ิงและวดัการแสดงออกของยนี diapause hormone and pheromone 
biosynthesis activating neuropeptide (OfDH-PBAN cDNA) ของหนอนเยื่อไผ่ เพื่อแสดงให้เห็นว่ายีน
น้ีอาจเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมระยะลาร์วลัไดอะพอสในหนอนเยื่อไผ่และอาจสัมพนัธ์กบัปัจจยัทาง
ส่ิงแวดลอ้มดว้ย โดยพบวา่ยีนน้ีสามารถถอดรหัสเป็นโปรตีนได ้199 กรดอะมิโน ประกอบดว้ย DH, 
PBAN และอีก 3 นิวโรเปบไทด์ ซ่ึงทั้ง 5 นิวโรเปบไทด์จะมีการแชร์ล าดบัเบส FXPR/KL ท่ีคลา้ยกนั
ตรงส่วนทา้ยทางดา้น C-terminal ล าดบักรดอะมิโนของ Of-DH-PBAN แสดงเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน
มากท่ีสุด 74% กบั legume pod borer (Maruca vitrata) จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนโดยใช้
เทคนิค quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) พบว่ายีน OfDH-PBAN มีการ
แสดงออกเกิดข้ึนพบเฉพาะในเน้ือเยื่อท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบประสาทเท่านั้น และมีการแสดงออกสูง
ท่ีสุดในปมประสาทใตห้ลอดอาหาร (subesophageal ganglion) นอกจากน้ีระดบัการแสดงออกของยีน 
OfDH-PBAN ในปมประสาทใตห้ลอดอาหารมีระดบัสูงในระยะตวัหนอนอินสตาร์ท่ีห้า โดยจะเพิ่ม
สูงข้ึนในระดบัปานกลางในช่วงระยะแรกของการเกิดไดอะพอส จากนั้นจะเพิ่มสูงข้ึนจนถึงระดบั
สูงสุดในช่วงทา้ยของระยะไดอะพอส และจะลดต ่าลงอยา่งรวดเร็วเม่ือเขา้สู่ระยะดกัแด ้นอกจากปัจจยั
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ทางดา้นฮอร์โมนแลว้ยงัพบว่าช่วงแสงมีผลต่อการเพิ่มระดบัการแสดงออกของยีน OfDH-PBAN ใน
ระยะลาร์วลัไดอะพอส จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การแสดงออกของยีน OfDH-PBAN ใน
หนอนเยื่อไผ่สัมพนัธ์กบัการเจริญเติบโตของระยะลาร์วลัไดอะพอสและอาจถูกกระตุน้ไดด้้วยช่วง
แสง 

 เม่ือท าการวิเคราะห์การตอบสนองของระยะลาร์วลัไดอะพอสในหนอนเยื่อไผต่่อฮอร์โมนจูวี-
ไนล์สังเคราะห์ (juvenile hormone analogue, JHA: S-methoprene) และ 20-hydroxyecdysone (20E) 
โดยใช้เทคนิค qRT-PCR เพื่อตรวจสอบการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีนท่ีตอบสนองต่อ JHA 
และ 20E ในปมประสาทใตห้ลอดอาหารและต่อมโปรทอแรกซิค พบว่า การทดลองทั้งในสภาวะ in 
vivo และ in vitro แสดงรูปแบบการตอบสนองต่อการแสดงออกของยีน JH receptor (OfMet), OfDH-
PBAN, ecdysone receptor (OfEcR-A and OfEcR-B1) แ ล ะ  ecdysone inducible genes (OfBr-C, 
OfE75A, OfE75B, OfE75C and OfHR3) ท่ีเหมือนกนั โดย JHA ชกัน าการแสดงออกของ JH receptor 
และ OfDH-PBAN ในปมประสาทใตห้ลอดอาหารและต่อมโปรทอแรกซิค และชกัน าการแสดงออก
ของ ecdysone receptor และ ecdysone inducible genes ในต่อมโปรทอแรกซิคเท่านั้น ในขณะท่ี 20E 
ชกัน าการแสดงออกของ ecdysone receptor และ ecdysone inducible genes ในปมประสาทใตห้ลอด
อาหารและต่อมโปรทอแรกซิค นอกจากน้ีการทดลองในสภาวะ in vitro JH receptor และ OfDH-
PBAN มีการแสดงออกเพิ่มข้ึน ข้ึนอยู่กบั JHA เท่านั้น แต่ ecdysone receptor และ ecdysone inducible 
genes มีการแสดงออกเพิ่มข้ึน ข้ึนอยูก่บั JHA และ 20E อยา่งไรก็ตาม JH receptor และ OfDH-PBAN 
ในปมประสาทใต้หลอดอาหารมีการแสดงออกเกิดข้ึนเร็วกว่าในต่อมโปรทอแรกซิค และการ
แสดงออกของ ecdysone receptor และ ecdysone inducible genes ถูกชกัน าไดด้ว้ย JHA มากกว่า 20E 
จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ JHA อาจจะกระตุน้ต่อมโปรทอแรกซิคผา่นทาง JH receptor และ 
OfDH-PBAN ในปมประสาทใตห้ลอดอาหาร และส่งผลให้เกิดการส้ินสุดของระยะลาร์วลัไดอะพอส 
ซ่ึงผลท่ีไดน้ี้น าไปสู่กลไกแบบใหม่ในการควบคุมระยะลาร์วลัไดอะพอสของหนอนเยือ่ไผ ่

 

 

 

 


