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The Use of Nested PCR Method for Rapid Detection of Rosellinia necatrix Causal 

Agent of White Root Disease From Soil and Root 
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"��� #�� �$�� %&��� ��'	� �(��	�)� ������������� *������ +����� !� ����� ��� ,���� +�-.��� ��/0��1� 2	��� %3� ����� �

�Rosellinia necatrix������4������ 5%�1�6���
3�#��7�.���	�8���%&���!�7�.�#���(������9��	����������:
���;��;<�+�-.���%

9�=�>�?��!��'
���/���+��
@�%��7�.�%�����!��!�,��;<����(���!<5�"�A- ��B��C-	�DNA ��#�%&���!���3D��7�.���	�>&/�

�;��;<���/ ���E ��������>	�)��!����- 3�.�!���'	���/%&�������E �����������/�
����+F�������/�!�!�"GH@�+!���%&���"/��

*�
I��%&���!�H1���J+��#<�,��(�K������%&�����/%��%-&L<�%&���!�%&���MN	��!�����E ��"GH@��1�O���/�>O�(�P��Q�5�������

�Q�R-.����/�(#�L<#��,��'-	�����%&���!�7�.�#���(������R2��R8��!R7��R10����Nested PCR������4��5���S��-��T�6%��,��<�>	�

�7�.���	�8�������#��%&���;��;<���/���E �������������E ���!���- 3�.�!���'	���/������/�
����+F��%&���!�H1�����/������

"GH@�����������(������ �� 50��1��������� #�%&��"GH@�+!�����/�+��F��� !���/������ ���+�$���&����D)� 5�%�U����;����%����� ��ITS�

��� *����� !� �#�	� %�� �/� ���?$�� 8���#<� ����� %���=����(� �����VE3��� �;�� 5� S��-�"/� �#�	� ������� �:�� ����� �;�����;���� �

R. necatrix��,���>�W������=���+X�Y�����%���=�%3�����+�&�%�>/�����?3��U�7�.�#��,��<�>	�J��Z�[�K\�%-.�
��%���=������

�,��R. necatrix������5%-O���%��%=������*�����/8/!])�����:��%��Y�
$���	�Nested PCR��������������.��G������!�9��	������A�

7�.����0��1�"3��������+�/��(�%&���!�,��;<���/�5��
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��67��Y�
$�Nested PCR%&�����'	��(��	�)������������Rosellinia necatrix 
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%�� #�� �$�� %&��� ��'	� �(��	�)� �������*��-�

