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Sammanfattning

Rotgallnematoder av arten Meloidogyne hapla ér allvarliga skadegorare i gronsaksodling,
framforallt i mor6tter. Mordtter maste odlas pa filt som ér fria fran rotgallnematoder,
eftersom deformerade mordtter dr oséljbara. Insamling av jordprover och efterféljande analys
av nematoder &r en viktig atgérd for odlarna for att bedoma risken for nematodskador i falt.
Den traditionella analysmetod som anvéinds (morfologisk bestamning i mikroskop) ar
tidskrdavande och har lag kapacitet, och det finns ett stort behov av en robust analysmetod med
hog kapacitet. Syftet med forstudien var att sétta upp en fungerande och tillforlitlig LAMP-
metod for detektion av rotgallnematod (M. hapla ). Forst undersoktes en publicerad
molekylédr analysmetod, Loop-Mediated Isothermal Amplification ( LAMP) for detektion av
rotgallnematod. DNA utvanns fran andra stadiets rotgallnematodjuveniler (J2) och kunde
amplifieras fran samtliga testade nivaer (2-64 J2). Resultatet visualiserades enkelt genom att
tillsétta en firgindikator. En undersokning av specificiteten visade dock att metoden inte var
tillrackligt specifik da &ven DNA fran rotsarsnematoder detekterades. En ny LAMP-metod
utvecklades med primrar designade fran en specifik gensekvens (Heat Shock Protein 90) hos
rotgallnematoden. Denna nya LAMP-metod #r bade kiinslig och specifik och upp till 100 pg
DNA kan detekteras motsvarande 10 pg i realtids-versionen, vilket dr betydligt ldgre dn den
méngd DNA man far fran en enskild juvenil. Specificiteten av metoden testades mot rotsars-,
nal-, stubbrots- och betcystnematoder och inget DNA amplifierades fran nagon av dessa
nematodarter. Det 6vergripande malet dr att ge niaringen, odlare och radgivningsbranschen
tillgang till en snabb och siker DNA-baserad analysmetod for att identifiera och kvantifiera
antalet rotgallnematoder i jord.

1. Bakgrund

Mordtter dr en viktig del av den svenska tradgardsndringen och star f6r 10 % av
produktionsvirdet av tradgardsvéxter (anonym a). Bade produktionen och konsumtionen av
morétter har 6kat stadigt samtidigt som antalet producerande foretag minskat. Mordotter odlas
intensivt pa en begrinsad areal, framforallt i Skane och pa Gotland, och dir 6kar problemen
med rotgallnematoder (Andersson, 2009; Birgitta Kallings, muntligen). Andra gronsaker som
potatis, 16k och sallat dr ocksa kidnda vardvixter for rotgallnematoden, och odlasvanligen i
samma vixtfoljd som morétter, vilket gor att rotgallnematoden stindigt uppforokas, och
dessutom ir de flesta vanliga ogrésarter och rodklover ocksa virdvixter (Andersson, 2009).

Jordprovtagning och efterfoljande analys av nematoder dr mycket angelédget for att kunna
bedoma risken for nematodskador i ett filt samt kunna planera vixtfoljden for att undvika
uppforokning och darmed minimera skordeforlusten. Av de 312 foretag som odlar mordtter,
tas idag endast jordprover fran ca 40 gardar arligen. Men var och ett av dessa foretag som
kontrollerar forekomsten av rotgallnematoder, skickar endast in ett prov per filt vilket inte dr
tillrackligt. Flera jordprover bor tas per félt for att ge en béttre bild av nematodforekomsten.
Var erfarenhet av andra jordburna skadegorare, t ex Plasmodiophora brassicae som orsakar
klumprotsjuka i hostraps, tyder pa att flera jordprover maste tas per filt for att kunna fa en
tillrackligt bra bild av inomféltsvariationen av klumprotsjuka (Wallenhammar m fl., 2012).
Forutom inomfiltsvariation sa kan forekomsten dessutom variera betydligt mellan olika ar. I
ett 1angliggande odlingssystemforsok i Onnestad med fokus pa gronsaker konstaterades
mycket hoga halter av rotgallnematoder i vissa forsoksrutor, men arliga nematodanalyser i
forsoksrutornavisade att rotgallnematodpopulationen varierade kraftigt mellan aren (Modig,
2015).

