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Sammanfattning 
Rotgallnematoder av arten Meloidogyne hapla är allvarliga skadegörare i grönsaksodling, 
framförallt i morötter. Morötter måste odlas på fält som är fria från rotgallnematoder, 
eftersom deformerade morötter är osäljbara. Insamling av jordprover och efterföljande analys 
av nematoder är en viktig åtgärd för odlarna för att bedöma risken för nematodskador i fält. 
Den traditionella analysmetod som används (morfologisk bestämning i mikroskop) är 
tidskrävande och har låg kapacitet, och det finns ett stort behov av en robust analysmetod med 
hög kapacitet. Syftet med förstudien var att sätta upp en fungerande och tillförlitlig LAMP-
metod för detektion av  rotgallnematod (M. hapla ). Först  undersöktes en publicerad  
molekylär analysmetod, Loop-Mediated Isothermal Amplification ( LAMP) för detektion av 
rotgallnematod. DNA utvanns från andra stadiets rotgallnematodjuveniler (J2) och kunde 
amplifieras från samtliga testade nivåer (2-64 J2). Resultatet visualiserades enkelt genom att  
tillsätta en färgindikator. En undersökning av  specificiteten visade dock att metoden inte var 
tillräckligt specifik då även DNA från rotsårsnematoder detekterades. En ny LAMP-metod 
utvecklades med primrar designade från en specifik gensekvens (Heat Shock Protein 90) hos 
rotgallnematoden.  Denna nya LAMP-metod är både känslig och specifik och upp till 100 pg 
DNA kan detekteras motsvarande 10 pg i realtids-versionen, vilket är betydligt lägre än den 
mängd DNA man får från en enskild juvenil. Specificiteten av metoden testades mot rotsårs-, 
nål-, stubbrots- och betcystnematoder och inget DNA amplifierades från någon av dessa 
nematodarter. Det övergripande målet är att ge näringen, odlare och rådgivningsbranschen 
tillgång till en snabb och säker DNA-baserad analysmetod för att identifiera och kvantifiera 
antalet rotgallnematoder i jord. 
 
1. Bakgrund  
Morötter är en viktig del av den svenska trädgårdsnäringen och står för 10 % av 
produktionsvärdet av trädgårdsväxter (anonym a). Både produktionen och konsumtionen av 
morötter har ökat stadigt samtidigt som antalet producerande företag minskat. Morötter odlas 
intensivt på en begränsad areal, framförallt i Skåne och på Gotland, och där ökar problemen 
med rotgallnematoder (Andersson, 2009; Birgitta Kallings, muntligen). Andra grönsaker som 
potatis, lök och sallat är också kända värdväxter för rotgallnematoden, och odlasvanligen i 
samma växtföljd som morötter, vilket gör att rotgallnematoden ständigt uppförökas, och 
dessutom är de flesta vanliga ogräsarter och rödklöver också värdväxter (Andersson, 2009). 
 
Jordprovtagning och efterföljande analys av nematoder är mycket angeläget för att kunna 
bedöma risken för nematodskador i ett fält samt kunna planera växtföljden för att undvika 
uppförökning och därmed minimera skördeförlusten. Av de 312 företag som odlar morötter, 
tas idag endast jordprover från ca 40 gårdar årligen. Men var och ett av dessa företag som 
kontrollerar förekomsten av rotgallnematoder, skickar endast in ett prov per fält vilket inte är 
tillräckligt. Flera jordprover bör tas per fält för att ge en bättre bild av nematodförekomsten. 
Vår erfarenhet av andra jordburna skadegörare, t ex Plasmodiophora brassicae som orsakar 
klumprotsjuka i höstraps, tyder på att flera jordprover måste tas per fält för att kunna få en 
tillräckligt bra bild av inomfältsvariationen av klumprotsjuka (Wallenhammar m fl., 2012). 
Förutom inomfältsvariation så kan förekomsten dessutom variera betydligt mellan olika år. I 
ett långliggande odlingssystemförsök i Önnestad med fokus på grönsaker konstaterades 
mycket höga halter av rotgallnematoder i vissa försöksrutor, men årliga nematodanalyser i 
försöksrutornavisade att rotgallnematodpopulationen varierade kraftigt mellan åren (Modig, 
2015).  
 
