Rik rundmaskfauna
| Store Mosse nationalpark
hittades med DNA-metastreckkodning

En studie av organismerna i fem vegetationstyper i Store Mosse
nationalpark baserad pa DNA-metastreckkodning avsldjade en
hog diversitet hos rundmaskfaunan. Femtio prover togs fran
jord, férna, lavar, mossor, svampar, rétter, nedbrutet tra och myr-
stackar. | analyserna identifierades 47 familjer, 76 slakten och 60
arter av rundmaskar, varav manga slakten och arter ar nya for
den svenska faunan. Manga fler DNA-streckkoder registrerades
men de kunde inte identifieras till slaktes- eller artniva.

TEXT: MOHAMMED AHMED, SVEN BOSTROM & OLEKSANDR HOLOVACHOV

Ahmed, M., Bostrom, S. & Holovachov, O. 2023. Rik rundmaskfauna i Store Mosse nationalpark hittades
med DNA-streckkodning — Fauna och Flora 118(2): 24—33.

24 Jaunasflory,



undmaskar (nematoder) utgdr en artrik

djurgrupp som finns 1 de flesta miljéer och

ofta i stort antal (van den Hoogen m.fl.

2019). De har en hog diversitet och manga
olika livsstrategier. Nematodsamhillena aterspeglar ofta
de fysiska, kemiska, klimatologiska och biogeografiska
forhallandena 1 sin livsmiljo (Neher 2001). Nematoder
har dirfor anvints som effektiva biologiska indikatorer
for att bedoma forhillandena i deras livsmiljo (Bongers
1990). Det forsta steget 1 denna process ar vanligen en
morfologisk identifiering av individuella nematoder till
familje- eller sliktesniva vilka sedan hinfors till funk-
tionella grupper. Ett problem ir att den morfologiska
identifieringen av nematoder 1 stora prover ar tidskri-
vande och kriver expertis inom omradet, en tillging
som minskat under ett flertal ir (Coomans 2002). For
undersdkningar som omfattar tiotals till hundratals
prover kan analyser och identifiering av alla nematoder
1 varje prov vara mycket svir. Molekylira identifierings-
metoder utgor snabbare och mer exakta alternativ som
kriver mindre taxonomisk expertis och kan ganska en-
kelt automatiseras (Ahmed m.fl. 2016). Dessa metoder
forlitar sig pd skillnaderna i DNA- eller proteinprofiler
for att skilja olika arter it. Den mest anvinda av dessa
metoder ir DNA-streckkodning som granskar ett ut-
valt DNA-omride, ocksa kant som streckkodsomradet,
for att identifiera en individ (Blaxter m.fl. 2005). Streck-
kodsomradet sekvenseras och jimfors med sekvenser av
tidigare analyserade arter for att bestimma individens
identitet. Den tidiga anvindningen av DNA-streckkod-
ning var begrinsad 1 sin kapacitet p.g.a. att den s.k. Sang-
er-sekvenseringen var den forhirskande metoden, och
den tillit bara att enskilda individer kunde analyseras
per sekvensering (Creer m.fl. 2010). Av den anledningen
var mojligheterna 1 praktiken mycket begransade att be-
déma nematodsambhillen, vilket ofta innebar analys av
flera individer frin flera prover. For snart tvd drtionden
sedan introducerades nista generation av sekvenserings-
teknologin (NGS) som gjorde det mojligt att analysera
minga prover innehillande minga individer under en
enda sekvenskorning (Taberlet m.fl. 2012).

Ett spannande begrepp som uppstod genom NGS-
teknologin ir DNA-metastreckkodning. Forutom att
vara billigare, kriva liten taxonomisk expertis och vara
signifikant snabbare, visade ocksd de tidigare studierna