������� ��������,����+�-.�����/���+�����!�2	���%3�����

0��1�� Berl. ex Prill. (1904)�Rosellinia necatrix����4��

�����5��E@� #��8��� ��� ������� *��� c�1!� "L��db��%��(

%�� +<� #�� ,���!� P�� .� ��/��(�e��� !� �(���])� P��Q

>	�� �����.��� �Q�.� >��/�� #�� ,���� +�-.��� �

JBehdad 1975aK5������*���#�������P��� .������,����/��(�

�������>������!�,����%=��+<�#���������/,���3�����/�*���

���+��_&/!])�f��/��#��+��#�����5%��P��� .�8/�3���:
�

�9��	� !� T�1�� ���	�
�� !� ������� ��/�(������ *��� #�� ����

�(������� ������!�g� !� �#h�>	�� �

JSchena et al 2008K� 5��������!����	�
��������*�����(���

i!�i!��*���%3��������=!��'E-C����/jh������/��%��)���

�� �#�	��=��� !� 7�.#�� �(����>&3� 2��� �!�� %&���/

+<� �#�	��=� ����� %E�� #�� ,��'-	�� ��� !� �Q�R-.�����-	�� �/

>	��JFreeman & Sztejnberg 1992K� 5i!�� *���/��

jh����� �#�	��=�>1!��(�,������3� >�	� U� #�� !���F�

�
- /� ����.��� 5� Y�
$�Nested PCR�i!�� #�� �$����/

��������(������/7�.���#�9��	�����#�k�;�#��%3�>	����

i!�����	�%��>� ����-&���>�	� U�#��!�>	�������.�����/

JSchena et al. 2008; Ruano-Rosa et al. 2007K5��*���

��:
��� B��C-	�DNA��!� "�A- �� i!�� !�� %�� 7�.� #�

���L��� ��4��� "�A- ���%3� �����-��� "�A- ���L� i!�� ��

" ���(��!�$���/�,����#�	��=�7�.� #��!��B��C-	��lm	

DNA���� P��Q� n3� �"�A- �� i!�� ��� �;!� ���(DNA�

a�E	�#��7�.������=��a�E	�!�,��#���/���=���,������/

���B��C-	��7�.������5���-&������A��n�;��%��^EL�DNA�

��,���B��C-	���"�A- ���L�i!��%��>� ��"�A- ��i!���

�B��C-	�������"�A- ��i!��#�DNA����,��'-	��7�.�#��

� ���JChenard 2003K5��B��C-	�� #�� l)� i!�� *��� ��

�"�A- �DNA����#���(���������������:
��%���7�.�#���(���

��� ,��'-	�� �(������ �Q�R-.�� ��/�(#�L<���� �

JChenard 2003; Cullen & Hirsch 1998K5�"��� #�� �$���

���;�
O�P���3����
������������=!�i!��*���PH$&��*���

�#��B��C-	��*�g����%3�>	��*�_
	�P�FEO�!�Y���/���	�

����#�	��=�7�.�8
3�!����P���3���*���%3�����PCR��

%����n�@�,�����#��������+��
@�

3�+<�fDU���:
��%��%3�

������ ��-��� �/DNA��.� ����=��C-	�o;��3��#�	� 5%����:
�

o;�.��#�	DNA�i!��������*���#���=��C-	���'E-C����/

i!��*���#���$��%3��������=!�/���+�-	�#��,��'-	�PVPP


>	��JRuano-Rosa et al. 2007; Wilson 19975K��� ����*

8/!])��Y�3�����������i!��#�Nested PCR�����	�
������

9��	�%I��/��� Rosellinia necatrix���p���,��;<�c��F��!��/

�%����(�����,��'-	�>	��,����*���>���������%3���(�����#�

,]�!�>��/�>	�������.�����5���
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�
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� +�- ���� ���q[d�p��� #��/�+�- ;���� !���;��;<� ��/

� +��'Q�� +�-	�� ��H(� !� ������ �rH�(��E/%����������� ��%�

��<�n�@�5����1��	����������������%��7�$&��+�/��(�%&��

���E ���,�/�&��P��Q����!�>O�(��������n��@�0��1���/

%&��� *��� �!�>3�)� n.��� Y�� �/� +���� ���1� ��� ��/���/

�����nA-
�� ,�_&���#<� %�� %��(��=� 5"/� #�� �+<� ���+��#�7�.

.���(�E�3�Y���!�U�,��;<�+�-.���%1�6���
39�=�7����!<

9�=���
(�%@�F��7�.�#��%3�"/�7�.�%�����Y��!������!<

� ��&O� ��� !� ��PSI�s������� !���t���%�P���s�� ��tb�

���!H3����%A�1��!�%��u�C-����'
���/���+��
@���(��5�����

D�� 0��1� %�� %��CE(� ��� %3� �3�.� %����� #�� >�?�� �/��3���

���,��'-	������,���,��;<� 57�.�%����/9�=����,�����!<

� P��� %�� v���� ����� ���b������ ,���� ���1� #!�� ��Y&.� ��

�����5+<�����!���������u�.�������,����3�7�.�lm	�����/

�Y;��#�!���E��_
	����,����D(���-�,F���/���/��(������A��!