Den konventionella detektionsmetoden för rotgallnematoder är morfologisk bestämning under 
mikroskop. Först måste nematoderna drivas ut ur jordproverna för att sedan identifieras och 
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räknas i vattenlösning under mikroskop, vilket är tidskrävande. Vid Hushållningssällskapets 
Nematodlaboratorium, dit odlare skickar sina prover för analys, drivs nematoderna ut från 
jordproverna med Seinhorsts elutriator vilket tar 24 tim, och bestäms sedan i mikroskop. Detta 
leder till att analystiden för ett prov i genomsnitt är 2,5 tim med kapacitet att analyseras endast 
8 prover per dag. En brist i metoden är att endast rörliga utvecklingsstadier (juveniler) 
analyseras och hänsyn tas inte till ägg som kan innehålla juveniler. Detta innebär att 
rotgallnematodspopulationen kan underskattas. I analyser baserade på molekylära metoder 
som PCR och LAMP, utvinns först totalt DNA som inkluderar alla utvecklings- och 
vilostadier från ett prov innan DNA- kopiering.  
 
LAMP är en DNA- teknik som framför allt har använts inom klinisk verksamhet för snabb 
bestämning av humana bakterier, virus och svampar (Notomi m fl., 2000) och tekniken har 
också utvecklats för säker bestämning av flera växtpatogener (Niessen, & Vogel, 2010; 
Moradi m fl, 2013 ) och några växtparasitära nematoder i växt- och jordprover (Niu, m fl., 
2011; Kang m fl., 2014). Med LAMP- teknologi kan analyserna genomföras med en enkel 
laboratorieutrustning, flera prover kan analyseras samtidigt och ett snabbt resultat tas fram på 
ca 60 min per analys.  
 
2. Material och metod 
2.1. Nematoder 
Juveniler av rotgallnematod (andra utvecklingsstadiet J2) införskaffades från HZPC, Holland. 
Direkt vid ankomst placerades nematoderna kallt (4ºC) med luftning. Rotsårsnematoder drevs 
ut från majsrötter från en befintlig kultur i växthus på Ekologicentrum, Uppsala. Nål-, 
stubbrots- och betcystnematoder erhölls från HS Nematodlaboratorium, Alnarp. Enskilda 
juveniler från varje nematodart plockades med nål under stereomikroskop och tillsattes i rör 
med 10 µl vatten. Proverna analyserdes direkt eller förvarades vid -20º C tills användning. 
 
2.2. DNA extrahering 
Hur många juveniler per prov som skulle testas bestämdes först i samråd med Susanne 
Andersson, HS Nematodlaboratorium, Alnarp, för att kunna detektera M. hapla både vid den 
lägsta (vid toleransgräns, 1-4 J2/250 g jord) samt den högsta nivån som förekommer i marken 
i kommersiella fält (~ 80 J2/ 250 g jord). DNA extraherades sedan från 2, 4, 8, 16, 32 och 64 
juveniler av rotgallnematod och rotsårsnematod med ett kommersiellt kit (DNeasy Blood & 
Tissue kit, Qiagen, USA) enligt tillverkarens rekommendationer. Dessutom extraherades 
DNA med en enkel metod  bestående av upphettning  av juveniler i 10 µl vatten vid 95° C i 
10 min. För de tre andra nematodarterna (nål-, stubbrots- och betcystnematod) extraherades 
DNA endast från 2 och 8 juveniler från varje nematod  pga begränsade material av 
nålnematod. Nematodproverna förbereddes i  tre upprepningar och varje LAMP eller realtids-
LAMP analys upprepades minst två gångar. DNA kvantifierades med NanoDrop instrument 
som används för kvantifiering av DNA och RNA molekyler. 
 
2. 3. LAMP 
DNA från rotgall- och rotsårsnematoder analyserades enligt en publicerad LAMP-metod (Niu 
m fl. 2011), men med viss modifiering. Visuell detektering åstadkoms genom att  tillsätta av 
färgindikatorn Hydroxy Naphthol Blue (HNB). HNB ger ett färgomslag från lila till blått vid 
positiv DNA- amplifiering. LAMP-reaktionen utfördes vid 63º C i 1 tim. 
 