<Fig. 1. Miljobild frin Store Mosse nationalpark. Foto:
Oleksandr Holovachov

ARG. 118:2, 2023

som jamforde metastreckkodning med det traditionella
morfologiska angreppssittet att metastreckkodning upp-
tickte fler taxa och hade en hogre taxonomisk upplos-
ning av individerna. Vi anvinde denna hoga kapacitet
hos metastreckkodning for att undersoka diversiteten
hos nematodfaunan 1 Store Mosse nationalpark 1 s6d-
ra Sverige. Parken omfattar fem olika vegetationstyper
med minga olika mikrohabitat och nischer. Prover frin
alla vegetationstyperna insamlades och ndgra mer in-
tensivt eftersom de var mer littillgingliga. For att 3 ett
bittre grepp om diversiteten togs prover inte bara 1 mi-
neraljorden utan ocksd i manga andra mikrohabitat som
forna, lavar, mossa, vitmossa, rotter, svampar, nedbrutet
trd och omradet vid myrstackar.

Undersokningsomradet, insamling, DNA-sek-
vensering och analys
Alla prover insamlades inom Store Mosse nationalpark
som ligger 1 Smiland och Jonk&pings lin (Fig. 2). Store
Mosse nationalpark bildades 1982 efter en ling kampan;
av Prof. Edvard Wibeck for att fa omridet skyddat. Store
Mosse ir landets storsta sammanhingande myromride
(Martinez Cortizas m.fl. 2021) och omfattar 7682 hektar
dir den storsta delen dr vatmarker. Myren bestir huvud-
sakligen av hogmossar och nigra omriden med Sppna
myrmarker (Naturvardsverket 2015). Mossen har en alti-
tud mellan 160 och 170 m &.h., en drsmedeltemperatur
om +6 °C och en drsnederbérd om 766 mm (Kylander
m.fl. 2013). Torvlagret som utgor hogmossen formodas
ha ackumulerats under nistan 10 000 ir (Ryberg m.fl.
2022).

Proverna samlades in 13—14 oktober 2021.Totalt togs
5o prover fordelade 6ver alla typer av vegetation i Store
Mosse (Fig. 2—3, Tabell 1). Proverna bestod av nio typer
av biologiskt material som wvalts ut for att dven fi med
taxa som hittas i speciella miljéer och inte 1 den vanligt-
vis insamlade mineraljorden (Tabell 1). For varje prov
insamlades 100 ml material som extraherades med en
metod kallad "Whitehead tray” (Whitehead & Hem-
ming 1965). Extraktion av DNA gjordes pa de koncen-
trerade nematodsuspensionerna. Sedan utférdes PCR
(polymerase chain reaction) pa proverna for att isolera
de korta delar av genomet som utnimnts till streckkods-
omride (delvis 18S rRNA). PCR-produkterna frin alla
proverna samlades och sekvenserades med hjilp av den
s.k. ”Illumina next-generation sequencing platform”.
Proverna genererade nistan sex miljoner frekvensav-
ldsningar som var av tillrickligt bra kvalitet. Avldsningar
med liknande frekvenser grupperades i enheter kallade
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Tabell 1. Antal prover fran olika typer av vegetation och typ av material som insamlats i Store Mosse nationalpark. Streck indikerar att
inga prover av detta material tagits i denna miljo.

Material Vegetation

e Ba.r.rskog 2 Lovskog Hégmosse Oppen Summa
torrmark hégmosse mosse
Férna 9 5 - 4 - 18
Jord 4 4 2 - 1 1
Lavar 2 = 1 = = 3
Sphagnum 1 - - 1 - 2
Rotter 1 = = = = 1
Nedbrutet tra - 3 - 3 - 6
Mossa 2 — 1 - 4
Svamp 3 - - - - 3
Myrstack 1 1 - - - 2
Summa 23 14 3 9 1 50
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Fig. 2. Karta over Store Mosse nationalpark. De olika vegetationstyperna framgar och provtagningsplatserna visas med svarta prickar.
Store Mosses position visas i den infallda Sverigekartan. (Modifierad fran Ahmed m.fl. 2023).
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Fig. 3. De olika miljder dar proverna insamlats i Store Mosse nationalpark. A. Tallskog med lingonris som marktéacke. B. Tallskog med

marktacke av mossa och lavar. C. Tallskog med lingonris, Sphagnum och buskvegetation som marktacke. D. Gran- och bjérkskog med
férna som marktacke. E. Oppen yta i en tallskog med starr som marktacke. F. Stranden av ett grévt dike i barrskogen. G. Grasmark
med Sphagnum. H. Berghallar. Foto: Mohammed Ahmed och Oleksandr Holovachov

