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ABSTRACT

Oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) is a major crop commodity in Malaysia and Indonesia, contributing more than 80% of global palm
oil production; however, its productivity is threatened by basal stem rot (BSR) disease caused primarily by Ganoderma boninense, which
results in economic losses of up to USD 500 million annually. Genetic variation in this fungus, generated through sexual mating processes,
produces strains with differing levels of virulence, thereby complicating disease management strategies. In pathogenic fungi, mating genes
act as key virulence factors as they regulate morphogenesis, proliferation, and the transition from a saprophytic to a pathogenic lifestyle.
Although the tetrapolar mating system of G. boninense, involving the matA and matB mating-type loci, has been identified, the pheromone
transporter protein Ste6—an essential component of this system—has not yet been reported. This study aimed to identify and characterize
the Ste6 protein in G. boninense using bioinformatic approaches and gene expression analysis. The findings revealed that the Ste6 amino acid
sequence is highly conserved within the Ganoderma genus, with sequence identity exceeding 90%, and gene expression analysis confirmed
its involvement in the mating system. Overall, this study provides the first report of the Ste6 protein in G. boninense. Although its high level
of conservation suggests that Ste6 may not be a suitable target for antifungal compound development, the discovery highlights its strong
potential as a biomarker for species identification of G. boninense, offering a faster and more accurate alternative to internal transcribed
spacer (ITS)-based sequencing.

Kelapa sawit (Elaeis guineensis Jacq.) merupakan tanaman komoditi utama di Malaysia dan Indonesia yang menyumbang lebih 80%
pengeluaran minyak sawit dunia, namun produktiviti tanaman ini terancam oleh penyakit reput pangkal batang (BSR) yang disebabkan
oleh Ganoderma boninense sebagai patogen utama. Penyakit ini menyebabkan kerugian ekonomi yang besar kepada kedua-dua negara,
dengan anggaran kerugian mencecah USD 500 juta setahun. Variasi genetik dalam kulat ini, yang dihasilkan melalui proses pengawanan
seksual, menghasilkan strain kulat dengan tahap kevirulenan berbeza dan menyukarkan operasi pengurusan penyakit. Dalam sistem
pengawanan kulat patogen, gen pengawanan bertindak sebagai faktor kevirulenan utama kerana mengawal atur morfogenesis, proliferasi,
serta peralihan gaya hidup daripada saprofit kepada patogen. Walaupun sistem pengawanan tetrapolar G. boninense yang melibatkan
lokus jenis pengawanan matA dan matB telah dikenal pasti, protein pengangkut feromon Ste6 yang merupakan komponen penting sistem
pengawanan ini masih belum pernah dilaporkan. Kajian ini dilakukan untuk mengenal pasti dan mencirikan protein Ste6 bagi kulat G.
boninense menggunakan pendekatan bioinformatik dan analisis pengekspresan gen. Hasil kajian menunjukkan bahawa jujukan asid amino
Ste6 sangat terpulihara dalam genus Ganoderma dengan identiti melebihi 90%, dan analisis pengekspresan gen mengesahkan penglibatannya
dalam sistem pengawanan. Secara keseluruhannya, kajian ini melaporkan buat kali pertama kehadiran protein Ste6 dalam G. boninense,
dan walaupun tahap kepuliharaan yang tinggi menunjukkan ia kurang sesuai dijadikan sasaran dalam pembangunan sebatian antikulat,
penemuan ini membuka potensi besar untuk membangunkan Ste6 sebagai biopenanda bagi pengesahan spesies G. boninense, sekali gus
menawarkan alternatif yang lebih cepat dan tepat kepada pendekatan berasaskan penjujukan penjarak tranksripsi dalaman (ITS).
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PENGENALAN

Kelapa sawit (Elaeis guineensis Jacq.) merupakan komoditi
pertanian utama di Malaysia dan Indonesia, yang bersama-sama
menyumbang kira-kira 85% daripada pengeluaran minyak sawit
dunia (Bentivoglio et al, 2018; Midot et al, 2019). Tanaman ini
mempunyai kelebihan berbanding tanaman lain kerana jangka
hayat produktif yang panjang ( 25-30 tahun) serta potensi hasil
yang tinggi, iaitu sekitar 1 tan minyak mentah bagi setiap 0.26
hektar, dengan 8-13 tandan segar setahun seberat 15-25 kg setiap
tandan (Maluin et al., 2020). Oleh itu, tahap kesihatan pokok kelapa
sawit merupakan salah satu faktor penting bagi mendapatkan
hasil yang maksimum (Yusoff et al., 2021). Walau bagaimanapun,
produktiviti kelapa sawit diancam oleh haiwan perosak dan
penyakit yang kebanyakannya disebabkan oleh kulat patogen.

Penyakit utama bagi kelapa sawit adalah penyakit reput pangkal
batang (basal stem rot, BSR) yang disebabkan oleh kulat G.
boninense sebagai patogen utama diikuti oleh Ganoderma zonatum
dan Ganoderma miniatocinctom (Bharudin et al, 2022). Simptom-
simptom BSR termasuklah pucuk daun yang tidak mengembang,
pengeluaran pucuk berganda, pelepah kuning, petiol patah,
pereputan pangkal batang dan kewujudan jasad buah kulat (Chong
et al, 2017; Rees et al, 2009). Penyakit ini boleh memendekkan
jangka hayat pokok, mengurangkan hasil sehingga 80% dan
meningkatkan kos pengurusan ladang, dengan kerugian ekonomi
mencecah sehingga USD 500 juta setahun di Malaysia dan Indonesia
(Hushiarian et al., 2013; Paterson, 2019; Rebitanim et al., 2020).

Penyebaran BSR berlaku melalui tiga cara utama: penyebaran
basidiospora, persentuhan akar sihat dengan inokulum sekunder,
dan persentuhan akar dengan akar yang telah terinfeksi (Bridge
et al, 2003; Grinn-Gofron and Strzelczak, 2011; Miller et al,
1999; Rees et al, 2012; Sanderson, 2005). Pelbagai pendekatan
kawalan telah diaplikasikan, termasuk penggunaan racun kulat,
sanitasi ladang dan agen biokawalan (Mohd Daud et al,
2024). Namun, keberkesanannya didapati tidak konsisten kerana
dipengaruhi oleh variasi genetik antara strain G. boninense, yang
membawa tahap ketahanan berbeza terhadap rawatan (Siddiqui
et al., 2021). Kepelbagaian ini dipercayai berkait rapat dengan
proses pengawanan seksual yang menghasilkan fasa dwikarion,
seterusnya menghasilkan strain dengan tahap kepatogenan yang
berbeza-beza (Bharudin et al., 2022; Chan et al, 2011; Wong et al.,
2021).