Den konventionella detektionsmetoden for rotgallnematoder dr morfologisk bestimning under
mikroskop. Forst maste nematoderna drivas ut ur jordproverna for att sedan identifieras och



raknas i vattenlosning under mikroskop, vilket &r tidskrdvande. Vid Hushallningssillskapets
Nematodlaboratorium, dit odlare skickar sina prover for analys, drivs nematoderna ut fran
jordproverna med Seinhorsts elutriator vilket tar 24 tim, och bestdms sedan i mikroskop. Detta
leder till att analystiden for ett prov i genomsnitt dr 2,5 tim med kapacitet att analyseras endast
8 prover per dag. En brist i metoden ir att endast rorliga utvecklingsstadier (juveniler)
analyseras och hinsyn tas inte till 4gg som kan innehalla juveniler. Detta innebir att
rotgallnematodspopulationen kan underskattas. I analyser baserade pa molekyldra metoder
som PCR och LAMP, utvinns forst totalt DNA som inkluderar alla utvecklings- och
vilostadier fran ett prov innan DNA- kopiering.

LAMP ér en DNA- teknik som framfor allt har anvints inom klinisk verksamhet for snabb
bestimning av humana bakterier, virus och svampar (Notomi m fl., 2000) och tekniken har
ocksa utvecklats for siker bestamning av flera vixtpatogener (Niessen, & Vogel, 2010;
Moradi m fl, 2013 ) och nagra vixtparasitira nematoder i véxt- och jordprover (Niu, m fl.,
2011; Kang m fl., 2014). Med LAMP- teknologi kan analyserna genomforas med en enkel
laboratorieutrustning, flera prover kan analyseras samtidigt och ett snabbt resultat tas fram pa
ca 60 min per analys.

2. Material och metod

2.1. Nematoder

Juveniler av rotgallnematod (andra utvecklingsstadiet J2) inforskaffades fran HZPC, Holland.
Direkt vid ankomst placerades nematoderna kallt (4°C) med luftning. Rotsarsnematoder drevs
ut fran majsrotter fran en befintlig kultur i vixthus pa Ekologicentrum, Uppsala. Nal-,
stubbrots- och betcystnematoder erholls fran HS Nematodlaboratorium, Alnarp. Enskilda
juveniler fran varje nematodart plockades med nal under stereomikroskop och tillsattes i ror
med 10 pl vatten. Proverna analyserdes direkt eller forvarades vid -20° C tills anvindning.

2.2. DNA extrahering

Hur manga juveniler per prov som skulle testas bestimdes forst i samrad med Susanne
Andersson, HS Nematodlaboratorium, Alnarp, for att kunna detektera M. hapla bade vid den
lagsta (vid toleransgrins, 1-4 J2/250 g jord) samt den hogsta nivan som forekommer i marken
i kommersiella félt (~ 80 J2/ 250 g jord). DNA extraherades sedan fran 2, 4, 8, 16, 32 och 64
juveniler av rotgallnematod och rotsarsnematod med ett kommersiellt kit (DNeasy Blood &
Tissue kit, Qiagen, USA) enligt tillverkarens rekommendationer. Dessutom extraherades
DNA med en enkel metod bestaende av upphettning av juveniler i 10 ul vatten vid 95° C i
10 min. For de tre andra nematodarterna (nal-, stubbrots- och betcystnematod) extraherades
DNA endast fran 2 och 8 juveniler fran varje nematod pga begrinsade material av
nalnematod. Nematodproverna forbereddes i tre upprepningar och varje LAMP eller realtids-
LAMP analys upprepades minst tva gangar. DNA kvantifierades med NanoDrop instrument
som anvinds for kvantifiering av DNA och RNA molekyler.