ZOTUs (zero radius operational taxonomic units) som
anses tillhora samma biologiska enhet (art). Dessa en-
heter identifierades genom att jimfora deras sekvenser
med en databas med sekvenser som erhillits frin iden-
tifierade taxa.
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Nematodfaunans diversitet

I analyserna hittades totalt 47 nematodfamiljer dir fa-
miljen Tylenchidae representerades av det hogsta antalet
ZOTUs — 22 stycken (Fig. 4). I de 47 familjerna identi-
fierades 76 slikten, dir de mest representerade familjer-
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Fig. 4. Proportionell férdelning av de totala ZOTUs (zero-radius operational taxonomic units) som kunnat hanféras till olika nematod-
familjer, inklusive de som inte kunde hanféras till nagon familj, for alla proverna insamlade i Store Mosse nationalpark.

na var Aphelenchoididae (svampkonsumenter) med sju
slikten, Rhabditidae (bakteriekonsumenter) med 3tta
slikten och Tylenchidae (svamp- och rotharskonsumen-
ter) med 11 slikten. De flesta familjerna innehdll fler dn
ett slikte och 21 slikten hade inte tidigare rapporterats
fran Sverige. For 46 av sliktena kunde arter identifie-
ras och totalt identifierades 60 nematodarter. Slaktena
Aphelenchoides och Malenchus var de mest artrika med
fyra arter vardera. Bland de 6o identifierade arterna ir 31
nya for den svenska faunan (Acrobeloides varius, Aglenchus
agricola, Aphelenchoides blastophthorus, Aphelenchoides hei-
delbergi, Baldwinema ardabilense, Cephalenchus hexalineatus,
Choriorhabditis cristata, Crassolabium circuliferum, Diplos-
capter coronatus, Ditylenchus adasi, Ecphyadophora tenuis-
sima, Filenchus facultativus, Helicotylenchus pseudorobustus,
Hexatylus viviparus, Irantylenchus vicinus, Laimaphelenchus
penardi, Malenchus bryanti, Malenchus neosulcus, Malenchus
pressulus, Miculenchus muscus, Oscheius dolichura, Paravulyus
hartingii, Paurodontella gilanica, Potensaphelenchus stammeri,
Tylencholaimus teres, Tylencholaimus zhongshanensis, Ty-
lenchorhynchus parvulus, Tylenchus arcuatus, Tylenchus nara-
nensis, Tylolaimophorus typicus, Veleshkinema iranicum).

Nematodfaunans férdelning i olika material
och vegetationstyper

ZOTUs associerade med familjen Qudsianematidae var
bland de dominerande i flertalet prover och speciellt
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de frin forna och jord (Tabell 2). Forutom att famil-
jen Qudsianematidae dominerade 1 fOrnaproverna var
den ocksd mest frekvent och fanns i alla 18 proverna
fran forna. I jordproverna var familjen Qudsianematidae
vanligast forekommande, den saknades endast 1 tvd av de
11 proverna och dominerade i fyra prover. Andra vanliga
tamiljer 1 jordproverna var Tylenchidae, Rhabditidae och
Tylencholaimidae. De tvi proverna frin Sphagnum hade
flera likheter forutom familjerna Teratocephalidae och
Xyalidae som férekom endast en ging 1 signifikant antal.
I det enda insamlade provet frin rotter dominerade fa-
miljerna Tylenchidae, Prismatolaimidae, Mononchidae,
Metateratocephalidae och Chronogastridae. Som for-
vintat dominerades proverna av nedbrutet trd av familjen
Aphelenchoididae som har manga svampkonsumerande
arter. Andra vanliga familjer var Anguinidae, Rhabditi-
dae och Tylenchidae. Sekvenser associerade med famil-
jerna Plectidae, Mononchidae, Qudsianematidae och en
oidentifierad Dorylaimida dominerade 1 mossproverna.
Proverna frin svamp hade minga avlisningar associerade
med familjerna Diplogastridae, Alloionematidae, Aphe-
lenchoididae och oidentifierade Rhabditida. Familjerna