����fDU�+<�JSchena et al. 2002; Schena & Ippolito 

2003 K5��

��

$��
)��*
���&R. necatrix
'���
 �$+��
 ��0<�
��6
����
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��=������0��1��#�	 R. necatrix�%&���%�����#����/

9�=>&3� 2��� #�� �,��� ��!<�MEAS� �

JMalt Extract Agar + streptomycin� K��� ,��'-	�� 5�����

�>&3�2���*��� %���wZqq�>;��� ���)� ��(x���(<� #!�- 3�

JMerck�+��;<�K��NA��u<����Y��%��������"4U�!�����(�nU

���,����	���-�;5�>&3�2���*������&O����,��'-	��#��n�1

PSI�s�������!���t���%�P���s����tb����!H3����%A�1��

!�� ����� ����wb�� +<� %�tsb��E����-�;� ��� ��(

�*� ����-)�-	����%O�g��JRuano-Rosa et al. 2007�5K�����

��=%�N1��0��1��#�	���/��Y��-��	�!����%3�%&���#����-�

���E ��������%��������y�����'	�!���- 3�.���/�!��P��

���E3�m�/� a�E�� ��� %A�1�� "��	s� \��N	� ���'@� �g
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�+���Y&.�!�+!�-	��NA��u<�����&- ��#��l)�!�����(

��O�Q�DL�3��!�� ��+!�-	��>&3�2���MN	� ��MEAS�

���,�������1���JFreeman & Sztejnberg, 1992; Behdad 

1975a�5Ko;�.�!��#�	��=�#��l)�%&���#��0��1�+������#�	

�������=!�#�� �0��1����	�
������� �,��;<��H(���/����n$�

���E ����g�@�,������n����,��'-	��0��1���/�JBehdad 

1975bK�5
 


��

�-���=�6�
'��>�/$�



8���#<�#�%��CE(���/��������#��+�
��6����:
��%����

�� S��-�� % ��A�� !� �(�����%�%@�F��7�.�S��-�� ��� ,��<�>	�

���%-O�(�,���5���:
��%����D��#��%��CE(����7�.�+��3�,��;<

D�� 0��1� %�� ,��;<� ��
(3M�AE�� %���� +��
@� %�� ���%�����#� ���

��� ,��'-	�� 5� ���A�� +��E(� �/�n.��� ��qb���
(� %���� ��(�

�������/�E�3���,��'-	��7�.���(� 5%���/�����
(�����7�.

�����(�z�EC��+��E(�MN	���-��-��	�%	�T�@� ����N	

JFreeman & Sztejnberg 1992�K���/�D��+�������1�#��l)�!