2.3. LAMP

DNA fran rotgall- och rotsarsnematoder analyserades enligt en publicerad LAMP-metod (Niu
m fl. 2011), men med viss modifiering. Visuell detektering astadkoms genom att tillsitta av
fargindikatorn Hydroxy Naphthol Blue (HNB). HNB ger ett firgomslag fran lila till blatt vid
positiv DNA- amplifiering. LAMP-reaktionen utfordes vid 63° Ci 1 tim.



2. 4. Gel elektrofores

Prover fran representativa LAMP-analyser analyserades vidare med gel elektrofores (1%
agaros) for att bekrifta resultatet frain LAMP-HNB analyser. Denna analys anvinder vi i
forsknings sammanhang, men den behovs inte nir LAMP-metoden anvidnds som rutinanalys.

2. 5. Realtids-LAMP

Utover detektering av DNA med LAMP och fiargidmnet HNB, anvénde vi en realtids-version
av metoden for att kunna folja DNA amplifieringen i realtid. Syftet var att testa om det &r
mojligt att kvantifiera DNA fran enskilda juveniler. Realtids-LAMP analyserna genomfordes
pa en Realtids-PCR maskin vid 65° Ci 1 tim.

2.6. Ny LAMP-metod med HSP-primrar

Nya primrar (korta enkelstringade nukleinsyrasekvenser som sitter igang DNA-syntesen)
designades fran en specifik gensekvens (Heat Shock Protein 90, HSP) hos rotgallnematoden .
DNA fran rotgall-, rotsars, nal-, stubbrots- och betcystnematoder analyserades med de nya
designade HSP-primrarna enligt punkt 2.3 ovan, men vid 65° C1i 1 tim.

For att bestaimma detektionsgrinsen for metoden (lagst antal juveniler som kan detekteras),
spiaddes DNA fran 64 rotgallnematoder (motsvarande ca 10 ng/ul) i vatten. Spadningar (1/10
spiddning) forbereddes i tre upprepningar och DNA- koncentrationen i varje spadning
bekriftades med NanoDrop instrument. Utvalda LAMP analyser bekriftades med gel
elektrofores och realtids-LAMP.

3. Resultat

3.1. Detektion av rotgallnematod med publicerad LAMP-metod

3. 1. 1. Detektion av rotgallnematoder

DNA amplifierades lika effektivt fran DNA extraherat med kommersiellt kit som fran DNA
extraherat med upphettning vid 95° C. Dirfor anvindes denna enkla och billiga DNA
extraktionsmetod i resten av undersokningarna. Med den publicerade LAMP-metoden (Niu
m fl., 2011) detekterades rotgallnematodjuveniler i samtliga prover fran 2 till 64 J2 och
vattenkontrollen var alltid negativ (Figur 1a; b). Amplifierat DNA fran rotgallnematod
visualiserades enkelt genom HNB férgforiandring fran lila till blatt (Figur 1a) och resultatet
bekriftades med gel elektrofores (Figur 1b).

M 2 4 8 16 3264 Vatten 2 4 8 16 3264 Vatten

Figur 1a: LAMP reaktion med fargimnet Hydroxy Napthol Blue (HNB). 2-64 juveniler av rotgallnematoder
tillsattes i 10 ul vatten och upphettades vid 95° C i 10 min. Positiv DNA amplifiering (+; bla firg); negativ
vattenkontroll (-; lila farg), 1b: Bekriftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA
markor. Foto: Zahra Omer.