»Tabell 2. Antal taxa som hittats (fetstil) och de fem mest do-
minerande grupperna av nematoder i prover fran olika typer
av vegetation och typ av material som insamlats i Store Mosse
nationalpark. Streck indikerar att inget sddant material tagits i
denna miljo.
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Material Vegetatio

Barrskog pa

Barrskog pa

Plectidae
Tylenchidae

Mononchidae
Allantonematidae

torrmark hégmosse Lovskog Hégmosse Oppen mosse
37 35 33
Qudsianematidae Qudsianematidae Metateratocephalidae
Férna Mononchidae Neotylenchidae _ Mononchidae _
Diphtherophoridae Metateratocephalidae Qudsianematidae
Tylencholaimidae Tylenchidae Plectidae
Metateratocephalidae Aporcelaimidae Aporcelaimidae
40 28 34 26
Diphtherophoridae Rhabditidae Qudsianematidae Rhabditidae
Jord Qudsianematidae Tyencholaimidae Aporcelaimidae _ Aporcelaimidae
Mononchidae Qudsianematidae Rhabditidae Metateratocephalidae
Plectidae Prismatolaimidae Cephalobidae Mononchidae
Aporcelaimidae Dorylaimida Dorylaimida Qudsianematidae
19 7
Plectidae Rhabditida
Rhabditida Plectidae
Lavar L - o= - _
Aphelenchoididae Panagrolaimidae
Plectida Aphelenchoididae
Qudsianematidae Plectida
25 20
Qudsianematidae Qudsianematidae
Sphagnum Metateratocephalidae _ _ Prismatolaimidae _
Teratocephalidae Tylenchidae
Tylenchidae Aphelenchoididae
Nematoda Xyalidae
18
Metateratocephalidae
.. Mononchidae
HEREr Chronogastridae - - - -
Prismatolaimidae
Tylenchidae
25 23
Aphelenchoididae Aphelenchoididae
. Anguinidae Rhabditida
Eeliie. i - Qudsianematidae - Rhabditidae -
Spherulariidae Anguidindae
Nordiidae Qudsianematidae
6
23_' . 16 . Plectidae
Plectl.da.e Qudsmne_maftldae Plectida
Mossa Dorylalmllda Dorylallmlda _ Aphelenchoididae _
Mo.nonchld..ae Plect_l.dae o —
Qudsianematidae Nordiidae Desmodoridae
Desmodoridae Monhysteridae
23
Alloionematidae
Diplogastridae
SR Rhabditida - - - -
Aphelenchoididae
Plectidae
18 21
Rhabditidae Plectidae
Myrstack Metateratocephalidae Aphelenchoididae _ _ _
Aphelenchoididae Rhabditida
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Rhabditidae och Plectidae dominerade de tvd proverna
frin myrstackar. Férekomsten av nematoder i proverna
frin samma typ av vegetation visade inte samma likhe-
ter som observerades 1 proverna frin samma biologiska
material. Det tyder pd en bristande korrelation mellan
faunans struktur och vegetationstypen.

Vad giller forekomsten av olika slikten och grupper
visade de sig ha en stor utbredning 1 flertalet biologiska
material och vegetationstyper. Men vissa slikten, som
t.ex. Rhabditis och en oidentifierad Dorylaimida (bida
i jord) samt Poikilolaimus och ndgra arter av Basilaphe-
lenchus (bida 1 nedbrutet trd), var begrinsade till endast
en materialtyp. A andra sidan var sliktet Heterorhabditis,
familjen Criconematidae och oidentifierade Triplon-
chida (alla 1 barrskog pd torrmark), samt nigra oiden-
tifierade arter av Dorylaimida (i barrskog pa hégmosse)
associerade med endast en vegetationstyp.