Pengawanan seksual dalam kulat patogen memainkan peranan
penting bagi memastikan keupayaannya menjangkiti sel hos. Gen-
gen pengawanan berfungsi sebagai faktor kevirulenan utama
kerana ia mengawal atur pengekspresan pelbagai gen lain yang
terlibat dalam morfogenesis, kevirulenan, serta pertumbuhan dan
perkembangan sel. Ketiadaan gen pengawanan yang berfungsi
akan menghalang pembentukan struktur khusus akibat dinding
sel yang tidak sempurna, sekali gus mengurangkan kevirulenan
kulat kerana ketidakupayaannya menembusi dan menceroboh
sel hos. Kekurangan ini turut menjejaskan proses proliferasi
dalam sel hos, menyebabkan kulat gagal menginfeksi serta tidak
dapat melengkapkan kitaran hidup seksualnya sepertimana yang
ditunjukkan oleh Ustilago maydis (de Sena-Tomas et al, 2011).

Walaupun hanya fasa dwikarion yang berupaya menginfeksi hos,
mekanisme tepat bagaimana proses pengawanan menyumbang
kepada variasi keagresifan serta peralihan gaya hidup kulat
daripada saprofit kepada patogen masih belum difahami
sepenuhnya. Kemunculan data genom dan transkriptom G.
boninense daripada beberapa strain (Isaac et al, 2018; Wong et
al., 2019) telah membuka peluang untuk pencirian gen-gen yang
terlibat dalam pertumbuhan, kepatogenan dan pengawanan.

Kajian lalu membuktikan secara molekul mengenai kehadiran
dua lokus jenis pengawanan iaitu lokus jenis pengawanan A
(lokus matA) dan lokus jenis pengawanan B (lokus matB)
yang terlibat dalam sistem pengawanan tetrapolar oleh kulat G.
boninense (Ab Wahab et al., 2024). Walau bagaimanapun, meskipun
sistem pengawanan tetrapolar kulat ini telah berjaya dirungkai
melalui analisis keserasian dan ketidakserasian pengawanan serta
pengesahan kewujudan dua lokus jenis pengawanan yang tidak
terangkai pada peringkat molekul (Ab Wahab et al., 2024), sehingga
kini masih belum terdapat sebarang laporan mengenai protein
pengangkut feromon (Ste6) yang merupakan salah satu komponen
penting dalam sistem pengawanan. Berbeza dengan gen-gen jenis
pengawanan yang terletak pada lokus jenis pengawanan, gen ste6
tidak terletak pada lokus jenis pengawanan (Hsueh and Shen, 2005;
Ke et al., 2023).

Bagi meningkatkan lagi pemahaman mengenai sistem pengawanan
kulat ini, kajian ini telah dijalankan untuk mengenal pasti
protein Ste6 melalui pendekatan bioinformatik dan pemprofilan
pengekspresan gen. Penemuan ini dijangka dapat memperkukuh
pengetahuan mengenai penglibatan protein ini dalam sistem
pengawanan kulat ini serta membuka ruang kepada penerokaan
gen tersebut sebagai sasaran berpotensi dalam pembangunan
sebatian antikulat pada masa hadapan.

BAHAN DAN KAEDAH

Strain kulat
Sebanyak tiga strain kulat G. boninense yang digunakan dalam

kajian ini iaitu kulat G. boninense Mgl2 (monokarion terbitan
daripada basidiospora dwikarion G. boninense PER71), kulat
G. boninense Gb1l (monokarion terbitan daripada basidiospora
dwikarion G. boninense UKM1) dan G. boninense Mg12/Gb1 (fasa
dwikarion hasil pengawanan di antara G. boninense Mgl2 dan G.
boninense Gb1). Kulat-kulat yang digunakan di dalam kajian ini
disubkultur di atas agar dekstrosa kentang (PDA) secara berkala.
Untuk penyimpanan stok kulat jangka masa lama, sebanyak lima
plak agar (5 mm x 5 mm) di potong daripada kultur kulat yang
berusia 5 hari dan dimasukkan ke dalam tiub 1.5 mL yang steril.
Kemudian, sebanyak 700 pL minyak parafin ditambah ke dalam tiub
tersebut sebelum kultur stok disimpan pada suhu bilik.

Pencarian dan pengenalpastian gen ste6
Jujukan protein Ste6 (CAA82054.1) daripada Saccharomyces

cerevisiae telah digunakan sebagai jujukan rujukan untuk mengenal
pasti homolog Ste6 dalam G. boninense melalui analisis TBLASTN
menggunakan pangkalan data genom G. boninense G3 dan
pangkalan data transkriptom G. boninense PER71 (Isaac et al,
2018). Jujukan protein Ste6 yang dikenal pasti kemudiannya
dijajarkan bersama protein Ste6 daripada spesies kulat lain,
iaitu Schizophyllum commune, S. cerevisiae (CAA82054.1), Candida
albicans (P53706) dan Schizosaccharomyces pombe (P78966).
Bagi memperoleh jujukan homolog Ste6 daripada Ganoderma
sp. 10597 SS1 (JGI ID), Ganoderma tsugae S90, Ganoderma
sinense (PRJNA881499), Ganoderma multipileum BCRC 37180
(PRJDA61379), Ganoderma lucidum BCRC 37177 (PRJDA61381),
analisis TBLASTX dijalankan menggunakan jujukan nukleotida
ste6 daripada G. boninense sebagai jujukan rujukan. Jujukan protein
yang diramalkan daripada jujukan homolog tersebut kemudiannya
digunakan untuk analisis penjajaran bagi mencirikan protein
homolog yang dikenal pasti berdasarkan pemuliharaan jujukan asid
amino dan domain berfungsi.

Penjajaran jujukan asid amino bagi protein pengangkut feromon
Ste6 dilakukan dengan menggunakan perisisan ClustalW. Analisis
pohon filogeni ‘maximum-likelihood’ (ML) adalah berdasarkan
kepada model evolusi Jones-Taylor-Thornton (JTT) menggunakan
perisian Mega 7.0 dengan replikasi ‘bootstrap’ sebanyak 1000.
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Pengawanan Kulat dan Analisis Pengekspresan Gen ste6
Melalui Kaedah Transkripsi Berbalik Kuantitatif PCR (RT-
qPCR)

Asai pengawanan kulat
Kedua-dua kulat monokarion, G. boninense Gb1 dan G. boninense