 
 
 



 

2. 4. Gel elektrofores 
Prover från representativa LAMP
agaros) för att bekräfta resultatet
forsknings sammanhang, men den behövs
 
2. 5. Realtids-LAMP 
Utöver detektering av DNA med LAMP och 
av metoden för att kunna följa DNA amplifiering
möjligt att kvantifiera DNA från enskilda juveniler. 
på en Realtids-PCR maskin vid 65º C i 1 tim.
 
2.6. Ny LAMP-metod med HSP
Nya primrar (korta enkelsträngade 
designades från en specifik gensekvens (Heat Shock Protein
DNA från rotgall-, rotsårs, nål
designade HSP-primrarna enligt
För att bestämma detektionsgränsen
späddes DNA från 64 rotgallnematoder (
spädning) förbereddes i tre upprepningar
bekräftades med NanoDrop instrument
elektrofores och realtids-LAMP
 
3. Resultat 
3.1. Detektion av rotgallnematod med publicerad 
3. 1. 1. Detektion av rotgallnematod

DNA amplifierades lika effektivt 
extraherat med upphettning vid 95° C
extraktionsmetod i  resten av undersökningar
m fl., 2011) detekterades rotgallnematodjuveniler 
vattenkontrollen var alltid negativ
visualiserades enkelt genom HNB färgförändring från lila till blå
bekräftades med gel elektrofores (Figur 1b
 
1a. 

Figur 1a: LAMP reaktion med färgämne
tillsattes i 10 µl vatten och upphettade
vattenkontroll (-; lila färg), 1b: Bekräftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA 
markör. Foto: Zahra Omer. 

 
 

LAMP-analyser analyserades vidare med gel elektrofores
för att bekräfta resultatet från LAMP-HNB analyser. Denna analys använde

sammanhang, men den behövs inte när LAMP-metoden används som rutinanalys.

med LAMP och färgämnet HNB, använde vi en 
följa DNA amplifieringen i realtid. Syftet var att testa om det 

möjligt att kvantifiera DNA från enskilda juveniler. Realtids-LAMP analyser
vid 65º C i 1 tim. 

HSP-primrar 
korta enkelsträngade nukleinsyrasekvenser som sätter igång DNA

gensekvens (Heat Shock Protein 90, HSP) hos rotgallnematod
nål-, stubbrots- och betcystnematoder analyserades med 

enligt punkt 2.3 ovan, men vid 65º C i 1 tim.  
För att bestämma detektionsgränsen för metoden (lägst antal juveniler som kan detekteras)

DNA från 64 rotgallnematoder (motsvarande ca 10 ng/µl) i vatten. 
s i tre upprepningar och DNA- koncentrationen i varje spädning 

instrument. Utvalda LAMP analyser bekräftades med 
AMP. 

3.1. Detektion av rotgallnematod med publicerad LAMP-metod 
1. 1. Detektion av rotgallnematoder  

lika effektivt från DNA extraherat med kommersiellt kit 
ning vid 95° C. Därför användes denna enkla och billig

undersökningarna. Med den publicerade LAMP
detekterades rotgallnematodjuveniler i samtliga prover från 2 till 64 J2 

negativ (Figur 1a; b). Amplifierat DNA från rotgallnematod 
t genom HNB färgförändring från lila till blått (Figur 1a) 

bekräftades med gel elektrofores (Figur 1b).  

1b. 

   M      2    4     8    16   32  64   Vatten  2   

: LAMP reaktion med färgämnet Hydroxy Napthol Blue (HNB). 2-64  juveniler av rotgallnematoder 
ades vid 95° C i 10 min. Positiv DNA amplifiering (+; blå färg); negativ 

ekräftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA 
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med gel elektrofores (1% 
Denna analys använder vi i 

metoden används som rutinanalys. 

