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Evaluation of PCR, IEF and ELISA techniques
for the detection and identification of potato
cyst nematodes from field soil samples in
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2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Sample collection
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2.2 Standard PCN quantification
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2.3 Bait plant tests
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2.5 PCR Amplification
�"� �&&���
� ���� �& ��� ������� "��� #�� �
 ����

��#	) ��� ���!�+�����
 �
 ��� +��� ��� �& �������

#�� "��� �� ������� �	 �#!��
 �
 A�����!!)*3

��� G ������
���
� ������ �4�$�G� G�� G�� ��G
��G ���$2�� ������2� �
 ��� � 	���
�� ������
�4�$��� ��� G�� ��� G�� G�G$2�� ������3�
��
� �� ��� ���* ��%��
) ���	 "��� #�� �
 ���$

��
����
 "��� � #
�,����! ������ �4�$GG� �G� ���
�G� �G� ��� ��G G$2�� ���� ��
� �� ��� *7�
��%��
 �
 �� ��!!� ��� ���4 ������ �	  ���� �� ��� /3

��� ����
 ��� �& �������*2 �� ���%
� �� ��
 �� ���

���* ��%��
 �
 ��� 4)7� ���� %�
�) ��� �
������
���
�$�����+� ������ "�� 4�$�G� �G� ��G
�G� �G� ��� ��$2�- ��� � 	���
��$�����+� ������
4�$GG� G�� ��G ��G ��� G�� G�$2� "����
��
 �� ��� ���* ��%��
- �
 ��� #
�,����! ������ "��

4�$G�� G�� GG� ��G �G� ��� ��$2� !�����
�
 ��� 4)7� %�
�) ���� ����!� "�� �#
 �� !���� �����

����� "��� ���� ��� �& �������) ��� ������!�%	 &��

��� ����
 ��� �& ������� "�� �� ������� �	

A#!��!!�
 �� ��-*2 �B���� ���� ��0 ��!	������
�����������!� ���� �,�
�� �������
�!�%����

"�� #��)

2.6 Agarose gel electrophoresis
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2.7 Protein extraction and IEF gel electrophoresis
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2.8 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
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Table 1. Detection of potato cyst nematodes, Globodera spp, by direct extra
had been grown. Numbers in parenthesis are 95% confidence limits
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Table 2. Identification of potato cyst nematodes using different PCR primers, IEF and ELISA. Numbers in parenthesis are 95% confidence limitsa,b
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Figure 1. PCR differentiation of the potato cyst nematodes (PCNs) Globodera rostoc
primers: (A) PCR primers of Bulman and Marshall,14 (B) PCR primers of Mulholland
marker (ΦX174 DNA Hinc II).
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Table 3. Identification of potato cyst nematodes in 30 samples using different PCR primers, IEF and ELISA. Numbers in parenthesis are 95% confidence limitsa,b

������

��	
�� ��

�	��� �����

��	��� ����������

����� �� ���

��	��� ����������

����� �� ���

��	��� ����������

����� ���

��	��� ���� ��

����� �������� ���

0��

�-!#�� ��" 1�(�$�!!� �� � ������� � ������ �� ������� � �������
1-!$%!!��" �� ���� �� � ������� �� ������ � ������� �� �������
�%�$ 0�� �� �� ������� � ����� �� ����� �

�2� �� �� ������� �� ������� � �

23�,	 �� �� ������ �� ������ �� ������� �

 �!" �� �����* ��� � ��� ��� � �����** ���� � ���� ���� �

� 0�4 ���
����� �������5 �%4 � ����������5 0���%4 � ��������� �����������
� *������5 **�������

�� �����
� �� �!
��B�#�� �& ��� �"� �������) ����� "�� ���&���� �


82 ����!�� �#� �� "�� ��������!� �� ���� "������ �

�	�� "�� �
� ������� �� ��� ����� �
 ��
	 �����) ����

��� �	��� ���� "��� #
�0#�,���!!	 ��
��+�- 5*C �&

��� ����!�� ������� �� ��
���
 ��B�#��� �& ��� �"�

�������- *8C �� ��
���
 ��!�!	 � 	���
��- �
 *8C ��
��
���
 ��!�!	 � ������
���
�) @�"�,��- ����� "���
��
	 �	��� ���� ��#! 
�� �� #
�0#�,���!!	 ������� ��

������ ������� �
 �
!	 ���#� �
� �
 ����� ���#!����
�

������� �� �� ������ �#�� � 	���
��- �� �#�� �
������
���
�)
�����	 ����!�� &��� ��� �#�,�	 "��� ����� �	 �!!

������ ����!� 2� �
 �%��
 ����� "��� ��%
�+��
�

�&&���
��� ���"��
 ������ �& ��
��+�����
) ���

���#!�� &��� ��� �"� ���� �& ��� ������� ��:�


��%����� "��� �
 ������� �%�����
� "��� ��� ���#!��

&��� ��� &�� ��� ��
��+�����
 �& � 	���
�� �#� ��$
�%��� &��� ������
���
� ��
��+�����
- "������ ���#!��
&��� ��� #��
% ��� A#!��!!�
 �� ��*2 �������- ���
�
 ����� "��� �
 �!���� &#!! �%�����
� &�� ���

��
��+�����
 �& � ������
���
�) ��� � 
�� ��
��&	
�
	 ���#!����
 �� � ��B�#�� �& ��� �"� �������)

@�"�,��- ���� ��� �
 ����� ��%������ ���#!�$

���
� �� ��B�#��� �& ��� �"� �������- �#� ���%���

%����!	 �
 ��� 
#���� �& ��B� ���#!����
� �/1C �


56C ��������,�!	�)