3.1.2. Specificitetstest med rotsarsnematoder

En undersokning av specificiteten av den publicerade LAMP-metoden visade att RKN (Root-
Knot Nematodes)-primrar (Niu, m fl. 2011) kan amplifiera DNA fran atminstone 8-64
rotsarsnematoder (Figur 2a). Resultatet frain LAMP med fargamnet HNB bekriftades med gel
elektroforesen (Figur 2b). Analyserna upprepades flera ganger och samma resultat uppnaddes
i varje analys med positiv DNA amplifiering i rotsarsnematod prover och negativ resultat i
vattenkontroll.
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Figur 2a: LAMP reaktion med firgdmne Hydroxy Napthol Blue (HNB). 2-64 rotsarsnematoder tillsattes separat
1 10 pl vatten och upphetts vid 95° C i 10 min. Positiv DNA amplifiering (+); negativ vattenkontroll (-), 2b:
Bekriftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markér. Foto: Zahra Omer.

3. 1.3. Realtids-LAMP

I dessa analyser jamfordes forst de tva olika DNA extraheringsmetoderna, (a) kommersiellt
kit och (b) upphettning vid 95° C. DNA extraherades fran 1-16 rotgallnematodjuveniler med
bada metoderna (Figur 3a;b), och dirfor valdes upphettningsmetoden dven for realtids-
LAMP. DNA fran bade rotgall- och rotsarsnematoder amplifierades i samtliga testade prover
(2-64 J2) medan vattenkontrollen var negativ och visade ingen DNA amplifiering. Realtids
analyserna bekriftade resultatet fran LAMP med HNB, men hir detekterades dven DNA fran
2 och 4 rotsarsnematoder (Tabell 1).
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Figur 3a: DNA av rotgallnematod extraherat fran 1-16 juveniler i vatten med DNeasy Blood & tissue kit, 3b:
DNA fran 1-16 J2 juveniler i 10 pl vatten, upphettat vid 95° C i 10 min. Ingen DNA amplifierades i
vattenkontrolenl. RFU (y-axel): en métningsenhet av positiv DNA amplifiering.

Virdena stimde bra med antalet nematoder och respektive DNA mingd (ng/ ul), satillvida att
hogst antal nematoder har ldgre reaktionstid dvs. hogst antal nematoder har ldgst Ct-virde
(Cycle threshold) (Tabell 1).



Tabell 1. DNA fran rotgall- och rotsarsnematoder extraherade med upphettning vid 95° C och

amplifierade med realtids-LAMP vid 65°C i 1 tim

Antal Rotgallnematod Rotsarsnematod
Jjuveniler DNA Ct-virde' DNA Ct-virde
(ng/ul) £Sd (ng/ul) £Sd
2 2,4+0,82 43,81 2,0£0,85 44,1
4 2,6£0,61 43,46 2,240,28 43,94
8 3,5¢0,52 434 344049 434
16 3,5¢0,35 43,28 4,4+0,71 42,16
32 4,3+0,41 42,61 4,9+0,64 40,88
64 8,7£0,30 42,12 9,8+0,28 40,42

'Ct-viirde (Cycle Thershold) ir antal cykler av DNA kopiering som behovs for att fa ett positiv signal.

3.2. Detektion av rotgallnematod med nya HSP-primrar

3. 2. 1. Detektion av rotgallnematoder

Nya primrar behovde utvecklas i denna forstudie. Forst designades flera primrar fran olika
gener, t ex “alpha elongation factor”, och testades mot DNA sekvenser fran olika nematoder i
NCBI (National Center for Biotechnology Information) databasen. Ett set av 6 primrar som
alla designats fran Heat Shock Protein 90 (HSP) genen hos Meloidogyne hapla valdes ut.
Sekvenser av HSP-genen fran olika rotgallnematodarter jamfordes forst med sekvensen fran
M. hapla. Den delen av M. hapla DNA:t som skiljde mest fran de andra arterna anvindes for
att designa M. hapla specifika primrar (Bild 1).
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Bild 1. DNA sekvenser av HSP-genen fran M. hapla (pil) samt fran 6 andra rotgallnematodarter (M. arinaria,
M. chitwoodi, M. fallax, M. incognita, M. minor, M. naasi) som valts ut for att designa fram och bak-primrar.
Bilden visar variationen i DNA sekvensen mellan arterna (olika sammanséttningar av bokstédver). Gruppering av
DNA sekvenser (Multiple DNA Sequence Alignment) utférdes med ClustalW2 verktyg.

