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Forord

Centrum for genetisk identifiering vid Naturhistoriska riksmuseet ar en
uppdragsfinansierad verksamhet som erbjuder myndigheter och
organisationer hjilp med genetiska analyser av biologiskt material. Malet
med uppdraget ar att utféra en populationsgenetisk undersokning for att
klargdra den genetiska strukturen hos populationer av svensk 6gontrost
(Euphrasia stricta var. suecica) for att jamfora genetisk diversitet mellan
populationer och faststalla de basta kallpopulationerna for att
komplettera mindre populationer.

Stockholm, december 2024

Nicolas Dussex Niclas Gyllenstrand
Analytiker Intendent
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Bakgrund

Svensk 6gontrost Euphrasia stricta var. suecica ar listad som starkt hotad
enligt 2020 4ars rddlistning och &r bara kand fran ett fatal lokaler pa
Gotland. Det finns ett upprattad atgardsprogram for svensk égontrost
(Johansson, 2007). Tidigare genetiska undersokningar (Kolseth och Lénn
2005) har visat att var. suecica ar genetiskt distinkt. Det finns aven stor
genetisk variation mellan de gotlandska populationerna (Kolseth et. al.
2005).

Mélet med uppdraget ar att utféra en populationsgenetisk undersékning
for att klargora den genetiska strukturen hos 9 populationer av svensk
ogontrost (Euphrasia stricta var. suecica) for att jamfora genetisk
diversitet mellan populationer och faststalla de basta kallpopulationerna
for att komplettera de mindre populationerna, framfoér allt i Liste
Strandbete (LI) och Gerum Prastange.

Material och metoder

Foljande populationer och antal prover per population analyserades:
Gerum Prastange Norra (GN), 6 individer, Gerum Prastange Sodra (GS), 6
individer, Lojsta Prastange Norra (LON) 6 individer, Lojsta Prastange
Sodra (LOS) 6 individer, Anga Prastange (A) 6 individer, Liste strandbete
(LI) 5 individer, Bendes strandang Norra (BN) 5 individer, Bendes
strandang Sodra (BS) 6 individer, Utgrupp (U): Lila 6gontrést 4 individer.
Proverna bestod av minst 5 stjalkblad insamlade i eppendorfrér med
silica som torkmedel.

DNA extraherades med CTAB protokoll (Doyle och Doyle 1987). DNA-
koncentration mattes med ett Qubit-instrument. Sekvenseringsbibliotek
och sekvensering (NGS, next-generation-sequencing) gjordes av
BMKgene.

Eftersom svensk dgontrost ar en kand tetraploid (fyra genuppsattningar),
anvande vi en anpassad metod for att identifiera genetisk variation. Dels
uteslots heterozygota varianter som var fixerade i alla populationer med
antagandet att dessa utgjordes av en allel (ex. A) fixerad i det ena
foraldragenomet och en alternativ allel (ex. T) fixerad i det andra
foraldragenomet. Dels anvindes endast positioner med tva allelvarianter
(ex. A och T) och uteslot positioner med mer an tva varianter (ex. A, T
och C). vilket innebar att vi beholl korrekt variation.

Efter identifiering av bi-alleliska positioner i alla prover anvandes Plink
v1.9 (Chang et al. 2015) for att konvertera data till genotyper (ex. 0/0,
0/1,1/1) for genetisk analys. Baserat pa genotypdata undersoktes
genetisk struktur med Principal Component Analysis (PCA) som



beskriver foérdelningen av variation i datasetet och bestimma vilka
populationer eller individer som ar mer genetiskt lika eller olika.

Efter detta gjordes en admixture analys med ADMIXTURE (Alexander et
al. 2009) for att bestamma antalet genetiska kluster (grupper) som kan
forklara den observerade genetiska variationen. For detta gjordes
korningar for olika K varden fran 2 till 5 (K ar genetiska kluster). For varje
K varde estimerades tillhorighet till de olika klustren for varje individ.