HNB, använde vi en realtids-version 
i realtid. Syftet var att testa om det är 

analyserna genomfördes 

nukleinsyrasekvenser som sätter igång DNA-syntesen) 
rotgallnematoden . 

analyserades med de nya 

(lägst antal juveniler som kan detekteras), 
i vatten. Spädningar (1/10 

i varje spädning 
LAMP analyser bekräftades med gel 

kit som från DNA 
billiga DNA 

LAMP-metoden (Niu 
från 2 till 64 J2 och 

från rotgallnematod 
(Figur 1a) och resultatet 

M      2    4     8    16   32  64   Vatten  2    4     8   16   32 64  Vatten 

64  juveniler av rotgallnematoder 
blå färg); negativ 

ekräftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA 



 

3.1.2. Specificitetstest med rotsårsnematod

En undersökning av specificitet
Knot Nematodes)-primrar (Niu, m fl. 2011) kan amplifiera DNA från 
rotsårsnematoder (Figur 2a). Resultatet från LAMP med 
elektroforesen (Figur 2b). Analyserna upprepades flera gånger och samma resultat uppnåd
i varje analys med positiv DNA amplifiering i rotsårsnematod prover och negativ resultat i 
vattenkontroll.  
 

Figur 2a: LAMP reaktion med färgämne Hydroxy Napthol Blue (HNB). 2
i 10 µl vatten och upphetts vid 95° C i 
Bekräftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markör. 

 

3. 1.3. Realtids-LAMP 

I dessa analyser jämfördes först 
kit och (b) upphettning vid 95º C
båda metoderna (Figur 3a;b), och därför 
LAMP. DNA från både rotgall
(2-64 J2) medan vattenkontrollen var 
analyserna bekräftade resultate
2 och 4 rotsårsnematoder (Tabell 1).
 
3a. 

Figur 3a: DNA av rotgallnematod extraherat från 1
DNA från 1-16 J2 juveniler i 10 µl vatten, upphett
vattenkontrolenl. RFU (y-axel): en mätning

 

Värdena stämde bra med antal
högst antal nematoder har lägre reaktionstid dvs. högst antal 
(Cycle threshold) (Tabell 1).  
 
 

2a. 
 

rotsårsnematoder 

pecificiteten av den publicerade LAMP-metoden visade att RKN
Niu, m fl. 2011) kan amplifiera DNA från åtminstone
. Resultatet från LAMP med färgämnet HNB bekräftades med gel 

Analyserna upprepades flera gånger och samma resultat uppnåd
positiv DNA amplifiering i rotsårsnematod prover och negativ resultat i 

LAMP reaktion med färgämne Hydroxy Napthol Blue (HNB). 2-64  rotsårsnematod
vid 95° C i 10 min. Positiv DNA amplifiering (+); negativ vattenkontroll (

Bekräftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markör. Foto: Zahra Omer.

I dessa analyser jämfördes först de två olika DNA extraheringsmetoderna, (a) 
upphettning vid 95º C. DNA extraherades från 1-16 rotgallnematodjuveniler 

och därför valdes upphettningsmetoden även för realtids
från både rotgall- och rotsårsnematoder amplifierades i samtliga testade prover 

attenkontrollen var  negativ och visade ingen DNA amplifiering
et från LAMP med HNB, men här detekterades 

(Tabell 1). 

 

3b. 

DNA av rotgallnematod extraherat från 1-16  juveniler i vatten med DNeasy Blood & tissue kit, 
16 J2 juveniler i 10 µl vatten, upphettat vid 95° C i 10 min. Ingen DNA amplifierade

axel): en mätningsenhet av positiv DNA amplifiering.  

Värdena stämde bra med antalet nematoder och respektive DNA mängd (ng/
har lägre reaktionstid dvs. högst antal nematoder har lägst Ct

 

2b. 

   M        2    4       8      16     
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visade att RKN (Root-
åtminstone 8-64 

HNB bekräftades med gel 
Analyserna upprepades flera gånger och samma resultat uppnåddes  

positiv DNA amplifiering i rotsårsnematod prover och negativ resultat i 

64  rotsårsnematoder tillsattes separat 
min. Positiv DNA amplifiering (+); negativ vattenkontroll (-), 2b: 

Foto: Zahra Omer. 

