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Classification of Rosellinia necatrix by RAPD Analysis
Kiyoshi Namal, Tetsuo SunNaGa, Toshio KuiMa

Summary: The white root rot is the important disease of various trees by Rosellinia necatrix and it is very
hard to control. Since there have been few pathological and genetical studies, so RAPD analysis examined.
At first, the DNA extraction method of R.necatrix and condition of PCR for RAPD analysis was established.
Then 138 RAPD markers detected using 18 primers among 25 strains of R.necatrix. 4 isolates of the same
pear tree indicated identical RAPD pattern, but 5 isolates of the same apple tree differed in 2 groups.
The differences between the 2 groups were in the 4 RAPD makers. Also there was a genetical distance
among Inn-3 and other strains in the dendrogram by cluster analysis. No relationship of the genetical distance
of each strain and the isolated plants or the isolated places was found. Then 3 isolates of each different

diseased tree in the same field were separated comparatively.

Key words: Rosellinia necatrix, PCR, RAPD, cluster analysis
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AOWTDNAZHIH L. 20, BEEEFTHAE
ABEL, LomiE.OF 2 — 7RSO/ 282 %
72U (50~100mg#2fE) , 400 x 1D E MR ER (50mM
Tris-HCl pH7.2, 50mM EDTA, 3%SDS, 1% 2-* L7
ThIY I —=N) EMA, RVTF Y7 AIFH-THL
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RNase A 20ug/ml) &M S, 37°C T304 Ml him L
TRNaseLH L 7-4 D& DNARE & L7 (1N .

4041 7 )

%26 P CR%fM

4 7o/ =) 0.5dvolZMA, B <ERERN

¢ 2% PCREUSERMM
template DNA 1.0xl  0.5~2ngfeE
70%L5 /=T A 10 N\ PCR buffer* 25ul 1N
ANTP mixter(#%2.5mM) 20ul  0.2mM
10000 ~g, 17 primer(7.8 M) 1.6ul  0.5uM
TaqDNA polymerase(5U/ uD)  0.2x1 1U
&1 gt 251l

¢ .

TE-RNase 100 x WZiEM@ L, 37C30%

$FE1R  RIKFDNADHIH A &

;3k @fHAXSSAv—-¢TFZ—VTRE

* DFARIF100mM Tris-HCl(pHS.3),
500mM KCl, 156mM MgClz
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L, 5N/ -DNADKLEEIZI00 4 IOTEIZ IR S E 72,
DI LD p 1k BRKENIMRA L 72 & 25, 20KbPLE
DK E SODNANS~20ng/ u IRFEDORETHSLNLTW
LHEEFESN (F3F) . LT, REZLDE00
ng~2u gDDNAMIMH TE 2 Z EFHL L o 7z,
£7:Z ODNARK % 10EAHR L T, 254 1DPCRDFRIZ]
p AT 2% E2 58, 1000EDOPCRIZHERA T &
BT A, LA LLee and Tayloril X5 &, 861
72:DNA% 100~500 £ IOTEIZ MR L0 1~10 g/ 1 7%
ZEHIHABLTDIENDS , FrDD R EDLS
U LEORNERBTVWL I IR A0, BIZIEE E
TONLUREEN S 5.
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PCRIZHEEA T 2 B RIDNAII REEW AL VI EIZIE K
IBHHE S NS 70, DNADHEIES v, £7:, RAPD
FERREEGE2ELD I ETHREPRL>TLEHI T E

8 9

10 11 12 13 14
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PCRTIINY &L BINT, 7914 —A0SIEA AT —
Xy — 2 RIR L7720, RAPDY — 4 — DR IL R

M 1

o
w
s

THol: (FAK) . LrL, TOMOT T4 = —I2D
WY PR &R 7720, KPCRE&M & U'DNA
M FEEABTREIC BV THBATE 2 Z &P L2
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SHEECEDLLTLTRIUTH 722 5 ALEN-3
FES ARt R 1 P e oF (N
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栃木農試研報No．47：37−46（1998）

Bu1L　T�thigi　Agr．Exp．sm　No．47：37−46（1998）

RAPD法を用いた白紋羽病菌系統判別の試み

生井　潔・須永哲央・木嶋利男

摘要：白紋羽病は果樹類を中心に多くの植物に病原性を示す難防除病害である．本病は病原学的，遺伝

学的解析が遅れているため，防除を難しくしている．そこで本病菌を解析するためRAPD法の可能性に

ついて検討した．

　1．本菌におけるpolymerase　chain　reaction（PCR）に供試可能な簡易DNA抽出法を確立し，random

amplified　polymorphic　DNA（RAPD）法のPCR条件を明らかにした．

　2．25菌株を供試し，18種類のプライマーを用いて138個のRAPDマーカーを得た．

　3．ナシの同一発病樹から分離した4菌株は全てのマーカーで同じパターンを示したため，同一菌株

と思われたが，リンゴの同一発病樹から分離した5菌株は4個のマーカーが異なる2グループに分類され

た．

　4．得られたRAPDマーカーを用いてクラスター解析を行い系統樹を作成したところ，ナシから

分離した印一3が他の菌株と遺伝的距離が離れていた．また，各菌株間の遺伝的距離と分離宿主及び

分離場所との関連性は認められなかった．そして，同一圃場内の別々の発病樹から分離した3菌株は，

比較的遺伝的距離が離れていた．

キーワード：白紋羽病菌，PCR，RAPD，クラスター解析

Classification　of月ose〃’η’aηeo∂肱’x　by　RAPD　Analysis

Kiyoshi　NAMAI，Tetsuo　SuNAGA，Toshio　KIJIMA

Summary：The　white　root　rot　is　the　important　disease　of　various　trees　by　Ros8〃iniθn8cα’7鼠and　it　is　very

hard　to　controL　Since　there　have　been　few　pathological　and　genetical　studies，so　RAPD　analysis　examined．

At　first，the　DNA　extraction　method　of　R．necatrix　and　condition　of　PCR　for　RAPD　analysis　was　established．

Then　l38RAPD　markers　detected　using　l8primers　among25strains　of　R．necatrix．4isolates　of　the　same

pear　tree　indicated　identical　RAPD　pattem，but5isolates　of　the　same　apple　tree　differed　in2groups．

The　differences　between　the2groups　were　in　the4RAPD　makers．Also　there　was　a　genetical　distance

among　Im−3and　other　strains　in　the　dendrogram　by　cluster　analysis。No　relationship　of　the　genetical　distance

of　each　strain　and　the　isolated　plants　or　the　isolated　places　was　found．Then3isolates　of　each　different

diseased　tree　in　the　same　field　were　separated　comparatively．

Key　words：Roselhnia　necatrix，PCR，RAPD，duster　analysis
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