Mg12 dihidupkan di atas PDA (Pronadisa, Spain) dengan kepekatan
agar 2% dan dieram pada suhu 28 °C selama 6 hari. Piring PDA
yang digunakan untuk pengsubkulturan kulat Gb1 dilapisi dengan
kain keju (cheesecloth). Selepas 6 hari eraman, kain keju yang
mempunyai kultur kulat monokarion G. boninense Gb1 diangkat
dan dipindahkan ke dalam piring PDA yang mempunyai kultur
kulat monokarion G. boninense Mg12 secara bertentangan supaya
miselium bagi kedua-dua monokarion boleh bersentuhan untuk
mengaruh proses pengawanan. Kaedah ini dikenali sebagai kaedah
ko-kultur sandwich (Vaillancourt et al, 1997) dengan sedikit
modifikasi. Selepas ko-kultur masing-masing selama 2, 4, 6, dan
8 jam, kain keju yang mempunyai kultur kulat monokarion G.
boninense Gb1 dialihkan sebelum miselium kulat G. boninense
Mg12 dituai dengan berhati-hati. Sampel kulat monokarion G.
boninense Mg12 yang tidak didedahkan kepada kulat monokarion
G. boninense Gbl digunakan sebagai sampel kawalan. Kesemua
sampel disimpan pada suhu -80 °C sehingga digunakan untuk
pemencilan RNA jumlah. Asai ini dilakukan dalam tiga replikat
biologi bagi setiap parameter. Kaedah asai ko-kultur sandwich yang
dilakukan bagi analisis pengekspresan gen ste6 seperti Rajah 1.

Pemencilan RNA jumlah
Pemencilan RNA jumlah dilakukan dengan menggunakan kit

pengekstrakan RNA iaitu Nucleospin RNA Plant and Fungi
(Macharey-Nagel, German) terhadap miselium yang dituai
mengikut tempoh asai yang telah ditetapkan. Sebanyak 2 g
miselium ditumbuk bersama cecair nitrogen di dalam lesung
sehingga menjadi serbuk halus dan dipindahkan ke dalam tiga tiub
1.5 mL yang steril. Pemencilan RNA jumlah dilakukan berdasarkan
protocol yang disediakan oleh pengeluar. Bagi langkah terakhir,
sebanyak 50 pL larutan air suling bebas RNase ditambah ke dalam
tiub pengempar sebelum diempar pada kelajuan 16 363 x g selama
1 min.

Kepekatan RNA jumlah yang diperoleh diukur menggunakan
spektrofotometer NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific, USA).

Kain keju steril diletakkan di
atas PDA semasa suhu PDA
45 °C

Piring PDA tanpa kain keju

monokarion bersaiz 3 mm x

Potongan agar bagi setiap
3 mm diletakkan di atas PDA

G. boninense Gbl G. boninense Mgl2

Piring dieram pada suhu 28
°C selama 6 hari

Nilai nisbah bacaan penyerapan cahaya Aje2s0 di antara 1.8-2.0
menunjukkan RNA jumlah yang dipencilkan adalah bebas
kontaminasi protein manakala nilai nisbah bacaan penyerapan
cahaya Aygo/230 di antara 1.8-2.0 menunjukkan sampel RNA jumlah
yang dipencilkan adalah bebas daripada kontaminasi karbohidrat
(Sambrook & Russell, 2001). Sampel disimpan pada suhu -80 °C
sehingga digunakan.

Sintesis bebenang pertama cDNA
Sintesis bebenang pertama cDNA dilakukan dengan menggunakan

kit SuperScriptTM IV First-Strand Syntesis System (Thermofisher
Scientific, USA). Sebanyak 5 pg RNA jumlah digunakan dalam
analisis ini. Sampel cDNA yang telah berjaya disintesis disimpan
pada suhu -20 °C sehingga digunakan. Untuk analisis kuantitif PCR
(gPCR), sebanyak 2 pL stok cDNA dimasukkan ke dalam 23 pL air
suling steril sebelum digunakan sebagai templat bagi analisis qPCR.

Analisis pengekspresan gen melalui kaedah RT-qPCR
Nilai kecekapan tindak balas PCR bagi setiap pasangan pencetus

spesifik ditentukan terlebih dahulu menggunakan rumus seperti di

bawah:
Kecekapan PCR = 101/ kecerunan __ 1

Hanya pasangan pencetus yang menunjukkan kecekapan PCR di
antara julat 90% hingga 110% akan diterima dan digunakan dalam
analisis qPCR (Bustin et al.,, 2009). Jujukan pencetus-pencetus yang
digunakan di dalam analisis ini adalah seperti Jadual 1.

Analisis statistik
Data kuantitatif dianalisis menggunakan ujian t (¢-test) bagi menilai

perbezaan antara gen-gen yang dikaji. Nilai p < 0.05 dianggap
menunjukkan perbezaan yang signifikan secara statistik, manakala
p = 0.05 menunjukkan tiada perbezaan yang signifikan secara
statistik.

Pencirian gen dan protein pengangkut feromon secara in
silico

Beberapa analisis bioinformatik telah dilakukan terhadap struktur
gen dan protein pengangkut feromon ini untuk mencirikannya
secara in silico. Antara perisian bioinformatik yang digunakan
adalah SignalP 6.0 dan DeepSig untuk mengenalpasti kehadiran
jujukan peptida isyarat, ProtScale untuk mengetahui mengenai
ciri-ciri fizikokimia berdasarkan kepada jujukan asid amino dan

Tempoh ko-kultur (jam)

Ko-culture sandwich — kain keju yang
mempunyai kultur kulat G. boninense
Gb1 diletakkan secara bertentangan dan
bersentuhan dengan kulat G. boninense
Mg12

Kain keju yang mempunyai kultur G.
boninense  Gbl dialihkan. Penuaian
miselia kulat G. boninense Mgl2
dilakukan dengan mengikis miselia pada
piring  PDA  dengan  berhati-hati
menggunakan spatula berhujung rata
yang steril

Rajah 1. Asai pengawanan bagi analisis pengekspresan gen ste6 melalui kaedah ko-kulture sandwich.
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InterPro untuk mengenalpasti kehadiran motif atau domain
yang terpulihara. Struktur sekunder protein ditentukan dengan
menggunakan perisian HMMTOP v. 2.0 (Tusnady and Simon,
2001) manakala analisis topologi protein dilakukan dengan
menggunakan perisian PROTTER (Omasits et al, 2014) dan
TOPCONS (Tsirigos et al, 2015).