H1���J+��#<� ,��(K������<� MN	� �!�� ���F�� +!�-	� 7�.� ��

���,�����)5�+��E(�����%	��/�!������,�������1�%��CE(�����/

����������<�����Y��#!�����I�l)�!��H1����!��"GH@�#!���#�

8���#<����H1���%&���!� �/�+��E(�7�.�#���,��'-	������� �/

>O�(����1�JBehdad 1975K5��

��


?$(>&$DNA
3�2
�$
 


%�� B��C-	�� ��:
�DNA�� �7�.� #�� ���A�sZb����(

� ��7�.sZb�%&��� %�I�	� ��(���+!�-	�J,#����wbbx{ts�

!�$���-�K��FEO�%�I�	���@�!�� �S
)��E�����-�+!�-	��%�

�,���/dbb��B��C-	���O����-�;!�$��JM NA2HPO4�12Z5��M 

NaCl�1.5��CTAB�2�K\���(�u<����U����%3C�ws�������_�

%;�;�n.����������,�����/sZ���E����-�;�����!����%-C��

�����$����!�qbbb��P���%��%A�1������!��b��+�$��%A�1�

�����,����5%;�;�P���-�.��#��l)��/�P���%��n��3�zH-�b�

����%A�1���bbb������X�'��-��	�%A�1������!��5�9����lm	

� !� ��� %-���������1�O%��>O��� a�A-��� ����=�+!�-	� %;�;5�

���A��dsb��E3� �-�;!�$��!�!� ��� %O�g�� %����� �/� %�� ��O

%��������� ,���� +�$��P��� %�� %�����*��
I� �/� 5�P���-�

%;�;��n��3�zH-.�� #��l)� �/�P���%�b�� ���%A�1���bbb�

%��!������X�'��-��	�%A�1������!�|���%E�	!�,�����7�����/

�a�A-�������=�+!�-	�%;�;�+!���!����%-���������1�O�9���

>O��� 5� ,#����� %�wZb����	� a���)!�)!F��� +<� %�� a�E�� "4U

%;�;�n.���a�E��%�����*��
I� !�����(�%O�g������<� %�� �/

��!������z�EC��P���%tbx�b���F��O����%A�1�C�tbx�����1

�
-O�(� 5%;�;�P���%���/�b�����%A�1���bbb��%A�1������!�

����� X�'��-��	��lm	u�	�� ��h��� 9���DNA ������<� %�

���B��.5�%;�;�%����-����/DNA���bb��a�������-�;!�$��

db�����%A�1��S
)�P���%��!����,�!FO���Q����bbb������!�

��	� %A�1�����(� X�'��-� 5�� #�� l)��� +!��*-C�� ��!�� #�O�!

%;�;�%��u�	��+���Y&.��/�%;�;� �/�%�{b��u<��-�;!�$��

%�����!����,�!FO��+!�-	�����!���NA��^��Y��P���%�� �/

u�	������
-O�(����1�a�}C��+!��DNA ��nU��NA��u<���

���5 DNA ��,��'-	��#��n�1�,���B��C-	�����+�-	(PVPP)�

Polyvinyl poly pyrrolidone�o;�.����#�	 JSchena et 

al. 2002; Schena & Ippolito 2003; Schena & Ippolito 

20035K��

��


?$(>&$DNA
'���
�$
 


%&��� #����E ��� ������ �;��;<� ��/�!� ��'	� ��/

>	�)��!����- 3�.%&�������E �����������/�+F�������/

�
����!�!� "GH@� +!��� %&���"/*�
I��� !�H1��� %&��J(��,�

+��#<K�%&��� n������E ��� ������ ��/��!�� ��� ��'	� ��/

%&���!�%&���MN	�"GH@��1�O���/~�B��C-	�� DNA�i!��%�

+���$�/�!��
�(Schena et al. 2002) ��%������/�#�����$��!����

>O�(���4��`�DNA��,���B��C-	�,��'-	��#��n�1���+�-	��!�

PVPP�o;�.����#�	5���

��

@<�2

���&DNA

�0&
���
(�PVPP
 


%�� #�� �#�	� o;�.� ��:
�� +�-	PVPP��,��'-	�

��(��5�%;�;�Y�� %��YI�3� ����	�Y�� ��-��� ��:
�� *��� %��

f�!�
)��sZb��E���;�!� ,����� ���+<�u��� !� ,��3� ��4�����-

� ,�N1�Y�%&���%�I�	���H�1� %3����O��� ��� !� ,��� !H3���

TE�C���%;�;�n.������,��������_��!�%-��R�����+<�������)

PVPP��!�,��3��)����%;�;�n.��!���E���;����1���-���,���5�

�%;�;�%�sZb��E���;�����Y��%EU���!���6�^�����%����-{bb�

�����%EU���!��-�;!�$��tbb���/�!�,��3�%O�g��u<��-�;!�$��

%;�;� %EU��� ��/sZb��E���;%;�;� n.��� ��� %3� ��-� ��/t�

�E���;� ��� ���� ,��� ,���� ���1� ��-qbbb��%�� %A�1�� ��� �!�

�P��q���X��'��-��	�%A�1����� 5%;�;�lm	���/sZb��E���

�;%;�;� n.��� ��-� ��/sZ���E���;� ��->O�(� ���1��+<� %�� !