Slutligen estimerades inavel baserad pa observerad heterozygoti och
forvantad heterozygoti vid Hardy-Weinberg jamvikt med Plink v1.9
(Chang et al. 2015) med foljande ekvation:

Resultat

Vi sekvenserade 50 6gontrost-prover och efter kvalitetsfiltrering och
identifiering av bi-allel-lokus erholl vi totalt 6 895 035 SNP (single
nucleotide polymorphism). Vi hittade stod for 4 genetiska kluster bland
svensk ogontrost och dar utgruppen (dvs Lila 6gontrost, Euphrasia
stricta; U) visade stark genetisk differentiering (PC1-axel: 26,7%, PC2-
axel: 17,3%, PC3-axel: 14,1%; Fig. 1). Liste Strandbetes (LI) populationen
grupperar sig med den storre populationen i Anga Prastange (A) medan
de tva populationerna Gerum Prastange Norra och Sodra (GN och GS)
grupperar tillsammans visat i fig. 1 dar orangea och gula datapunkter
overlappar (Fig. 1). Bendes strandang N och Bendes strandang S
grupperar sig tillsammans och slutligen Lojsta Prastange S grupperar
med Lojsta Prastange N.
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Figur 1. Principal Component Analys (PCA) for 9 dgontrdst populationer. A= Anga
Prastange; BN= Bendes Strandang N; BS= Bendes Strandang S; GS= Gerum
Prastange S; GN= Gerum Prastange N; LON= Lojsta Prastange N; LOS= Lojsta
Prastange S; LI= Liste Strandbete; U= Lila 6gontrdst, Utgrupp. Inom parenteser
pa X- och Y-axel anges i procent hur stor del av den totala variationen som



forklaras av komponenten (PC 1-3). Detta ger oss en uppskattning av stodet for
den struktur som gestaltas i figuren.

Resultatet fran admixture analysen (K=5) (Fig. 2) och PCA-analysen
overensstammer med fyra distinkta populationer av svensk 6gontrost
och en utgrupp (Lila 6gontrost).

Genetiska data kan ocksa anvandas for att uppskatta inavel med FIS-
statistik. FIS stracker sig fran -1 till 1. Ett virde pa O indikerar ingen
inavel, ett varde >0 indikerar dverskott av homozygoter (d.v.s. inavel) och
ett varde <0 indikerar ett dverskott i heterozygositet (d.v.s. utavel).

i
T

o ]

o
K=4 3

— o
o

o
o ]

o
K=5 3 |
o

o

A SRR B RS SIS B S

N

Gerum Lojsta Liste Strandbete Bendes Lila égontrost
Prastange Prastange Anga Prastange Strandang  (Utgrupp)

Figur 2. Admixture plot som visar genetiskt ursprung fér varje individ foér olika K.
Varje vertikal stapel representerar en individ och fargerna representerar
proportionen tillhdrighet till ett givet genetiskt kluster. Antal genetiska kluster (K)
som har testats ar 2-5. Nar man antar 5 genetiska kluster (K=5) ar det liten
blandning och grupperna 6éverensstammer med PCA-analysen (Fig. 1, 2). Det ar
rimligt med fyra genetiskt distinkta grupper och en utgrupp.

Utgruppen (dvs Lila 6gontrost; U) visar ett negativt FIS-varde (-0,24),
vilket indikerar ett dverskott i heterozygositet och tyder pa att
populationen ar stor och drar nytta av relativt hogt genflode fran andra
populationer. Daremot visar alla andra populationer varden éver noll
utom mojligen Liste Strandbete som visserligen har Fis-virde pa 0.08
men en standardavvikelse pa 0.15 vilket innebar att det inte gar att skilja
frén 0. Ovriga population har Fis-varden éver noll vilket indikerar ndgon
grad av inavel. Arten kan sjalvbefruktas (Johansson 2007) och det ar
rimligt att anta att hoga Fis-varden kan forklaras av sjalvbefruktning.



Man ska ocksd komma ihag att arten ar ett-arig och om det forekommer
enstaka ar med hogre grad av sjalvbefruktning ar det ett mindre
genetiskt problem. Om de observerade vardena ar typiska for dessa
populationer gér inte att sdga med endast data fran ett enstaka ar. Det
bor vara av intresse for forvaltningen av denna art att f4 kunskap om
detta. Anda ar dessa varden fortfarande relativt 1aga trots att det
forkommer sjalvbefruktning (Tabell 1).

Tabell 1. Genomsnittlig inavel for de analyserade égontrdstpopulationerna.