HASIL KAJIAN

Pengenalpastian dan pencirian gen mengekod protein
pengangkut feromon, ste6

Pengenal pastian gen mengekod ste6
Untuk mengenal pasti kehadiran gen

transkriptom G. boninense, analisis TBLASTN telah dijalankan
dengan menggunakan jujukan gen pengekod ste6 daripada S.
cerevisiae (No. Aksesi: CAA82054.1) sebagai jujukan ‘query’. Hasil
analisis menunjukkan padanan rendah terhadap empat transkrip
yang mewakili dua gen ste6 putatif, iaitu 23.48% persamaan

ste6 dalam data

identiti dengan transkrip comp17255_c0_seql/comp17505_c0_seql
(selepas ini dirujuk sebagai transkrip 17255) dan 23.91% persamaan
identiti dengan comp23767_c0_seq3/comp23958_c0_seql (selepas
ini dirujuk sebagai transkrip 23958). Peratusan persamaan identiti
bagi kedua-dua gen ste6 putatif ini selepas dilakukan analisis
BLASTP terhadap pangkalan data NCBI adalah seperti Jadual 2.
Berdasarkan kepada analisis ini menggunakan jujukan asid amino
yang masing-masing ditranslasikan daripada transkrip 17255 dan
transkrip 23958, di dapati bahawa transkrip 17255 adalah lebih
menyerupai protein Ste6 (ste6-like protein) manakala transkrip
23958 pula menunjukkan padanan dengan gen ste6 daripada
Cryptococcus neoformans (AAT91069.1) (Hsueh and Shen, 2005).
Oleh itu, transkrip 17255 kini dikenali sebagai gen ste6-like putatif
manakala transkrip 23958 pula kini dikenali sebagai gen ste6
putatif. Protein Ste6 kebiasaannya menunjukkan jujukan homologi
yang tinggi dengan protein pelbagai kerintangan dadah (Multi-
Drug Resistant, MDR) kerana kedua-dua protein ini tergolong dalam
subfamili ABC-B yang sama. Protein Ste6 dilaporkan menunjukkan
struktur protein yang lebih terpulihara berbanding dengan jujukan
DNA di antara spesies (Raymond et al., 1998). Kajian filogenetik

lanjut terhadap protein ABC terhadap kulat basidiomiset pula
menyatakan protein Ste6 dikelaskan di dalam subfamili ABC-B1
(Kovalchuk et al., 2013).

Analisis pohon filogeni ML dengan replikasi ‘bootstrap’ sebanyak
1000 kali telah dilakukan terhadap protein Ste6 putatif ini
(menggunakan jujukan asid amino) dengan protein-protein
rujukan menunjukkan bahawa transckrip gen 17255 terkelompok
bersama protein-protein yang menyerupai Ste6 dan protein MDR
manakala transkrip gen 23958 pula di dapati terkelompok bersama
protein-protein Ste6 yang telah dikaji dan dicirikan oleh kajian
sebelum ini (Rajah 2).

Analisis tindak balas berantai polimerase kuantitatif masa sebenar
(RT-qPCR) bagi gen mengekod ste6 dan gen mengekod ste6-like putatif

A. Pemencilan RNA jumlah

Kaedah RT-qPCR merupakan kaedah yang digunakan secara
meluas dalam kajian pengekspresan gen. Untuk kajian ini, kaedah
kuatifikasi relatif telah digunakan untuk membandingkan kadar
pengekspresan gen ste6 dan gen ste6-like putatif yang telah
dikenalpasti berdasarkan data transkriptom G. boninense PER71.
Pengekstrakan RNA jumlah daripada miselium monokarion G.
boninense Mg12 yang telah dituai daripada asai ko-kultur sandwich
mengikut tempoh ko-kultur yang telah ditetapkan iaitu 0 jam
(kawalan negatif), 2 jam, 4 jam, 6 jam dan 8 jam telah dilakukan
untuk digunakan di dalam analisis pemprofilan pengekspresan gen
sasaran.

Bacaan kepekatan dan ketulenan RNA jumlah bagi setiap sampel
adalah seperti Jadual 3. Berdasarkan bacaan ketumpatan optik
pada jarak gelombang 280 nm (Ajeo/280) dan 260 nm (Aseo/230), di
dapati bahawa kesemua sampel RNA jumlah yang telah dipencilkan
adalah tulen dan bebas kontaminasi daripada karbohidrat dan
protein dengan bacaan nisbah Aje2s0 dan Aje230 bagi semua
sampel masing-masing melebihi 1.8 dan 2.0. Sebanyak 2 pg RNA
jumlah bagi setiap sampel yang telah dipencilkan dianalisis dengan
menggunakan gel agarosa 1% bagi menentukan integriti RNA.

Jadual 1. Maklumat pencetus-pencetus yang digunakan dalam analisis QPCR dalam kajian ini.

: o Suhu
Gen Nama Pencetus Jujukan pencetus (5'-3") penyepuhan (°C) Catatan

a-tubulin F-atub / R-atub CTACGTTCCCCCCICCCTIT/ 59 Pel?:;;?:kl;flha::pf ne?lan

TCCATAACGGGGTCAATCAACTC § ag) gen.
penyelenggara o-tubulin
Pencetus kehadapan dan

AAGTATGTCCCGCGAAGCGTACAGAT
3-tubulin F-f3tub / R-3tub / 59 kebelakang bagi gen

TTCACGTTCCAACGGTGGAAGG

TCATTTGGGTTTACACGGCCGAAG /
TTCCCTGCTGAACCAAGTGAGTGT

17255 (ste6-like) ~ F-17255 / R-17255

ATGATCATCCAAACGCTCTCCCAAGG/
GTTCCTCCTCATGCTTCTGGGCATT

23958 (ste6) F-23958 / R-23958

penyelenggara $3-tubulin

Pencetus kehadapan dan
59 kebelakang bagi gen sasaran
17255

Pencetus kehadapan dan
59 kebelakang bagi gen sasaran
23958

Jadual 2. Peratusan padanan gen rujukan bagi setiap transkrip gen ste6 putatif.

ID transkrip

Padanan gen dan no. aksesi daripada pangkalan data NCBI

Peratusan persamaan
identiti (%)

comp17255_c0_seql /
comp17505_c0_seql

comp23767_c0_seq3 /
comp23958_c0_seql

Protein menyerupai Ste6 (Ste6-like) / XP_041205127

Protein pengangkut feromon, Ste6 / CCA72632.1 /

63.59 / 63.75

45.32 / 43. 42.01
AAT91069.1 5.32/43.30/ 42.0
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GbSte6-like (comp17255_c0_seq1)

ScStef-like (No. aksesi XP 003034540.1)
RrStei-like (No. aksesi KAFB574055.1)
TISte6-like (No. aksesi ABH09714.1)
GrSteG-like (No. aksesi RIB26619.1)
PfMDR_1 (No. aksesi EMES4780.1)
UmSte6-like (Protein ID 5096)
AsSteb-like (No. aksesi PYI029551)

100

PfMDR (No. aksesi EMEB0591.1)
ScSteb (No. aksesi CAA82054.1)

SeSte6 (No. aksesi XP 018220850.1)

RtStef (Mo. aksesi EGU12144.1)
CnSteb (No. aksesi AAT91069.1)

GbSted (comp23958_c0_seq1)

AoSteb (No. aksesi SJKI7630.1)
TspStef (No. aksesi KNZ78474.1)

» —[7 ScSteb (Protein ID 113802)
18
100 L ScSted (Protein ID 258386)

PFABC_A (No. aksesi EMES7134.1)