Naringsekologiska grupper och grupper av
“kolonisatorer-uthallare”

Alla fem generella niringsekologiska grupper som be-
skrevs av Yeates m.fl. (1993), dvs. bakteriekonsumenter,
svampkonsumenter, vixtitare (herbivorer), rovdjur (pre-
datorer) och allitare (omnivorer) dterfanns 1 alla typer av
insamlat material. Deras utbredning varierade dock i de
olika typerna av material (Fig. sa). Svampkonsumenter-
na var mest dominanta i nedbrutet trd, men fa 1 proverna
fran mossa, Sphagnum och rotter.Vixtitarna tycktes upp-

trida 1 samma grad som svampkonsumenterna i de olika
materialtyperna forutom i nedbrutet trid. Bakteriekon-
sumenterna forekom 1 signifikant antal 1 alla typer av
material och speciellt 1 proverna frin myrstackar, lavar,
mossa och rotter. Omnivorerna hittades 1 stort antal 1
proverna frin forna, jord, mossa och Sphagnum. De var
ocksd vl representerade i proverna frin nedbrutet tra.
Nirvaron av predatorer var mycket ldg 1 proverna frin
lavar och Sphagnum.

Bongers (1990) foreslog ett index f6r hur samman-
sittningen av nematodfaunan kan beskriva milj6forhal-
landena 1 marken. Han delade in faunan i kolonisato-
rer (colonisers) och “uthallare” (persisters). De forra
ir grupper som snabbt och med hjilp av en hog re-
produktionsférmiga kan kolonisera en miljé med stor
tillging pd niringsresurser och hit hér méinga bakte-
rickonsumenter. De senare ir grupper med 1 allmidnhet
lingsammare reproduktion och med lingre uthillighet
under mindre niringsrika forhallanden och hit hor typ-
iskt manga omnivorer och predatorer. Faunan delades in
1 fem klasser frin c-p 1 till c-p 5, ddr c-p 1 domineras av
de snabbvixande grupperna 1 niringsrika och emellanat
snabbt forinderliga miljoer och c-p § domineras av de
mer lingsamt vixande grupperna i ofta naringsfattigare
och stabila miljGer. Detta indexsystem bygger pd att man
kinner till de olika sliktenas och arternas livsstrategier
och vartefter kunskapen 6kar har fler taxa placerats 1 ritt

klass.
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De till bakteriekonsumtion linkande grupperna c-p
I och c-p 2 dominerade i proverna frin svamp, lavar
och nedbrutet trd (Fig. sb). Svampproverna dominera-
des av nematoder 1 klass c-p 1 som indikerar en hog
niringsniva. Jordproverna visade en jamn fordelning av
alla fem c-p-klasserna och indikerar ett rent eller relativt
ostort nematodsambhille. Férnaproverna visade ocksd en
fordelning av c-p-klasserna liknande jordproverna. Det
var en enhetlig representation av alla niringsekologis-
ka grupper dven i proverna frin barrskog pa torrmark
och 1 viss mdn 1 proverna frin hégmossen (Fig. 5c). I
det enda provet frin den Oppna mossen dominerade
bakterickonsumenterna till 60 % nematodfaunan, pre-
datorer och omnivorer utgjorde cirka 30 % av faunan.
Provet frin den Oppna mossen dominerades av nema-
toder 1 klass c-p 1 (Fig. sd). I proverna frin barrskogen
pa hégmossen och frin 16vskogen var alla niringseko-
logiska grupper vil representerade forutom predato-
rerna som forekom sparsamt 1 bida vegetationstyperna.
Alla c-p klasser, férutom c-p s, var vil representerade
1 proverna frin hégmossen och 1 proverna frin de tvad
barrskogstyperna dominerade nematoderna 1 klass c-p
4. Nematoder 1 klasserna c-p 4 och c-p s, som indikerar
stabila miljoforhallanden, utgjorde en stor andel av fau-
nan i lovskogen (Fig. 5d).