(a) kommersiellt 
16 rotgallnematodjuveniler med 

valdes upphettningsmetoden även för realtids-
samtliga testade prover 

negativ och visade ingen DNA amplifiering. Realtids 
detekterades även DNA från 

 

16  juveniler i vatten med DNeasy Blood & tissue kit, 3b: 
min. Ingen DNA amplifierades i 

(ng/ µl), såtillvida att 
har lägst Ct-värde 

 32      64      Vatten 

1-16 J2 

Vatten 
kontroll 
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Tabell 1. DNA från rotgall- och rotsårsnematoder extraherade med upphettning vid 95° C och 
amplifierade med realtids-LAMP vid 65°C i 1 tim 

 
Antal 

juveniler 

 
Rotgallnematod 

 
Rotsårsnematod 

DNA 
(ng/µl) ±Sd 

Ct-värde1 DNA 
(ng/µl) ±Sd 

Ct-värde 

2 2,4±0,82 43,81 2,0±0,85 44,1 
4 2,6±0,61 43,46 2,2±0,28 43,94 
8 3,5±0,52 43,4 3,4±0,49 43,4 

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 

1Ct-värde (Cycle Thershold) är antal cykler av DNA kopiering som behövs för att få ett positiv signal. 

 
3.2. Detektion av rotgallnematod med nya HSP-primrar 
3. 2. 1. Detektion av rotgallnematoder 
Nya primrar behövde utvecklas i denna förstudie. Först designades flera primrar från olika 
gener, t ex ”alpha elongation factor”, och testades mot DNA sekvenser från olika nematoder i 
NCBI (National Center for Biotechnology Information) databasen. Ett set av 6 primrar som 
alla designats från Heat Shock Protein 90 (HSP) genen hos Meloidogyne hapla valdes ut. 
Sekvenser av HSP-genen från olika rotgallnematodarter jämfördes först med sekvensen från 
M. hapla. Den delen av M. hapla DNA:t som skiljde mest från de andra arterna användes för 
att designa M. hapla specifika primrar (Bild 1).  
 

  
Bild 1. DNA sekvenser av HSP-genen från M. hapla (pil) samt från 6 andra rotgallnematodarter (M. arinaria,  
M. chitwoodi, M. fallax, M. incognita, M. minor, M. naasi) som valts ut för att designa fram och bak-primrar. 
Bilden visar variationen i DNA sekvensen mellan arterna (olika sammansättningar av bokstäver). Gruppering av 
DNA sekvenser (Multiple DNA Sequence Alignment) utfördes med ClustalW2 verktyg.  

 
Sökningen i databasen visade inga signifikanta matchningar med DNA-sekvenser från andra 
nematoder utan det var DNA-sekvenser från M. hapla som fanns i sökningsresultatet med mer 
än 90% matchningsgrad. När HSP-primrarna användes i LAMP-analyserna med HNB, 
amplifierades DNA från alla rotgallnematodprover (2-64 J2) på samma sätt som i den 
publicerade metoden (Niu m fl., 2011). En tydlig blå färg visualiserades endast i rören med 
rotgallnematod DNA och ingen färgförändring skedde i rören med vattenkontroll (Figur 4a). 
Analyser med realtids-LAMP visade DNA amplifiering i samtliga rotgallnematodprover 
(Figur 4b). 
 



 

4a. 

 
 
 
 

Figur 4a: Detektion av rotgallnematod med LAMP och HSP
upphettades vid 95° C i 10 min. Positiv DNA amplifiering (+
Respektive realtids-analyser (röda kurvan längst ner motsvara
RFU (y-axel): en mätningsenhet av positiv DNA amplifiering. Foto: Zahra Omer.

 
3.2.2. Detektionsgräns för rotgallnematod

Den lägsta DNA koncentration
pg/µl i LAMP, vilket motsvarar DNA från 
på agarosgel stämde också överens 
mindre DNA koncentrationen 
känsligare än LAMP med HNB och 
detekteras (Figur 5c-d).  
 
5a. 

5b. 

    M     10   1   100 pg      ˂100 pg         Vatten

Figur 5a: Detektionsgräns av LAMP med HSP
DNA (motsvarar ca 64 juveniler); 1 ng
vattenkontroll samt DNA spädningar 
analyser (1 %), 5c-d: DNA amplifiering
Foto: Zahra Omer. 

 
3.2.3. Specificitetstest med andra nematoder

Specificiteten av HSP-primrar
denna nematod amplifierades med 

4b.