—ss‘— PsABC_F (No. aksesi EG720582.1)

B

CafMDR1 (No. aksesi KAG8202539.1)

0.50

KvPmt1 (No. aksesi QEUG3060.1)

SpHMT1 (No. aksesi CAAT8419.1)
Dm_a-tubulin (No. aksesi NP 524009 .2)

Rajah 2. Pohon filogeni ML yang dibina dengan 1000 replikasi ‘bootstrap’ menggunakan perisian Mega 7.0. Analisis ini menunjukkan protein
Ste6 putatif terkelompok bersama protein Ste6 daripada organisma lain manakala protein Ste6-like pula terkelompok bersama protein-protein
Ste6-like dan MDR. Protein Ste6 yang telah dikaji secara experimen adalah daripada S. cerevisiae (No. aksesi CAA82054.1), S. commune (Protein ID
113902 dan Protein ID 258386) dan C. neoformans (No. aksesi AAT91069.1). Protein a-tubulin daripada Drosophila melanogaster digunakan sebagai

protein luar kumpulan.

Rajah 3 menunjukkan kehadiran 3 jalur RNA yang mewakili tiga
jenis ribosom iaitu 5S rRNA, 18S rRNA dan 28S rRNA yang utuh,
dan membuktikan bahawa kualiti dan integriti RNA jumlah yang
dipencilkan adalah baik.

B. Penentuan kecekapan amplifikasi RT-qPCR

Analisis pengekspresan gen dilakukan dengan menggunakan
kaedah kuantifikasi relatif RT-qPCR. Kaedah ini digunakan untuk
membandingkan kadar pengekspresan gen ste6 putatif dan gen ste6-
like putatif bagi setiap sampel yang dituai daripada asai ko-kultur
sandwic mengikut sela masa yang telah ditetapkan. Perubahan
tahap pengekspresan gen ditentukan dengan membandingkan gen
sasaran pada sampel terawat dengan gen sasaran daripada sampel
kawalan. Tahap pengekspresan gen sasaran boleh ditentukan
berdasarkan kepada nisbah pengekspresan gen sasaran pada

sampel terawat kepada gen sasaran pada sampel kawalan
(Schmittgen and Livak, 2008).

Walaubagaimanapun, penentuan suhu penyepuhan bagi setiap
pencetus spesifik untuk setiap gen sasaran harus dilakukan
sebelum analisis RT-qPCR dilakukan terhadap gen sasaran bagi
memastikan suhu penyepuhan yang digunakan adalah sesuai untuk
mengamplifikasikan jujukan gen sasaran dan dapat mengelak
pembentukan dimer di antara pasangan pencetus. Gen-gen
penyelenggara sel, o-tubulin dan B-tubulin telah digunakan sebagai
pernormal terhadap pengiraan tahap pengekspresan gen-yang
yang dikaji. Ini kerana pengekspresan gen penyelenggara adalah
lebih stabil bagi setiap keadaan.

Dalam kajian ini, kesemua pencetus yang digunakan mempunyai
suhu penyepuhan spesifik 59 °C. Berdasarkan analisis gel agarosa

Jadual 3. Kepekatan dan ketulenan RNA jumlah yang telah dipencilkan daripada miselium kulat monokarion G. boninense Mg12.

Tempob b et )
0 (kawalan negatif) 2474 2.21 2.37
2 2267 2.24 2.32
4 2477 2.23 2.43
6 2657 2.25 2.48
8 2561 2.22 2.42
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Rajah 3. Profil elektroforesis gel agarosa 2% bagi produk amplifikasi RT-qPCR menggunakan kit komersil Quantinova SYBR Green PCR. Lajur 1:
a-tubulin (184 bp); Lajur 2: B-tubulin (160 bp); Lajur 3: ste6-like; Lajur 4: ste6; Lajur M: Penanda DNA GeneRuler 100 bp (Thermo Scientific, USA).

2%, didapati ketiga-tiga gen yang dikaji (gen mengekod a-tubulin,
B-tubulin, ste6-like dan ste6) menghasilkan produk yang spesifik
dengan saiz produk seperti yang telah dianggarkan (Rajah 3).
Analisis penjujukan DNA mengesahkan setiap amplikon yang
hasilkan bagi setiap sampel adalah merujuk kepada gen-gen sasaran
yang dikaji.

Selain daripada menentukan suhu penyepuhan yang sesuai, analisis
kecekapan RT-qPCR juga perlu dilakukan dengan menggunakan
lengkuk piawai yang akan memberikan maklumat mengenai
kepekaan analisis dan kejituan asai yang dilakukan (Bustin et
al., 2009). Berdasarkan hasil yang diperoleh, di dapati semua
gen-gen sasaran yang dikaji termasuklah gen penyelenggara sel
menunjukkan nilai kecekapan PCR berada dalam julat yang
dibenarkan iaitu 105.8%, 102.1%, 90.1% dan 94.2%; masing-masing
bagi bagi gen mengekod o-tubulin, B-tubulin, ste6-like dan ste6
dengan nilai R* >0.99 (Jadual 4). Nilai kecerunan yang diperoleh
bagi setiap pasangan pencetus yang digunakan adalah dalam julat
yang boleh diterima iaitu di antara 90% hingga 110% (Bustin et
al., 2009). Selain itu, analisis lengkuk peleburan (melting curve)
juga dilakukan untuk setiap pasangan pencetus bagi memastikan
kespesifikan pencetus yang digunakan. Berdasarkan Rajah 4,
terdapat hanya satu sahaja puncak tinggi bagi setiap sampel yang
diamplifikasikan bagi setiap pasangan pencetus yang digunakan.
Ini menunjukkan bahawa setiap pencetus yang digunakan tidak
membentuk dimer pencetus dan spesifik terhadap gen sasaran.

C. Profil pengekspresan ste6-like dan ste6

Kajian ini mendapati bahawa terdapat perbezaan yang signifikan
(P<0.05) bagi aras pengekspresan gen ste6 putatif berbanding gen
ste6-like putatif semasa asai pengawanan secara ko-kultur sandwich
dilakukan (Rajah 5). Pengekspresan gen ste6 putatif meningkat
sekurang-kurangnya 4 kali ganda berbanding kawalan selepas 6
jam asai dilakukan dan menurun hampir ke aras basal selepas itu.
Pengeskpresan gen mengekod ste6-like putatif pula dilihat lebih
rendah daripada kawalan dan menurun sebaik sahaja miselium

kulat monokarion Mgl2 didedahkan kepada miselium kulat
monokarion Gb1l. Analisis in-silico yang seterusnya dalam kajian
ini hanya akan dilakukan terhadap gen dan protein pengangkut
feromon sebenar sahaja.