Sokningen i databasen visade inga signifikanta matchningar med DNA-sekvenser fran andra
nematoder utan det var DNA-sekvenser fran M. hapla som fanns i sokningsresultatet med mer
an 90% matchningsgrad. Nar HSP-primrarna anvindes i LAMP-analyserna med HNB,
amplifierades DNA fran alla rotgallnematodprover (2-64 J2) pa samma sitt som i den
publicerade metoden (Niu m fl., 2011). En tydlig bla farg visualiserades endast i réren med
rotgallnematod DNA och ingen féargforandring skedde i roren med vattenkontroll (Figur 4a).
Analyser med realtids-LAMP visade DNA amplifiering i samtliga rotgallnematodprover
(Figur 4b).
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Figur 4a: Detektion av rotgallnematod med LAMP och HSP-primrar. 2-64 juveniler tillsattes i 10 pl vatten och

upphettades vid 95° C i 10 min. Positiv DNA amplifiering (+; blatt); negativ vattenkontroll (-; lila), 4b:

Respektive realtids-analyser (roda kurvan langst ner motsvarar 2 J2; rosa kurvan langst upp motsvarar 64 J2),

RFU (y-axel): en métningsenhet av positiv DNA amplifiering. Foto: Zahra Omer.

3.2.2. Detektionsgrdns for rotgallnematoder

Den ldgsta DNA koncentrationen som kunde detekteras med de nya HSP-primrarna var 100
pg/ul i LAMP, vilket motsvarar DNA fran mindre 4n 1 juvenil (Figur 5a). Fluroscensstyrkan
pa agarosgel stimde ocksa dverens med LAMP-HNB resultatet, med svagare fluroscens ju
mindre DNA koncentrationen i réren med bla farg (Figur 5a-b). Realtids-LAMP var
kénsligare 4&n LAMP med HNB och dérfor kunde ldgre koncentration, 10 pg/ul DNA,
detekteras (Figur S5c-d).
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Figur 5a: Detektionsgrians av LAMP med HSP-primrar. Spéadning av rotgallnematod DNA i vatten: 10 ng/ul
DNA (motsvarar ca 64 juveniler); 1 ng/ul (motsvarar 1 juvenile); 100 pg (motsvarar DNA fran <1 juvenil);
vattenkontroll samt DNA spaddningar i koncentrationer < 100 pg var negativa, 5b: respektiva gel elektrofores
analyser (1 %), Sc-d: DNA amplifiering i realtid fran 10ng-10pg, vatten och spadningar < 10 pg var negativa.
Foto: Zahra Omer.

3.2.3. Specificitetstest med andra nematoder
Specificiteten av HSP-primrarna granskades forst mot rotsarsnematoder eftersom DNA fran
denna nematod amplifierades med LAMP-metod enligt Niu m fl. (2011). Samtliga analyser



utférdes med DNA extraherades fran 2-64 J2. Forutom réren med DNA fran rotgallnematod,
syntes ingen fargforandring varken i roren med DNA fran rotsarsnematoder eller i réren med
vattenkontroll (Figur 6a). Resultatet bekriftades bade med gel elektrofores (Figur 6b) och
med realtids-LAMP (resultat visas ej).

6b.
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Figur 6a: Specificitet av LAMP med HSP-primrar mot 2-64 rotsarsnematoder. Positiv DNA amplifiering i
rotgallnematod DNA (+); negativa vattenkontroll och rotsarsnematod DNA prover (-), 6b: Bekriftelse av LAMP
resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markér. Foto: Zahra Omer.