: Detektion av rotgallnematod med LAMP och HSP-primrar. 2-64  juveniler tillsattes i 
s vid 95° C i 10 min. Positiv DNA amplifiering (+; blått); negativ vattenkontroll (

kurvan längst ner motsvarar 2 J2; rosa kurvan längst upp 
av positiv DNA amplifiering. Foto: Zahra Omer. 

rotgallnematoder  

Den lägsta DNA koncentrationen som kunde detekteras med de nya HSP-primrar
i LAMP, vilket motsvarar DNA från mindre än 1 juvenil (Figur 5a). Fluroscens

överens med LAMP-HNB resultatet, med svagare fluroscens 
 i rören med blå färg (Figur 5a-b). Realtids-LAMP var 

känsligare än LAMP med HNB och därför kunde  lägre koncentration, 10 pg

 

5c. 

 
100 pg         Vatten 

5d. 

Detektionsgräns av LAMP med HSP-primrar. Spädning av rotgallnematod DNA i vatten: 10 ng
; 1 ng/µl (motsvarar 1 juvenile); 100 pg (motsvarar DNA från 

vattenkontroll samt DNA spädningar i koncentrationer ˂ 100 pg var negativa, 5b: respektiva 
amplifiering i realtid från 10ng-10pg, vatten och spädningar ˂ 

andra nematoder 

primrarna granskades först mot rotsårsnematoder eftersom DNA från 
med LAMP-metod enligt Niu m fl. (2011). Samtliga analyser 
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64  juveniler tillsattes i 10 µl vatten och 
); negativ vattenkontroll (-; lila), 4b: 

n längst upp motsvarar 64 J2), 

primrarna var 100 
Fluroscensstyrkan 

HNB resultatet, med svagare fluroscens ju 
LAMP var 

10 pg/µl DNA,  

 

 

primrar. Spädning av rotgallnematod DNA i vatten: 10 ng/µl 
motsvarar DNA från ˂1 juvenil); 

respektiva gel elektrofores 
 10 pg var negativa.  

eftersom DNA från 
. Samtliga analyser 



 

utfördes med DNA extraherades från 2
syntes ingen färgförändring va
vattenkontroll (Figur 6a). Resultatet bekräftades 
med realtids-LAMP (resultat visas ej).
 
6a. 

Figur 6a: Specificitet av LAMP med HSP
rotgallnematod DNA (+); negativa vattenkontroll och rotsårsnematod DNA
resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markör.

 
Specificiteten av HSP-primrar
och betcystnematoder. Analysresultat
nematoder, vattenkontrollen var negativ och rören med rotgallnematod DNA visade 
blå färg (Figur 7a). Samma resultat 
LAMP (resultat visas ej). 
 
7a.                                                                            

 
                                                                                   
Figur 7a: Specificitet av LAMP med HSP
(stubbrotsnematod) och H= Heterodera schachtii

amplifiering i rotgallnematod prover
Bekräftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markör.

 
4. Diskussion 
I denna förstudie testades en publicerad 
hapla (Niu m fl., 2011). Vi använde samma 
resultatet med det flurocerande 
vilket har fördelen att direkt visualiser
har en speciell förmåga att ändra färg i enlighet med pH
provvätskan. När antalet DNA kopior ökar under 
mängden magnesium minskar,
(Goto m fl., 2009). På detta enkla sätt 
och så lite som 1-2  juveniler kunde detekteras
resultatet (Niu m fl., 2011).  
 
I den andra delen av förstudien
mot rotsårsnematod, eftersom den
Sverige. Ytterligare granskning av metodens specificitet mot andra nematoder 

utfördes med DNA extraherades från 2-64 J2. Förutom rören med DNA från rotgallnema
arken i rören med DNA från rotsårsnematoder

. Resultatet bekräftades både med gel elektrofores 
LAMP (resultat visas ej). 

 

6b. 

    M    2-64 J2       vatten          
LAMP med HSP-primrar mot 2-64  rotsårsnematoder. Positiv DNA amplifiering i 

vattenkontroll och rotsårsnematod DNA prover (-), 6b: Bekräftelse 
resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markör. Foto: Zahra Omer. 

primrarna verifierades mot ytterligare tre nematodarter
Analysresultaten visade ingen DNA amplifiering från dessa 

var negativ och rören med rotgallnematod DNA visade 
resultat påvisades med gel elektrofores (Figur 7b)

                                                                            7b. 