D. Analisis in-silico bagi gen mengekod ste6

Protein Ste6 tergolong dalam protein superfamili pengangkut
yang dikenali sebagai superfamili kaset pengikat-ATP (ATP-
Binding Cassette, ABC). Protein dalam keluarga ini mempunyai
dua bahagian homolog yang sama. Setiap bahagian mempunyai
domain pengikatan nukleotida yang terletak pada bahagian protein
mengadap sitosol dan domain rentasan membran (MSD) (Geller et
al., 1996). Saiz protein Ste6 dalam kajian ini adalah 1478 asid amino.

Analisis protein Ste6 menggunakan perisian Phobius dan
Protter menunjukkan bahawa protein ini mempunyai 12 domain
transmembran (Rajah 6). Setiap bahagian MSD protein Ste6
mempunyai 6 domain transmembran. Protein Ste6 ini juga
5 tapak untuk glikosilasi-N,
penambahan kumpulan karbohidrat (oligosakarida) yang terdiri
daripada beberapa molekul gula pada atom nitrogen yang terdapat
pada residu asparagin. Proses modifikasi protein ini adalah penting

diramalkan mempunyai iaitu

untuk pembentukan struktur protein yang berfungsi.

Bagi analisis penjajaran, beberapa protein Ste6 rujukan iaitu
daripada S. cerevisiae (CAA82054.1), C. albicans (P53706), S.
commune (ID Protein 113902 dan 258386) dan C. neoformans
(AAT91069.1) telah digunakan bagi mengenalpasti jujukan dan
motif yang terpulihara. Pengenalpastian kehadiran motif dilakukan
dengan menggunakan perisian ScanProsite. Motif-motif seperti
‘Walker A (GxxxxGJT/S)’, ‘Walker B’ (hhhhDE; h merujuk kepada
asid amino hidrofobik) dan jujukan ‘signature’ bagi protein Ste6
adalah seperti yang telah dilabelkan (Rajah 7). Motif “‘Walker A’ dan
‘Walker B’ merupakan tapak berlakunya pengikatan dan hidrolisis
ATP (Ouyang and Zhou, 2017). Protein Ste6 merupakan protein
pengangkut aktif, iaitu protein yang memerlukan penggunaan
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tenaga kimia daripada proses hidrolisis ATP kepada ADP, oleh  terhadap pengikatan protein pada bakteria Borrelia burgdorferi)
itu kehadiran motif ‘Walker A’ dan ‘Walker B’ yang juga  menyebabkan protein tersebut kehilangan fungsinya. Rajah 8
dikenali sebagai domain pengikatan nukleotida (NBD) pada  menunjukkan struktur ramalan bagi protein Ste6 dalam kajian ini.
protein ini adalah dijangkakan. Analisis mutasi terhadap motif

Analisis penjajaran di antara protein-protein Ste6 daripada
‘Walker A’ dan ‘Walker B’ pada protein Rrp2 (protein ‘enhancer’ Pema) P P P

Ganoderma sp. pula menunjukkan bahawa protein pengangkut
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Rajah 4. Lengkuk peleburan bagi setiap gen yang dikaji. A. a-tubulin; B. B-tubulin, C. ste6-like; D. ste6.

Jadual 4. Kecerunan lengkuk piawai, kecekapan PCR dan nilai R? bagi setiap gen yang dikaji.

Gen Kecerunan lengkuk piawai Kecekapan PCR (%) R?
a-tubulin -3.1894 105.8 0.9983
B-tubulin -3.2713 102.1 0.9993
ste6-like -3.5832 90.1 0.9982
ste6 -3.4675 94.2 0.9975
7
[
O 6
7
2 5 §
<=
S 4 \
: .
S ). N\ N\ N\
an
%. N\ N\ N \
o\l i mim
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N ste6 [ steb-like

Rajah 5. Analisis pengekspresan relatif gen ste6 dan gen ste6-like pada sela masa ko-kutur sandwich yang berbeza bagi kulat monokarion Mg12.
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Walker A

C. neoformans 626 LY. M DINOR YRR ) iEH]
G. boninense PERT1 443 TPF‘!DEFGF‘D
5. commune Ste6.l 360 - -
S. commune Ste6.2 440 SEW\E@NAEL GG e DURYSGU TS T D} LDzi}
5. cerevisiae 370 NEREN s A G0 - [HERGE N1 L REY DEMYGE 18 1[EmNTeI D ek}
C. albicans 326 FGELONQENAAIE AINL MR YEMSIEGIT T8 T DigVEl s Digk]
Signature Walker B
€. neoformans 144
G. boninense PER71 555
5. commune Ste6.1 362
5. commune Steé.2 509
5. cerevisiae 483
C. albicans 437
C. neoformans 804
G. boninense PER71 615
S. commune Ste6.1 390
S. commune Ste6.2 617 ) MRN
5. cerevisiae 543 IS0 DI Y BV
C. albicans 489 |LOEBENg L EE0E
Waiker 4
L
C. neoformans 1409
G. boninense PER71 1229
5. commune Ste6.l 1047
5. commune Ste6.2 1274
S. cerevisiae 1041 S TEE‘EYEN\&NFEFCEQTI G 1IG!
€. albicans 956 EVKDNQLFKKVTTDNDTLAENSENALEYILQESKE‘TT
Walker A
C. neoformans 1455
G. boninense PER71 1275
5. commune Ste6.1 1093
5. commune Ste6.2 1320 i
S. cerevisiae 1092 i N CEVEKTxEDGT Y- ——NUWNLN
C. albicans 1016 @ IKISPDENTTKKYHDQTVKIFNONLYLfINSGLBCOT
Signature Walker B
C. neoformans 1551
G. boninense PER71 1371
S. commune Ste6.1 1189
S. commune Ste6.2 1416
5. cerevisiae 1187
C. albicans 1136
C. neoformans 1581
G. boninense PER71 1401
S. commune Steé6.1 1224 SELM
5. commune Ste6.2 1451 ) R TRRA KRG 3 g VSEEGEF EELMEY
S. cerevisiae 1217 VESSIlNﬁIMPpHLSEQ AWMRENETIYN
C. albicans 1191 SUTURKAR L 1YY | KERBCICER | TRV 1 1[bs-1E VEK DGO -SGIE{eel 1 IS

Rajah 7. Analisis penjajaran jujukan asid amino bagi protein Ste6. Kehadiran jujukan dan motif terpulihara adalah seperti yang telah dilabelkan.

Signature: jujukan ‘signature’ bagi keluarga pengangkut ABC-B1.

feromon ini adalah terpulihara bagi genus ini (Rajah 9). Analisis
penjajaran ini juga telah berjaya mengenal pasti beberapa kawasan
protein yang unik dan khusus kepada G. boninense sahaja seperti
mana yang ditanda pada Rajah 9. Peratusan identiti protein Ste6
dalam kajian ini dengan jujukan rujukan adalah seperti Jadual 5.