DNA�����!����%O�g��,���B��C-	�qbbb��%��%A�1������!�

�P��q��X��'��-��	�%A�1�����(�5�lm	%;�;���/sZb��E����

-�;� ���fDU���� !DNA�%;�;� n.��� ,���o;�.���/sZ��
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�E���;� ����� ��� ��-Ctb�x���� �����_��JSchena & 

Ippolito 2003; Ruano-Rosa et al. 20075K��

��

="	$�
A�B�$��6
PCR
'��!���$ 
 


�,��'-	�� ��� %&��� !� 7�.� #�� �(������ ������

�Q�R-.����/�(#�L<#��R2��R8��!R7��R10�����+��#<PCR�

%����<� ���� � Nested PCR���� ��4��5��>'=� !�� *��� �;���

�a!�=�����/�(#�L<��>	��,���,��!<`��

��

a!�=��`�����������,��'-	��������Q�R-.����/�(#�L<

�0��1Rosellinia necatrix��
Table 1: Primers and their sequences used in 

detection of Rosellinia necatrix 

�;�����(#�L<�����

Sequence (5' – 3')�Primer�

5'CAA AAC CCA TGT GAA 

CAT ACC A3'�
R2��

5'CCG AGG TCA ACC TTT 

GGT ATA G3'�
R8��

5'AAC CAT AGG CGA GAT 

GAG AAA T3'�
R7��

5'CCC CTG TTG CTT AGT 

GTT GG3' 

R10��

��

� 8
3�!PCR�� "4U� ��ts��z�EC�� #�� �-�;!�$��

�n����8
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Fig 1: Presence of typical pear-shaped hyphal swelling in Rosellinia necatrix.�
��
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�n$�t`���������?$���t���>'=�#��Rosellinia necatrix��r�	����Nested PCR���(#�L<�>'=���R7��!R10�#��7�.5�:A1,A2��7�.

p�����a!�:B1,B2��7�.p������!�C1,C2�`�7�.p�������	D1,D2�`�7�.p���������IE1,E2�`�7�.p�����"4
):F1,F2��7�.p�����"&�C+�`

�>�?���/��DNA���0��1R. necatrix���C
-�`�7�.�#���'
���/�����u�C-���,���+!�-	���
(�%@�F�� �

M�`,#������;�$;����_��&��100bp plus��
Fig 2: Amplification of 112 bp bands in Nested PCR using primers R7, R10 from soil confirming the existence of 

Rosellinia necatrix. A1, A2: Soil from orchard#1; B1, B2: Soil from orchard#2; C1, C2: Soil from orchard#3; D1, D2: 

Soil from orchard#4; E1, E2: Soil from orchard#5; F1, F2: Soil from orchard#6; C+: Positive DNA control; C-: Negative 

sterilized wheat field soil and M: Molecular marker 100bp ladder. 
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Fig 3: Amplification of 112 bp bands in Nested PCR using primers R7, R10 from root confirming the existence of 

Rosellinia necatrix. RA1, RA2: Cherry root covered by cottony mycelium, RB1, RB2: Cherry root covered by mycelial 

fans; RC1, RC2: Symptomless cherry root; RD1, RD2: Faba root covered by mycelia; RE1, RE2: Symptomless faba 

root; C+: Positive DNA control; C-: Healthy faba root as negative control and M: Molecular marker 100bp ladder. 
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�n$�{�`"/�S��-�������#�	���;�����U���������VE3��ITS1�� ITS2�5.8S rRNA��0��1Rosellinia necatrix��+��'Q��7�.�#��,�����=

�����;����%���=R. necatrix�����,���>�W+X�Y���5��
Fig. 4: Alignment of nucleotide sequences of ITS1�� ITS2� 5.8S rRNA in Rosellinia necatrix isolated from Isfahan soil 

with R. necatrix registered in GenBank. 
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