                                                                                M     L    T     H      L    T    H   Vatten
LAMP med HSP-primrar mot L= Longidorus spp (nålnematod), T= 

Heterodera schachtii (betcystnematod) vid 2 och 8 juveniler. Positiv DNA 
prover (+); negativ vattenkontroll och DNA från andra nematod

Bekräftelse av LAMP resultat med gel elektrofores (1 %), M: 100 bp DNA markör. Foto: Zahra Omer.

publicerad LAMP-metod för detektion av rotgallnematod
Vi använde samma procedur, men istället för att visualisera LAMP 

det flurocerande färgämnet SYBR Green 1 valdes ett annat färgämne
visualisera resultatet under dagljus utan behov av UV

speciell förmåga att ändra färg i enlighet med pH-värde och mängden magnesium i 
DNA kopior ökar under en LAMP-reaktion sänks pH

, vilket får som konsekvens att färgen ändras 
På detta enkla sätt visualiserades DNA amplifiering från rotgallnematod
juveniler kunde detekteras, vilket stämde bra med det publicerade 

förstudien undersöktes specificiteten av den publicerade LAMP
, eftersom denna nematod också kan förekomma i morotsodling

Ytterligare granskning av metodens specificitet mot andra nematoder 

8 

. Förutom rören med DNA från rotgallnematod, 
er eller i rören med 
 (Figur 6b) och 

 
    2-64 J2    vatten   rotgall 

. Positiv DNA amplifiering i 
b: Bekräftelse av LAMP 

arter: nål-, stubbrots- 
ingen DNA amplifiering från dessa 

var negativ och rören med rotgallnematod DNA visade positiv 
(Figur 7b) och realtids-

 
M     L    T     H      L    T    H   Vatten   rotgall-

spp (nålnematod), T= Trichodorus spp 
. Positiv DNA 

ra nematodprover (-), 7b: 
Foto: Zahra Omer. 

rotgallnematoden, M. 

visualisera LAMP 
färgämne HNB, 

utan behov av UV-ljus. HNB 
värde och mängden magnesium i 

reaktion sänks pH-värdet och 
ändras från lila till blå 

des DNA amplifiering från rotgallnematod, 
publicerade 

den publicerade LAMP-metoden 
förekomma i morotsodling här i 

Ytterligare granskning av metodens specificitet mot andra nematoder har också 
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rekommenderats (Niu m fl., 2011). Våra resultat med både LAMP- och realtids-LAMP 
påvisade tydligt att metoden inte är tillräckligt specifik mot rotgallnematod och att den också 
kan detektera rotsårsnematod. Metoden utvecklades för att detektera tre andra 
rotgallnematodarter; M. incognita, M. arenaria och M. javanica förutom M. hapla (Niu m fl., 
2011). Att metoden detekterar en grupp av flera rotgallnematoder med sk grupp-primrar är 
praktiskt, men därigenom riskeras specificiteten mot andra nematoder, i det här fallet mot 
rotsårsnematod. Att man valt att detektera flera arter samtidigt med samma analysmetod 
begränsar möjligheten att välja specifika DNA-sekvenser för att designa sk art-specifika 
primrar för just M. hapla.  
 
Baserad på egen-designade primrar från HSP-genen hos M. hapla utvecklades en ny LAMP-
metod. HSP-genen finns hos de flesta rotgallnematoder, men för att designa artspecifika 
primrar användes de delar av DNA-sekvensen i M. hapla som skiljde sig mest från respektive 
DNA-sekvens i andra rotgallnematodarter. I Sverige är M. hapla den vanligaste 
rotgallnematoden och i Europa finns även arter som t ex M. fallax och M. chitwoodi 
Vilka är  mycket allvarliga skadegörare som vi inte vill få in i Sverige. En  
specificitetsundersökning (sökning i NCBI databasen) tillämpades istället för riktiga LAMP-
analyser, och denna sökning visade inga signifikanta matchningar med DNA-sekvenser från 
dessa rotgallnematodarter eller med andra nematoder. Metoden med de nya primarna testades  
sedan i flera analyser mot fyra andra nematodarter som är vanligt förekommande i södra 
Sverige; rotsårs-, nål-, stubbrots- och betcystnematoder. Analysresultaten från både LAMP- 
och realtids-LAMP samt gelelektrofores visade inga positiva DNA amplifieringar.  
Den nya metoden har en detektionsgräns på 100 pg/µl DNA i LAMP med HNB och 10 pg/µl 
med realtids-LAMP. Att LAMP med färgämnet HNB har lägre känslighet än realtids-LAMP 
kan bero på att provvätskan innehöll bl.a. olika enzymer. Båda DNA- koncentrationerna, 100 
och 10 pg/µl, betydligt lägre än DNA från en enskild rotgallnematodjuvenil vilket motsvarar 
ca 2 ng/µl. Detta visar att metoden har en stor potential att detektera rotgallnematoder vid det 
ekonomiska tröskelvärde (1-4 J2/250 g jord), men detta måste  först bekräftas med analyser av 
jordprover. Som i de flesta LAMP- studier, finns alltid möjlighet att öka känsligheten genom 
att optimera reaktionstemperatur, reaktionstid samt innehåll av provvätska (Tomlinson m fl., 
2010). 
 