Specificiteten av HSP-primrarna verifierades mot ytterligare tre nematodarter: nal-, stubbrots-
och betcystnematoder. Analysresultaten visade ingen DNA amplifiering fran dessa
nematoder, vattenkontrollen var negativ och roren med rotgallnematod DNA visade positiv
bla farg (Figur 7a). Samma resultat pavisades med gel elektrofores (Figur 7b) och realtids-
LAMP (resultat visas €j).
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Figur 7a: Specificitet av LAMP med HSP-primrar mot L= Longidorus spp (nalnematod), T= Trichodorus spp
(stubbrotsnematod) och H= Heterodera schachtii (betcystnematod) vid 2 och 8 juveniler. Positiv DNA
amplifiering i rotgallnematod prover (+); negativ vattenkontroll och DNA fran andra nematodprover (-), 7b:
Bekriftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markér. Foto: Zahra Omer.

4. Diskussion

I denna forstudie testades en publicerad LAMP-metod for detektion av rotgallnematoden, M.
hapla (Niu m fl., 2011). Vi anvinde samma procedur, men istillet for att visualisera LAMP
resultatet med det flurocerande fargimnet SYBR Green 1 valdes ett annat firgamne HNB,
vilket har fordelen att direkt visualisera resultatet under dagljus utan behov av UV-ljus. HNB
har en speciell formaga att dndra firg i enlighet med pH-virde och midngden magnesium i
provvitskan. Nir antalet DNA kopior okar under en LAMP-reaktion sinks pH-vérdet och
méngden magnesium minskar, vilket far som konsekvens att firgen dndras fran lila till bla
(Goto m fl., 2009). Pa detta enkla sitt visualiserades DNA amplifiering fran rotgallnematod,
och sa lite som 1-2 juveniler kunde detekteras, vilket stimde bra med det publicerade
resultatet (Niu m fl., 2011).

I den andra delen av forstudien undersoktes specificiteten av den publicerade LAMP-metoden
mot rotsarsnematod, eftersom denna nematod ocksa kan férekomma i morotsodling hér i
Sverige. Ytterligare granskning av metodens specificitet mot andra nematoder har ocksa



rekommenderats (Niu m fl., 2011). Vara resultat med bade LAMP- och realtids-LAMP
pavisade tydligt att metoden inte &r tillrickligt specifik mot rotgallnematod och att den ocksa
kan detektera rotsarsnematod. Metoden utvecklades for att detektera tre andra
rotgallnematodarter; M. incognita, M. arenaria och M. javanica férutom M. hapla (Niu m fl.,
2011). Att metoden detekterar en grupp av flera rotgallnematoder med sk grupp-primrar &r
praktiskt, men dirigenom riskeras specificiteten mot andra nematoder, i det hir fallet mot
rotsarsnematod. Att man valt att detektera flera arter samtidigt med samma analysmetod
begrinsar mojligheten att vilja specifika DNA-sekvenser for att designa sk art-specifika
primrar for just M. hapla.

Baserad pa egen-designade primrar fran HSP-genen hos M. hapla utvecklades en ny LAMP-
metod. HSP-genen finns hos de flesta rotgallnematoder, men for att designa artspecifika
primrar anvéindes de delar av DNA-sekvensen i M. hapla som skiljde sig mest fran respektive
DNA-sekvens i andra rotgallnematodarter. I Sverige dr M. hapla den vanligaste
rotgallnematoden och 1 Europa finns dven arter som t ex M. fallax och M. chitwoodi

Vilka dar mycket allvarliga skadegorare som vi inte vill fa in i Sverige. En
specificitetsundersokning (sokning i NCBI databasen) tillimpades istéllet for riktiga LAMP-
analyser, och denna sokning visade inga signifikanta matchningar med DNA-sekvenser fran
dessa rotgallnematodarter eller med andra nematoder. Metoden med de nya primarna testades
sedan i flera analyser mot fyra andra nematodarter som &r vanligt forekommande i sodra
Sverige; rotsars-, nal-, stubbrots- och betcystnematoder. Analysresultaten fran bade LAMP-
och realtids-LAMP samt gelelektrofores visade inga positiva DNA amplifieringar.