Nagra aspekter pa biodiversitetstudier

I vir analys erholls en hog diversitet med totalt 47 ne-
matodfamiljer som representerar 10 olika ordningar. I
alla proverna tillsammans identifierades 76 slikten av
nematoder och for 46 av dessa kunde arter identifieras.
Totalt identifierades 60 arter av nematoder varav 31 ir
nya for den svenska faunan. For en del ordningar som
Dorylaimida och Rhabditida och speciellt f6r den for-
sta gruppen kunde manga ZOTUs inte identifieras till
en ligre taxonomisk nivd. For familjen Qudsianemati-
dae (ordningen Dorylaimida) kunde ZOTUs endast
hinforas till familjenivd och en maojlig forklaring 4r den
konservativa typen av 18S rDNA-omride som avgrin-
sar arterna. Detta 4r ett speciellt problem bland de flesta
frilevande arterna i ordningen Dorylaimida och i denna
grupp har det visat sig att ocksd den fulla lingden av 18S
rDNA-sekvensen idr extremt konservativ (Holterman
m.fl. 2006, 2008).

De flesta proverna insamlades 1 férna och jord med
respektive 18 och 11 prover. I flertalet av proverna var
den taxonomiska sammansittningen av nematoder lik-
artad 1 de bada materialen. I ndgra av proverna fanns det
dock tydliga skillnader i samhillsstrukturen. Till exem-
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pel var nagra jordprover klart dominerade av familjen
Rhabditidae (framfor allt bakteriekonsumenter) som
inte forekom 1 lika hoga antal 1 fdrnaproverna. Proverna
frin de Ovriga typerna av material visade en del unika
sammansittningar av taxa, och pa artniva uppvisade nig-
ra taxa exklusiva samband med vissa typer av material.
Generellt giller att 4ven om insamlingen begrinsats till
endast mineraljorden skulle de flesta av de observerade
nematodfamiljerna ha kommit med. A andra sidan skul-
le manga taxa pa artniva ha saknats och speciellt de som
hittades 1 forna, lavar, Sphagnum, mossa och nedbrutet
trd. Insamling av enbart jord dterspeglar inte rittvist ne-
matodsamhillets diversitet, och beroende pa geografiskt
omride kan antalet taxa som fOrbises variera som ett
resultat av insamlingsstrategin (Powers m.fl. 2009, Po-
razinska m.fl. 2010, 2012). Trots att insamlingar utdver
mineraljorden har gjorts tidigare (t.ex.Yeates 1972, Soh-
lenius & Bostrém 2001) och att det redan da var kiint att
det dr viktigt att samla in forna och annat material ovan
mineraljorden, fokuseras fortfarande 1 en del studier om
biodiversitet bara pd mineraljorden.

Resultateten i den hir studien Overensstimmer
med tidigare studier genom att visa att det ir viktigt
att samla 1 andra miljéer 4n bara mineraljorden (Powers
m.fl. 2009, Porazinska m.fl. 2010, 2012). Detta ir vik-
tigt att hilla 1 minnet nar man forsoker skapa grundlig-
gande databaser for metastreckkodning for olika biom
och som ska anvindas som referenser 1 6vervakningen
av forindringar i1 ekosystemen. Sidana grundliggande
referensdatabaser for komplexa typer av landanvind-
ning, som t.ex. skog, kan inte baseras pa standarden
jord+forna-prover. Som vi visat hir har en ansenlig del
av biodiversiteten hittats 1 andra materialtyper 4n jord
och forna. For att skapa ett omfattande underlag for
metastreckkodning for ett specifikt biom krivs att alla
mojliga mikromiljoer, dir eftersdkta taxa kan finnas,
maste inkluderas 1 sekvenseringen.

Summary

Nematode taxa of the Store Mosse National Park in the
south of Sweden were surveyed using DNA metabar-
coding. Samples were collected from a range of media
across all the five vegetation types the park spans. A total
of 50 samples consisting of soil, litter, lichens, Sphagnum,
roots, wood, moss, fungus and anthill materials were
analysed. Nematodes were characterised using a ~350 bp
region of their 18S ribosomal RNA gene that include
V7 and V8 variable domains. The analysis identified 47
families, 76 genera (21 new to Swedish fauna) and 6o
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species (31 new to Swedish fauna). Some nematodes
showed a strong association with certain medium ty-
pes, especially at the species level. The results showed a
strong justification for our strategy of sampling different
medium types. Soil and litter communities, which were
the most diverse, showed high levels of stability with
good balance of all the various trophic and coloniser-
persister groups.
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