Skördeförlusten som orsakas av rotgallnematoder är kopplad till nematodtätheten i marken 
(Gugino et al., 2008), och därför är det viktigt att kvantifiera antalet nematoder före sådd för 
att kunna planera hållbara växtföljder. Vi undersökte också möjligheten att kvantifiera antalet 
juveniler med en realtids-LAMP version, något som inte är gjort tidigare, vilket är viktigt för 
praktiskt tillämpning av metoden. Artbestämning  såväl som kvantifiering av rotgallnematod 
är fullt möjligt med den nya LAMP- metoden baserad på HSP-primrar. Genom att följa 
ökningen av DNA mängden över tiden kan  antalet nematoder bestämmas utifrån mängden 
DNA i ett prov och tiden i minuter som tas för att få en positiv signal (amplifieringskurva).  
 
Olika DNA-metoder har utvecklades för att detektera M. hapla, och baseras på att  
rotgallnematoden först måste drivas ut från växt eller jordprover innan analysen genomförs, 
vilket är både kostsamt och tidskrävande (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 behöver drivas ut från jorden  publicerades av Sapkota 
m fl., ( 2016). Sådana realtids-PCR metoder kräver dock att DNA- extraktionen måste utföras 
med speciella kommersiella kit. Rengöring i två steg kan också behöva tillämpas 
(Wallenhammar m fl., 2012) och DNA- extration och rengöring är den mest kostsamma delen 
av en realtids-PCR analys. LAMP är däremot mindre känslig för hämmande substanser 
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(Wang m fl., 2008) och i denna förstudie var en enkel provhantering i form av upphettning av 
juveniler i vatten i 10 minuter tillräckligt för detektion av rotgallnematod med både LAMP- 
och realtids-LAMP. Sådana enkla och billiga provhanteringar har också rapporterats för DNA 
extraktion från jordprover i andra LAMP studier (Moradi m fl., 2013). För attt göra metoden 
kommersiell måste M.hapla- DNAextraheras i jord i fortsatt utvecklingsarbete. Detta ger en 
analysmetod till en lägre kostnad som möjliggör en ökad provtagning och analys hos odlarna, 
riskzoner inom fält kan identifieras och precisionen i morotsodlingen ökas. 
 
5. Slutsatser 
- Med den publicerade LAMP-metoden detekterades DNA från 2-64 rotgallnematodjuveniler.   
- Metoden var inte tillräckligt specifik och detekterade även rotsårsnematoder.  
- Vi utvecklade en LAMP-metod med nya HSP-primrar som är både känslig och specifik.   
- Rotgallnematoder kan detekteras vid nivåer lägre än en juvenil per prov. Ingen DNA 
amplifiering förekom vid test mot fyra andra vanligt förekommande nematodarter; nål-, 
rotsårs-, stubbrots- och betcystnematoder.  
- Nästa steg blir att testa den nya metoden för analys av rotgallnematoder i jordprover från 
kommersiella fält. 
 
6. Resultatförmedling 
Poster presentationer:  

Omer, Z., Viketoft, M.,  Andersson, S., Wallenhammar, A-C. Säker detektion av rotgallnematoder 
med LAMP-metod. Poster presentation, Brunnby Lantbrukar dagarna, 5-6 juli 2016; HIR konferens, 
3-4 oktober 2016. 
Populärvetenskaplig artikel: 
Omer, Z., Wallenhammar, A-C., Andersson, S., Viketoft, M. Rotgallnematoder kan bestämmas med 
ny DNA-teknik. Viola, 2017,  4: 32-33. 
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