Den nya metoden har en detektionsgrins pa 100 pg/ul DNA i LAMP med HNB och 10 pg/ul
med realtids-LAMP. Att LAMP med fargimnet HNB har lagre kédnslighet dn realtids-LAMP
kan bero pa att provvitskan innehdll bl.a. olika enzymer. Bada DNA- koncentrationerna, 100
och 10 pg/ul, betydligt ligre 4an DNA fran en enskild rotgallnematodjuvenil vilket motsvarar
ca 2 ng/ul. Detta visar att metoden har en stor potential att detektera rotgallnematoder vid det
ekonomiska troskelvirde (1-4 J2/250 g jord), men detta maste forst bekriftas med analyser av
jordprover. Som i de flesta LAMP- studier, finns alltid mojlighet att 6ka kédnsligheten genom
att optimera reaktionstemperatur, reaktionstid samt innehall av provvétska (Tomlinson m fl.,
2010).

Skordeforlusten som orsakas av rotgallnematoder 4r kopplad till nematodtétheten 1 marken
(Gugino et al., 2008), och dirfor dr det viktigt att kvantifiera antalet nematoder fore sadd for
att kunna planera hallbara vaxtfoljder. Vi undersokte ocksa mojligheten att kvantifiera antalet
juveniler med en realtids-LAMP version, nagot som inte #r gjort tidigare, vilket dr viktigt for
praktiskt tillimpning av metoden. Artbestimning savil som kvantifiering av rotgallnematod
ar fullt mojligt med den nya LAMP- metoden baserad pa HSP-primrar. Genom att folja
Okningen av DNA mingden 6ver tiden kan antalet nematoder bestimmas utifran méngden
DNA i ett prov och tiden i minuter som tas for att fa en positiv signal (amplifieringskurva).

Olika DNA-metoder har utvecklades for att detektera M. hapla, och baseras pa att
rotgallnematoden forst maste drivas ut fran vixt eller jordprover innan analysen genomfors,
vilket dr bade kostsamt och tidskrivande (Castagnone-Sereno m fl., 1995; Zijlstra, 1997;
Nyoike m fl., 2012). En DNA-metod, realtids-PCR, som kan detektera och kvantifiera
rotgallnematoder utan att nematoderna behover drivas ut fran jorden publicerades av Sapkota
m fl., ( 2016). Sadana realtids-PCR metoder kriver dock att DNA- extraktionen maste utforas
med speciella kommersiella kit. Rengoring i tva steg kan ocksa behova tillampas
(Wallenhammar m fl., 2012) och DNA- extration och reng6ring dr den mest kostsamma delen
av en realtids-PCR analys. LAMP dr ddremot mindre kénslig for himmande substanser



(Wang m fl., 2008) och i denna forstudie var en enkel provhantering i form av upphettning av
juveniler i vatten i 10 minuter tillrickligt for detektion av rotgallnematod med bade LAMP-
och realtids-LAMP. Sadana enkla och billiga provhanteringar har ocksa rapporterats for DNA
extraktion fran jordprover i andra LAMP studier (Moradi m fl., 2013). For attt gora metoden
kommersiell maste M.hapla- DNAextraheras i jord i fortsatt utvecklingsarbete. Detta ger en
analysmetod till en ldagre kostnad som mojliggor en 6kad provtagning och analys hos odlarna,
riskzoner inom félt kan identifieras och precisionen i morotsodlingen okas.

S. Slutsatser

- Med den publicerade LAMP-metoden detekterades DNA fran 2-64 rotgallnematodjuveniler.
- Metoden var inte tillrickligt specifik och detekterade dven rotsarsnematoder.

- Vi utvecklade en LAMP-metod med nya HSP-primrar som dr bade kénslig och specifik.

- Rotgallnematoder kan detekteras vid nivaer ldgre dn en juvenil per prov. Ingen DNA
amplifiering forekom vid test mot fyra andra vanligt forekommande nematodarter; nal-,
rotsars-, stubbrots- och betcystnematoder.

- Nista steg blir att testa den nya metoden for analys av rotgallnematoder i jordprover fran
kommersiella filt.

6. Resultatformedling
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