Lokal population / utgrupp Inavel (Fis) SD
Anga Prastange 0,12 0,01
Anga Bendes Strandang N 0,27 0,02
Anga Bendes Strandang S 0,29 0,02
Gerum Prastange N 0,29 0,03
Gerum Prastange S 0,29 0,02
Norrlanda Liste strandbete 0,08 0,15
Lojsta Prastange N 0,21 0.02
Lojsta Prastange S 0,18 0.02
Lila Ogontrost, Utgrupp 0,24 0,01

Dessutom visar populationspar som grupperar sig i PCA (Fig. 1) liknande
varden pé inavel. Till exempel visar populationen av Liste Strandbetes
(LI) och Anga Prastange (A) den lagsta inaveln (FIS=0.08-0.12) medan de
tvd Gerum Prastdnge (GS och GN) populationerna har ungefar tre ganger
hogre inavel (FIS=0.29).

Syftet med denna studie ar att bedéma vilka populationer som ar
genetiskt bast lampade att komplettera Liste Strandbetes (LI) och Gerum
(GS och GN). och 6ka deras genetiska mangfald och minska deras inavel.
En oro forknippad med translokationer ar risken for att introducera
gener som ar missanpassade till vissa lokala férhéllanden, en process
som kallas utavelsdepression. Foljaktligen ar det i allmanhet att foredra
att translokera individer eller frén lokalt, bland narliggande populationer
som delar liknande milj6férhallanden. Eftersom Liste Strandbetes (LI)
och Anga Prastange (A) delar en liknande genetisk bakgrund (d.v.s. de
grupperar sig tatt i PCA, Fig. 1) och eftersom Anga Prastiange (A) har en av
de lagsta inavelsgraden (Tabell 1) ar det relativt sakert att anvanda fron
frdn de senare for att komplettera Liste Strandbetes (LI) populationen
och inte riskera utavelsdepression.



For Gerum Prastange S (GS) skulle den mest genetiskt lika
donatorpopulationen vara Gerum Préstinge N (GN). Bada
populationerna har dock samma niva av inavel och Gerum Prastange N
(GN) kan vara for liten for att ge ett lampligt antal fron for translokation.
Baserat pa populationsdifferentieringsvirden (Tabell 2) skulle de mest
genetiskt nara donatorpopulationerna vara antingen Liste Strandbetes
(LI) eller Anga Prastange (A), eller som andrahandsval Gerum Prastange
(GN eller GS). Aven om det finns en mojlig risk for att utavelsdepression,
indikerar en metaanalys att férdelarna med translokationer overvager
nackdelarna med translokationer (Frankham 2015). Anda kan ytterligare
data om milj6forhallanden som till exempel jordférhallanden och
fenotypiska skillnader mellan givar- och mottagarpopulationerna vara
viktiga for att helt 16sa denna frdga. Den enda fenotypiska skillnad som
har kunnat konstateras mellan de olika klustren ar Lojsta prastanges
population med mer lila fairg pa blomman jamfort med 6vriga. Figur 3.

Tabell 2. Parvis populationsdifferentiering baserad pa Fsr for de fem identifierade
klustren (4 genetiska kluster av svensk 6gontrost och en utgrupp) fran PCA- och
admixture-analys. A= Anga Prastange; BN= Bendes Strandang N; BS= Bendes
Strandang S; GS= Gerum Prastange S; GN= Gerum Prastange N; LON= Lojsta
Prastange N; LOS= Lojsta Prastange S; LI= Liste Strandbete; U= Lila 6gontrost,

utgrupp.

AngaPrastange | Bendes Gerum N | LojstaN | Ut-grupp
/ N/ / / Lila
Listestrandbete | Bendes | GerumS | Lojsta S dgontrost
S

AngaPrastange 0

/ Liste

strandbete

Bendes N / 0,708 0

Bendes S

Gerum N/ 0,478 0,759 0

Gerum S

Lojsta N / 0,471 0,753 0,548 0

Lojsta S

Ut-grupp 0,393 0,686 0,445 0,474 0

Lila 6gontrost
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Figur 3. Bild av svensk 6gontrost fran Lojsta Prastange till vanster, Bendes strandang i
mitten och Anga prastange till hoger.
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