PERBINCANGAN
Kulat G. boninense ialah kulat pereput putih yang bersifat

hemibiotrof. Kulat ini merupakan kulat penyebab utama penyakit
BSR pada pokok kelapa sawit. Pada peringkat awal jangkitan, ia
bertindak secara biotrof dengan mengambil nutrien daripada akar
tanpa menimbulkan kerosakan ketara, menyebabkan pokok kelapa
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Rajah 6. Topologi protein Ste6 yang menunjukkan kehadiran 12 domain transmembran. Residu asid amino yang berwarna hijau merujuk kepada

tapak bagi glikosilasi-N.
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sawit biasanya tidak menunjukkan simptom. Apabila beralih ke
fasa nekrotrof yang lebih agresif, kulat mula memusnahkan tisu
hos, mengakibatkan kematian sel yang ketara serta kemunculan
simptom luaran seperti daun menguning, pengurangan hasil
tandan segar, dan akhirnya pereputan pangkal batang yang boleh
menyebabkan pokok tumbang (Bahari et al, 2018; Faizah et al,
2022).

Kajian lalu mendapati hanya fasa dwikarion yang berupaya
menginfeksi sel perumah, manakala fasa monokarion bersifat
saprofit dengan memperoleh nutrien daripada bahan organik yang
telah mati (Chan et al., 2011). Kajian metabolom kulat G. boninense
mendapati bahawa fasa dwikarion G. boninense menghasilkan julat
metabolit sekunder yang lebih luas berbanding fasa monokarion
(Santiago et al, 2023). Metabolit ini merangkumi sebatian
yang berkaitan dengan kevirulenan dan kepatogenan, termasuk
metabolit daripada tapak jalan sisteina, metionina, arginina,
prolina dan fenilalanina yang terlibat dalam penghasilan toksin,
pengimbang redoks, ketahanan terhadap tekanan dan struktur
infeksi yang diperlukan semasa proses patogenesis (Molina and
Kahmann, 2007; Yi et al, 2024). Sebaliknya, fasa monokarion

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900

lebih cenderung menghasilkan metabolit yang menyokong
pertumbuhan asas sahaja, dan bukannya metabolit yang terlibat
dalam mekanisme jangkitan. Hal ini menunjukkan bahawa proses
pengawanan kulat amat penting untuk mengaktifkan laluan
metabolik tertentu yang diperlukan bagi menginfeksi sel perumah.

Selain itu, kajian proteomik terhadap G. lucidum mendapati
bahawa fasa dwikarion memperlihatkan pertumbuhan yang lebih
giat dengan peningkatan ekspresi protein yang terlibat dalam
biosintesis, pemprosesan RNA, struktur sel, serta pembahagian
sel. Proteom yang diprogram semula ini memberikan fasa
dwikarion suatu kelebihan pertumbuhan yang merupakan satu ciri
yang berkemungkinan besar meningkatkan keupayaannya untuk
menjajah dan menyerang tisu perumah (Yu et al., 2025).

Bagi sesetengah patogen seperti U. maydis, pembentukan sel
dwikarion amat penting kerana ia mengaktifkan laluan metabolik
yang menyokong pembentukan struktur khas seperti apresoria,
yang diperlukan untuk menembusi sel perumah (Schirawski et al.,
2005). Kajian pada G. boninense pula menunjukkan bahawa semasa
proses infeksi, miselium dwikarion G. boninense membentuk
struktur mikrohifa halus menyerupai jarum bagi menembusi

1000 1100 1200 1300 1400 1500 Asid amino

> - -

"""l"""”"l Membran integral protein pengangkut ABC Jenis I : posisi I: 73 - 381

////////ﬁ Kaset pengikat-ATP

@ Kaset pengikat-ATP

O Jujukan ‘signature’bagi keluarga pengangkut

ABC-1

: posisi IT: 917 - 1202
: posisi 1: 430 - 675

: posisi IT: 1235 - 1471
: posisi 1: 465 - 472

: posisi IT: 1270 - 1277
: posisi I: 578 - 592

: posisi IT: 1372 - 1388

Rajah 8. Struktur protein Ste6 bagi G. boninense PER71. Kedudukan dan susunan setiap motif dan kaset adalah seperti yang telah dinyatakan.

Jadual 5. Peratusan identiti jujukan bagi protein Ste6 dalam kajian ini terhadap protein Ste6 daripada kulat lain.

Spesies Saiz protein (asid amino) Identiti (%)
G. boninense G3 1474 96.87
G. boninense NJ3 1477 99.05
G. lucidum strain Ling-Jian 1458 91.61
Ganoderma sp. 10597 SS1 1455 91.61
G. multipileum BCRC 37180 1493 91.00
Ganoderma resinaceum 1488 91.87
G. lingzhi GL0102 1481 92.21
Ganoderma sinense ZZ0214-1 1478 95.06
Ganoderma leliclzcooonlt;xtum HMGIM- 1480 9174
C. neoformans 1655 42.63
S. cerevisiae 1209 24.70
S. commune (Ste6.1) 1309 35.45
S. commune (Ste6.2) 1527 49.26
C. albicans 1263 21.45
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sel akar kelapa sawit. Tidak seperti miselium monokarion,
miselium dwikarion mempunyai keupayaan morfologi yang lebih
fleksibel untuk membentuk struktur jarum halus ini, sekali gus
memudahkan penembusan ke dalam tisu akar dan seterusnya
menyebabkan penyakit BSR pada kelapa sawit (Govender and
Wong, 2017). Ini menguatkan lagi kenyataan bahawa proses
pengawanan kulat untuk menghasilkan fasa dwikarion dalam kulat
patogen adalah penting bagi membolehkan kolonisasi hos dan
perkembangan penyakit.

Sistem pengawanan G. boninense telah dikenal pasti sebagai
tetrapolar, berdasarkan kajian pengawanan dan analisis molekul
(Ab Wahab et al., 2024). Dalam sistem pengawanan ini, keserasian
antara monokarion daripada jasad buah yang sama hanyalah
sekitar 25%, manakala daripada jasad buah berbeza boleh
mencapai 100%, justeru meningkatkan kebarangkalian pelakuran
dan kepelbagaian kumpulan ketidakserasian somatik dalam ladang
(Kothe, 1996; Maia et al., 2015).

