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*"#&����&���� 
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����
�����&���)
�mating type  
        ����	�
 mating type %&�
*"#&  P. infestans  �(��	�&�6
�������<����3��3+������*5#�
&������������
��5N%&�
*"#& (culture strip) �(��	�&�6
�� %��3 :)/  x 5.0 
6�(5
�(�  ��&���� 
Rye A �3+������� 2 
6�(5
�(� %������
*"#&��(�O�� mating type  A1 �"& �&�6
�� NM16F2 
��	 A2 �"& �&�6
�� E13 >�3��������
&"#&
PQR&��� Prof. Howard Judelson, Department of Plant 

pathology, University of California, CA, USAA ���������#��������������($�����
�����*"#����
&
8�?$�5 9; &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� ��� S ��� �7������
*��D� >�����#���3 @ 6#��  �3+�(��	6#��
�	������(���
������A ������D���3����#�"&<�����
*"#&����+��3���  
       - mating type A2 �	(���!�  oospores (�������	�����
*"#&����+��3����
*"#&��(�O������� 
mating type  A1 ��	�	(���!� sporangia (�������	�����
*"#&����+��3����
*"#&��(�O������� 
mating type  A2   

       - mating type A1 �	(���!�  oospores (�������	�����
*"#&����+��3����
*"#&��(�O������� 
mating type  A2 ��	�	(���!� sporangia (�������	�����
*"#&����+��3����
*"#&��(�O������� 
mating type  A1 

 
1����2���&��!�*�"��"�������&!�� metalaxyl   

���
*"#& P.infestans �(��	�&�6
������+��3� ���3�&���������(������(�&���
��� 
metalaxyl �3+������*5#�&���������
*"#&
��5N&+$��������&����
��#+�
*"#&  Rye A ���D�����
��� 
metalaxyl ����
%��%�� 0 (*
3����
�) 5 ��	100 ���������T�5��5�5(� ��� 0 6#�� �����#���������
��($�����
�����*"#����&
8?$�5 9; &�-�
6�
6�+� 
��� �	+	
������ 9: ��� ����7�D��3+�����3

���D���-$�+C���������� ��	�����8
���
�&�C
6��(C 3����# 
 

 (������ >ResistantA                 ������%&�
*"#&
��5N�3�3��������
%��%�� 5  ��	100 ���������T 
                                                        �5��5�5(� (���������"&
������ 40 
�&�C
6��(C 
�"�&
��+����*
3  
                                                        ����
� �������
%��%�� 100 ���������T �5��5�5(�) 

(������������� >Intermediate)  ������%&�
*"#&
��5N�3�3��������
%��%�� 5 ���������T�5��5�5(�   
 (������� 40 
�&�C
6��(C 
�"�&
��+����*
3����
�) �(���������<    
  
��5N�3��������
%��%�� 100 ���������T�5��5�5(�   

&�&��& >Sensitive)            ������%&�
*"#&
��5N�3����3���#�  5 ��	100 ���������T�5��5�5(�      
 (��&+���� 40 
�&�C
6��(C 
�"�&
��+����*
3����
�) 
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3�� 
�����&���)
� mitochondrial  DNA (mtDNA) haphotypes  
���
*"#& P�	 infestans  ��#���3 99S �&�6
��  67��
����������3����, !)-) 2552 ������ .9 

�&�6
����	
����������3����, !)-) 2549-2550 ������ ;9 �&�6
�� ��
��#+���&���� Rye A 

�����
�3��+ polycarbonate membrane �����������������($�����
�����*"#� ���&
8�?$�5 9; &�-�

6�
6�+� 
��� �	+	
������ 9: ��� ���������#� 
���
����+%&�
*"#&�3+���%
3
&�
����+%&�
*"#&
&&���� polycarbonate membrane  ������������������3 DNA ��%�#�(&�(�&��   

 
5.1��
���
�22����"�� 

���
����+%&�
*"#&���3����������D�������7��U��
*"#&���� 
(5����(�
��
�������
!"�&���

����+�%��(�� �����#��7��������3
����+����	
&�+3�����+
���D� �����7�+��+������&3������
%��3
��� >eppendorf tube) ���������#����(��%�#�(&�����	�
�����
&���������������*
3 kit %&� 
Nucleospin (��5'�� MACHEREY-NAGEL Inc. PA 18042 �����	
�-����O&
��5��) 

       
5.2 
�����	4�
����� PCR (Polymerase chain reaction) 
������
!5����5��83�
&��
&�����(��&�
3��+� (mtDNA) 2 ��5
�8 �"& ��5
�8���� P2 

��	 P4 �3+�*� primer 2 �$� �3���� �$� primer P2 ��	 P4 (�����3�� (Griffth  and Shaw, 1998) �3+��
��+�	
&�+33����#   

�$� primer P2  ��	�&�3��+        F2 >5’- TCCCTTTGTCCTCTACCGAT -3’A 
                                                  R. (5’ 2 TTACGGCGGTTTAGCACATACA -3’) 

�$� primer P4  ��	�&�3��+        F4 (5’ 2 TGGTCATCCAGAGGTTTATGTT -3’)  

