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Oil palm, the major crop planted in Malaysia, is subjected to various diseases such as 

Basal Stem Rot (BSR) disease. The disease is mainly caused by Ganoderma 

boninense. However, studies of the fungal infection mechanism and the biological 

processes involved are still very limited. Fungal cyclophilin (CYP) has been reported 

to be involved in the pathogenicity of fungi. However, the involvement of CYP in 

the pathogenicity of G. boninense has not been reported. The main objective of this 

study was to isolate cDNAs encoding CYPs and to profile the expression levels of 

these genes during different growth and infection stages in G. boninense. In this 

study, five full-length cDNAs encoding CYP have been successfully amplified by 

polymerase chain reaction (PCR) from G. boninense. They were classified as 

different family members of CYP because significant differences could be observed 

on their coding sequence and 5’ or 3’ un-translated regions (UTRs).  An in-vitro 

infection test has also been developed by infecting six months old oil palm plantlets 

with clumps of G. boninense mycelium in a 250 ml flask incubated at 28 °C for a 

duration of eight weeks.  Control samples were also prepared by growing either the 

fungus or the oil palm plantlet in a flask. The fungal samples were collected every 

two weeks.  The infected samples were verified by dissecting the basal stem of the 

infected oil palm plantlets, detection of Ganoderma using Ganoderma Selective 

Media (GSM), PCR and confirmation of Ganoderma species with Multiplex PCR-

DNA Kit. The findings indicated that G. boninense was detected in most of the 

infected plantlets. For real-time quantitative PCR (qPCR) optimization, a total of 

seven potential fungal reference genes were tested. α-Tubulin, β–tubulin and  eEF2 

were found to be the most stable reference genes. The  expression of five CYP genes 

in different types of fungal tissues and infecting mycelium tissues were studied using 

the qPCR approach and normalized with the reference genes above. Based on the 

expression patterns, the potential functions of the CYP transcripts were predicted to 

be involved in the development of basidiomata (GBcyp201), normal cell growth 

(GBcyp202), stress response (GBcyp203) and fungal pathogenicity (GBcyp205). 

This work provided genetic information on CYPs encoded by G. boninense and 
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predicted the functions of these CYPs especially in fungal pathogenicity which could 

be further studied and confirmed. This information may be essential in understanding 

the molecular infection pathway of G. boninense. Besides that, qPCR for G. 

boninense gene expression study has been optimized and this method could be used 

to study the expressions of other genes in G. boninense.  
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Pokok sawit merupakan tanaman komoditi utama di Malaysia dan terdedah kepada 

pelbagai jenis penyakit seperti Penyakit Reput Pangkal (BSR). Penyakit ini biasanya 

disebabkan oleh Ganoderma boninense. Walau bagaimanapun, kajian mengenai 

mekanisma jangkitan kulat dan proses biologi yang terlibat adalah sangat terhad. Gen 

cyclophilin (CYP) daripada kulat telah dilaporkan terlibat dalam proses kepatogenan 

kulat-kulat yang lain. Namun begitu, penglibatan CYP dalam proses kepatogenan G. 

boninense masih belum dilaporkan lagi. Objektif utama kajian ini adalah untuk 

memencilkan cDNA yang mengekod CYP yang berbeza dan mengkaji corak 

pengekspresan gen-gen ini pada setiap peringkat pertumbuhan dan jangkitan yang 

berbeza di dalam G. boninense. Dalam kajian ini, lima jujukan penuh cDNA yang 

mengekod CYP yang berbeza telah berjaya dipencilkan melalui tindak balas berantai 

polimerase (PCR) daripada G. boninense. Jujukan ini telah diklasifikasikan sebagai 

ahli keluarga CYP yang berbeza kerana terdapat perbezaan yang ketara pada 

kawasan jujukan pengekodan dan kawasan tidak terjemah (UTR) 5 ' atau 3'. Satu 

ujian jangkitan in-vitro juga telah dibangunkan dengan menjangkiti anak pokok sawit 

berumur enam bulan dengan miselium G. boninense. Jangkitan telah dijalankan di 

dalam kelalang 250 ml dan dipelihara pada 28 °C untuk tempoh lapan minggu. 

Sampel kawalan juga disediakan dengan memelihara hanya kulat atau anak pokok 

sawit sahaja dalam satu kelalang. Sampel-sampel kulat dikumpul daripada kelalang 

jangkitan dan kawalan untuk setiap dua minggu. Selain itu, beberapa ujian 

pengesahan jangkitan termasuk pembedahan pangkal batang anak pokok sawit 

terjangkit, pengesanan Ganoderma melalui Ganoderma Selective Medium (GSM), 

kaedah PCR dan pengesahan spesies Ganoderma dengan menggunakan Multiplex 

PCR-DNA Kit. Hasil kajian menunjukkan bahawa G. boninense telah dikesan dalam 

kebanyakan anak pokok yang telah dijangkiti. Bagi pengoptimuman PCR kuantitatif 

masa-nyata (qPCR), sebanyak tujuh gen rujukan yang berpotensi telah diuji. Didapati 

α-tubulin, β-tubulin dan eEF2 adalah gen-gen rujukan yang paling stabil. Kajian 

pengekspresan lima jujukan cDNA CYP dalam pelbagai jenis tisu dan tisu miselium 

yang sedang menjangkit telah dijalankan melalui pendekatan qPCR dan 

dinormalisasikan dengan gen-gen rujukan di atas. Berdasarkan corak pengekspresan, 
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fungsi-fungsi yang berpotensi untuk jujukan-jujukan CYP telah diramal terlibat 

dalam proses penghasilan basidiomata (GBcyp201), pertumbuhan sel normal 

(GBcyp202), tindak balas terhadap tekanan perubahan persekitaran (GBcyp203) dan 

kepatogenan kulat (GBcyp205). Kajian ini menyediakan maklumat genetik CYP 

yang dikodkan oleh G. boninense serta meramal fungsi CYP ini terutamanya dalam 

kepatogenan kulat yang mana boleh dikaji dengan lebih mendalam dan dibuktikan 

lagi. Maklumat ini mungkin penting dalam memahami tapak jalan molekul jangkitan 

G. boninense. Selain itu, qPCR untuk mengkaji pengekspressan gen G. boninense 

telah dioptimumkan dan kaedah ini boleh digunakan untuk mengkaji pengekspressan 

gen lain dalam G. boninense. 
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