Bagi kulat basidiomiset, semua feromon pengawanan yang
dirembeskan tergolong dalam jenis-a, yang dicirikan oleh motif
MD_A_FF (A = asid amino alifatik) pada hujung terminal-N dan

motif CAAX (C = sisteina; A = asid amino alifatik; X = sebarang
asid amino) pada hujung terminal-C (Kiies et al. 2015). Motif CAAX
ini penting untuk proses farnesilasi (penambahan kumpulan lipid)
dan karboksimetilasi, yang meningkatkan sifat hidrofobik feromon
serta membolehkannya berlokalisasi pada membran plasma. Tidak
seperti peptida biasa, feromon jenis-a tidak mempunyai peptida
isyarat pada hujung terminal-N, menyebabkan ia tidak dapat
dirembes melalui laluan perembesan klasik (Claus et al, 2019).
Sebaliknya, pengeksportan feromon jenis-a ke luar sel bergantung
kepada protein pengangkut aktif Ste6, iaitu anggota keluarga ABC
yang berfungsi mengeksport feromon selepas pengubahsuaian lipid
berlaku (Michaelis & Barrowman, 2012).

Feromon yang dieksport kemudiannya mengikat pada reseptor
Ste3 pada pasangan serasi. Interaksi ini mencetuskan laluan
isyarat pengawanan, mengaktifkan transkripsi gen matA dan matB
melalui elemen responsif feromon (PRE), dan seterusnya membawa

kepada pelakuran sel serta pembentukan miselium dwikarion yang
berupaya menginfeksi hos (Ab Wahab et al., 2024; Kaffarnik et al.,
2003).

TFLTSLVLAFVWSWSLTLVILSAVPLLMIIQTLSQGFAGPRLAAER S. Ol EFE

GbPER71_Ste6 1
GbG3_Steb 1
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Rajah 9. Penjajaran jujukan protein Ste6 yang telah dikenal pasti daripada pelbagai spesis Ganoderma, Jujukan asid amino bagi ketiga-tiga strain
kulat G. boninense menunjukkan persamaan yang tinggi di antara satu sama lain, berbanding dengan sepsis-spesies lain daripada genus yang sama.
Tulisan berwarna merah menunjukkan kawasan yang terpulihara bagi kulat G. boninense yang mungkin boleh digunakan dalam pembangunan
biopenanda pada masa hadapan. (Nota: Gb: Ganoderma boninense, Gr: Ganoderma resinaceum, Gl: Ganoderma lingzhi, Gs: Ganoderma sinense,

Gleu: Ganoderma leucocontextum dan Gm: Ganoderma multipileum).
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Dalam kajian ini, terdapat dua gen mengekod protein pengangkut
feromon iaitu ste6-like dan ste6 berdasarkan kepada analisis
TBLASTX terhadap pangkalan data G. boninense G3 dan data
transkriptom. Walaubagaimanapun, analisis lanjutan terhadap
kedua-dua gen tersebut menggunakan kaedah gPCR menunjukkan
bahawa gen ste6 adalah gen yang mengekod protein pengangkut
feromon yang sebenar berdasarkan kepada peningkatan aras
pengekspresan sehingga 4 kali ganda berbanding kawalan selepas
6 jam asai pengawanan dilakukan kulat monokarion G. boninense
Mg12 didedahkan kepada monokarion G. boninense Gbl dalam
asai pengawanawan. Pengekspresan gen ini menurun hampir ke
aras basal selepas melepasi tempoh 6 jam. Pemerhatian yang sama
dilaporkan berlaku pada C. neoformans yang hanya menunjukkan
peningkatan pengekspresan gen mengekod ste6 paling tinggi
apabila C. neoformans didedahkan kepada pasangan serasi selepas 6
jam analisis ko-kultur dan kembali ke aras basal selepas itu (Hsueh
and Shen, 2005). Penurunan aras pengekspresan gen mengekod
ste6 adalah untuk mengurangkan kepadatan aliran protein pada
membran plasma dan untuk mengitar semula protein membran.
Dalam S. cerevisiae, jangka hayat separuh bagi protein Ste6 ialah

20 minit sahaja sebelum diubikuitinasi dan dicuraikan di dalam
vakuol (Kélling and Losko, 1997; Kranz et al., 2001). Terdapat dua
gen mengekod ste6 pada S. communejiaitu ste6.1 (ID protein: 113902)
dan ste6.2 (ID protein: 258386), yang kedua-duanya menunjukkan
peningkatan sebanyak 53.4 dan 5.0 kali ganda apabila diaruh oleh
gen-gen matB semasa pengawanan berbanding kawalan (gen-gen
ste6 yang diekspreskan oleh monokarion yang tidak didedahkan
kepada pasangan serasi) (Erdmann et al., 2012).

Bagi ste6-like putatif, profil pengekspresan gennya dilihat lebih
rendah daripada kawalan dan menurun sebaik sahaja asai
pengawanan dilakukan. Pengekspresan gen ste6-like putatif
adalah paling rendah selepas 8 jam asai pengawanan. Data ini
menunjukkan bahawa gen mengekod ste6-like mungkin ditindas
oleh gen-gen yang diekspreskan semasa proses pengawanan dan
data ini juga membuktikan bahawa gen ini tidak terlibat dalam
proses pengawanan.

Berdasarkan analisis-analisis yang dijalankan di dalam kajian ini,
terdapat hanya satu gen ste6 yang berfungsi sebagai protein
pengangkut feromon pengawanan. Penemuan ini menunjukkan
bahawa protein ini berpotensi dijadikan sasaran bagi pembangunan
agen antikulat, kerana gangguan terhadap fungsinya boleh
menghalang proses pengawanan seksual kulat, sekali gus
mengurangkan pembentukan miselium dwikarion yang bersifat
patogen dan seterusnya menurunkan insiden penyakit BSR.

Oleh kerana protein ini sangat terpelihara dalam genus Ganoderma,
pembangunan bahan antikulat yang disasarkan khusus kepada
G. boninense adalah lebih mencabar, kerana berpotensi memberi
kesan sampingan terhadap spesies Ganoderma lain yang tidak
patogenik. Walau demikian, tahap keterpuliharaan yang tinggi
menjadikan protein ini sesuai digunakan sebagai biopenanda
untuk pengecaman kulat pada peringkat genus mahupun spesies,
bergantung kepada kaedah yang digunakan.

KESIMPULAN

Kesimpulannya, berdasarkan analisis yang telah dilakukan, protein
pengangkut feromon, Ste6 bagi kulat G. boninense juga telah
berjaya dikenal pasti menggunakan data transkriptom G. boninense
PER71, dicirikan dan disahkan melalui analisis pengekspresan gen.
Jujukan asid amino bagi protein Ste6 adalah sangat terpulihara di
dalam genus Ganoderma dengan peratusan identiti melebih 90%.
Oleh itu, protein Ste6 ini mungkin tidak sesuai untuk dijadikan
sebagai sasaran dalam pembangunan sebatian antikulat, tetapi
berpotensi tinggi untuk dibangunkan sebagai biopenanda yang
boleh digunakan dalam pengenalpastian spesies dengan lebih cepat

sehingga ke peringkat spesis, sebagai alterrnatif kepada penjujukan
ITS (internal transcribed spacer).
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