                                                  R4 (5’-  CCGATACCGATACCAGCACCAA -3’)   
  


(��+�����	��+D����5��(���� > reaction mix) 25 ������5(� ��������������=5�5�5+� 
PCR ����*��$� primer P2  3����# 

������	�&�   ��5��(� >������5(�A  ����
%��%���
3���+ 
(25 mM) MgCl2

�

    1.0           2.75 mM 

(10X) PCR buffer    2.5           1X 

(1 mM) dNTP’s    :.5            200 M 

(5 �M) forward Primer                 0.08            0.325 �M 

(5 �M) reverse Primer    0.08            0.325 �M 



 18 

(5U/� l) Taq DNA polymerase   0..           1 unit 

(10 mg/ml) BSA    0.4           160 � g/ml 

�#��������7��U��
*"#&              9;);0             - 

3�
&��
&(�����    9                   - 

 


(��+�����	��+D����5��(���� > reaction mix) 25 ������5(� ��������������=5�5�5+� 
PCR ����*��$� primer P4  3����# 

������	�&�    ��5��(� >������5(�A  ����
%��%���
3���+  

(25 mM) MgCl2

�

    1.0           2.75 mM 

(10X) PCR buffer    2.5           1X 

(1 mM) dNTP’s    :.5           200 M 

(5�M) forward Primer                 0.08           0.325 �M 

(5�M) reverse Primer    0.08           0.325�M 

(5U/� l) Taq DNA polymerase   0..           1 unit 

�#��������7��U��
*"#&              91).0              - 

3�
&��
&(�����    9                  - 

 

�����#�D������	��+���
%������������������=5�5�5+� PCR 3����# (3�3������� Griffth  

and Shaw, 1998) >�*�
��"�&� Perkin elmer GeneAmp®

        denaturation  ���&
8�?$�5 94 &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 40 �5����  
        annealing  ���&
8�?$�5 // &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 60 �5����       ������ 40 �&� 

        extension               ���&
8�?$�5 S. &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 90 �5���� 
        final extension          ���&
8�?$�5 S. &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 7 ��� 

 

 

 

 

 PCR System 2400) 

 

2  �=5�5�5+� PCR ����*� �$� primer P2 
        Initial denaturation  ���&
8�?$�5 94 &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 90 �5����  
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 2  �=5�5�5+� PCR ����*� �$� primer P4 
        Initial denaturation  ���&
8�?$�5 94 &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 90 �5����  
        denaturation  ���&
8�?$�5 94 &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 40 �5����  
        annealing  ���&
8�?$�5 V0 &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 60 �5����       ������ 40 �&� 

        extension               ���&
8�?$�5 S. &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 90 �5���� 
        final extension          ���&
8�?$�5 S. &�-�
6�
6�+� 
����	+	
��� 7 ���� 
 

5.3��
������2*�����"(5!
��2����0���6restrition enzyme digestion) 
���D�D�5(����3�����������=5�5�5+� PCR ��(�33��+
&���6�C(�3���
!�	 HpaII ��	 EcoRI 

�3+���D�D�5( PCR ������%&� P2 ��+�&+3��+
&���6�C  HpaII 67���	������ mtDNA haphotype 

����
�� Ia &&���� IIa ��"& Ib &&���� IIb ����D�D�5( PCR ������%&� P4 �	+�&+3��+
&���6�C 
EcoRI 67���	������ mtDNA haphotype ����
�� I ��� II &&�������  
 


(��+�����	��+D����5��(���� .: ������5(� ����������+�&+3��+ 
&���6�C HpaII 
������	�&�   ��5��(� >������5(�A  ����
%��%���
3���+    

        (10U/� l) Restriction enzyme (HpaII)  0.5    5 unit 

        (10X) Restriction buffer    2     1X 

        �#��������7��U��
*"#&                  S)/                     - 

        PCR product P2                10                

 


(��+�����	��+D����5��(���� .: ������5(� ����������+�&+3��+ 
&���6�C EcoRI 
������	�&�   ��5��(� >������5(�A  ����
%��%���
3���+    

        (50U/� l) Restriction enzyme (EcoRI)           0.02    5 unit 

        (10X) Restriction buffer    2     1X 

        (100X) BSA    0.2    1X 

        �#��������7��U��
*"#&                 7.78                   - 

        PCR product P2                 10 

�����#�D�����
%���������&3������%��3
��� ���������������&
8�?$�5 @S &�-�
6�
6�+�  


���
��� 2 *������  
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3�1��
���������&���)
7�7�����

����22*�����"(5!
��2����0�� 
(�����D�D�5(����3�������(�33��+
&���6�C(�3���
!�	 > restriction products) �3+��� 

restriction products .: ������5(� ��D����� loading dye 3 ������5(� �����+�%��3%&�3�
&��

&�� .% agarose gel  electrophoresis ��  9 X TBE buffer �*�����(���-��+C�PPW� ;: ����C 
���
�	+	
������ V: ���� �����#��7�(���3$�<�3�
&��
& ?�+�(� ���&��(�����&
�(��������7�?�!
3��+
��"�&� gel documentation   

 
  