���!� 3 ���"� ��� �������� ���� �
 ����� ���

����!� �
 ���- ��� �
 ����� ������ &�� ���

��
��+�����
 �& ������ �	�� 
�������) ��� ��0#����

���� ����������
 ���� ��� ����!� ���
 ����� �*6 ,�

7��
- ��������,�!	�- �#� ��� ��� ������� ��0#��� !���

"����
% ����) ��� ���� �& ���%�
�� ��� ����!� &�� ����

����� ��
%� &��� K1)/1 �
�� �
�!#�
% ��� ���� �&

�
�������� &�� ����� �� K/)11 &�� ���)
4 DISCUSSION
��� ���
 �#����� �& ���� ��#	 "�� �� ������� ���-

����� �
 ���$���� ����
�0#�� "��
 #�� &��

������
����
 �& ������� �& ���� �
 +�! ����!��-

������ ���
 ���� %��"
 #
�� ��
���!!� ��
����
�

"��� 
�" �	��� &#!! �& 
�" �%%�) ���� ���
� ���� ����

�& ��� �	��� "��� �& ,��	 ���� 0#�!��	 �
 �&+�#!� ��

��
���	) �!! ��� ������ "��� !������#�- "��� 
�

��%
�+��
� �,�
��%� �& �
	 �
� 
��� �,�� �
	 �& ���

������) �!! �& ���� ������� �� ����
%#��� ��� �"�
*16/
������� �& ��� �
 �!! "��� �!�� ��!� �� ��%�����

���#!����
 ��B�#���- �#� ���	 &��0#�
�!	 "��� 
�� �


&#!! �%�����
�) � %������ 
#���� �& ������,� ���#!��

"�� �����
� "��� ��� ���
 "��� �
	 ����� �����-

�
�����
% ��� %������ ��
����,��	 �& ���� �����) �!!

/58 ����!�� ���� "��� &�#
 �� ��
���
 ���� "���

��!� �� �� �������� �	 ���- "��!� �#&+���
� �	���

"��� �,��!��!� �
 �
!	 72 �
 82 ����!�� &��

��������
% �	 ��� �
 ����� ��������,�!	) ��� ���

�
 ��� ���#!�� �#%%���� ���� � 	���
�� ��
���
���
�& 55C �
 71C ��������,�!	� �� ��� ���
�
� �������-

"��� �
!	 */C �
 7C- ��������,�!	- ��,��!� �� �� �
������
���
�) ���� ��	 �� #� �� ��� &��0#�
� #�� �&
�������
� �#!��,��� �%��
�� � ������
���
� &�� ���
��
�%���
�) ?
!	 ������!!	 �������
� �#!��,��� ���

�,��!��!� �%��
�� � 	���
��)  ��
 ��� ���� ����!��
"��� ����� �	 �!! ������- ���� �%�����
� "�� 
���

�
 ��� ��
��+�����
 �& �#�� ����!�� �& � ������
���
�-
�#� ����� &��!� �� �%��� "��� ����� ������ �
 ���

��
��+�����
 �& �#�� �
 ��B� ����!�� �& � 	���
��)
���� "�� #� �� ������! �����$������,��	 �& ��� �"�

�
������� #��)  ��� ���� �����+� �
�������-

������#!��!	 �%��
�� � 	���
��- ��� ����� ����� "�!!
�� ��!� �� �������
��� �
 0#�
��&	 ��� ������� �
 �

����!� �
 � ��
%!� ��������
% ����) �#���������- �� ���

��� ����
���! �� �������
��� !�,� &��� �� �%%�)

��� ���%�����
� ���"��
 ��� ���#!�� �����
� �


���� ��#	 ��	 �� �B�!��
� �	 �&&���
��� �
 ���

���
���!�� �& ��������
 �
 ��� ��
����,��	 �& ���� �& ���

������) ��� ��
����,��	 �& ��� �� �#�� %������ ���


���� �& ����!������ &��#��
%- "��� ��� ��� &��� ��
%!�

�%%� �� .#,�
�!�� �#&+���
� &�� ��
��+�����
) ������


����!������ &��#��
% �� ,��	 #��&#! &�� ��� ��
��+��$

���
- �#� ��0#���� !��%� 
#����� �& ,���!� �%%�) �	���

��,�
% �%%� �& !�" ,����!��	 �&��
 ��
���
 �
�#&+���
�

������
 &�� ��%
����)/7 ��� ����
� �,�!����
� �&

�#!���!�B ��� ����� ��	 �&&�� ��� "�	 &��"�� &��


������ ��
��+�����
) A#!���!�B ��� ����� ��,�

�!�� ���
 #�� �� ��
��&	 ����� 
������� �#�� ��

���������� /7 �
 ����
������ �������)/8

���� ���� �& ��� ������� &��!� �� 	��! ���!�+��$

���
 ���#��� &��� ���� +�! ����!�� :
�"
 ��

��
���
 �%%�) ��� ���� ��� �& �������*2 �!�� &��!�

���,��#�!	 �� ����� ��� ��� &��� +�! ����!��

:
�"
 �� ��
���
 !�,� �%%�)21 ��,���! &������ ��	 �&&���

��� ���!�+�����
 �& ��� �
 ���) ����� �
�!#� ���
���� ����� �
 ���*1579*163 ��
!�
�> /11*�



Table 4. Estimated cost and time
involved per sample in PCR, IEF and
ELISA techniques for batches of 10
samples
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