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SAMMANFATTNING

Miljo-DNA (eDNA) ar genetiska spar som organismer lamnar i sin omgivning, exempelvis
via slem, avforing eller hudceller. Genom moderna analyser kan dessa spar fangas upp
for att identifiera arter i en miljo med hog precision. Metoden ar sarskilt valutvecklad i
akvatiska system och ger en aktuell bild av arters férekomst.

MIX Research Sweden har, pa uppdrag av Kommunbrénsle i Adalen AB, genomfdrt en
eDNA-undersokning i nyanlagda vatmarker i Sollefted kommun. Syftet var att kartlagga
aterkolonisering av fisk i de restaurerade vatmarkerna. Kontrollprov togs vidare i
Groningsan som har forbindelse med vatmarkerna.

Analysen visade att aterkolonisering av fisk skett i samtliga vatmarker som undersoktes,
dar abborre och gddda dominerade pa samtliga lokaler. Kontrollprover i Groningsan
visade god samstammighet med befintligt elfiskedata pa lokalerna, samtidigt som
eDNA-analysen detekterade ytterligare arter som inte observerats vid tidigare
inventeringar.

Undersdkningen bekraftar att eDNA ar ett effektivt verktyg for uppfdljning av
restaureringsatgarder, dar aterkolonisering och forandringar i fiskfaunan kan foljas 6ver
tid pa ett standardiserat och reproducerbart satt.
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1. INTRODUKTION

Milj6-DNA, eller eDNA (fran engelskans environmental DNA), ar ett samlingsbegrepp for
de genetiska spar som alla levande organismer lamnar efter sig i sin omgivning. Dessa
kan besta av bland annat hudceller, slem, har och andra biologiska rester (Taberlet m.fl.
2012). Pedersen m.fl. (2015) definierar eDNA som ”det DNA som kan studeras fran
efterldmnade spar i miljon utan att malorganismen ar narvarande i provet”.

Tack vare de stora framsteg som gjorts inom genetiska analysmetoder under de senaste
decennierna ar det idag mojligt att samla in eDNA genom exempelvis vatten- eller
jordprov och med hog precision faststéalla vilka arter som finns i ett omrade. Metoden ar
sarskilt valutvecklad for vattenmiljder och har visat sig vara mycket anvandbar inom
miljodvervakning (Harper m.fl. 2018; Lawson-Handley 2015; Leese m.fl. 2016; Olds m.fl.
2016; Deiner m.fl. 2017; Bruce m.fl. 2021; Hellstrom m.fl. 2023). eDNA ar vidare relativt
kortlivat i vattenmassan och ger darfér en bild av arters forekomst i nutid (Brys m.fl.
2021). | studier har en exponentiell nedbrytningshastighet pavisats och full nedbrytning
nas ofta pa ett fatal dagar. Nedbrytningshastigheten korrelerar vidare med faktorer som
mikrober, enzymer och UV-stralning, vilka till stor del regleras avtemperatur (Saito & Doi
2021).

Inventeringar av arter i svenska vatten har bedrivits sedan 1500-talet. Sadan kunskap ar
central for myndigheter vid beslut om artskydd, atgarder och tillstandsprovningar.
Traditionella inventeringsmetoder ar dock ofta tids- och resurskravande, och kan vara
svara att genomfora i stor skala. | vissa fall ar de dven destruktiva och kan paverka
sallsynta eller hotade arter negativt. eDNA erbjuder har ett skonsamt alternativ, da
metoden inte kraver att organismer fangas eller skadas. Resultaten kan dven anvandas
for att rikta traditionella undersokningar till specifika platser for mer detaljerad
information om till exempel alder, storleksfordelning och reproduktionsframgang. For
att sakerstalla tillforlitliga resultat kravs dock att analyser och tolkningar baseras pa
aktuell kunskap inom bade traditionell och genetisk taxonomi, molekylara metoder och
arters ekologi.

For att kartlagga aterkolonisering av fisk i nyanlagda vatmarker i Sollefteda kommun har
MIX Research Sweden, pa uppdrag av Kommunbranslei Adalen AB, genomfort en eDNA-
undersokning av fisk. Vatmarkerna utgors av tidigare torvtakter som vattenfyllts och har
konnektivitet till Norr- och Soér-Gagnetsjdoarna samt Groningsan, vilket skapar goda
forutsattningar for ateretablering av akvatiska arter.

2. METODER

2.1 Faltarbete

Faltarbetet genomfordes den 21 augusti 2025 — totalt sex lokaler ingick i provtagningen
(Figur 1; Tabell 1). Innan provtagningen paborjades steriliserades all utrustning, och
filtreringsutrustningen kdptes in som sterila och DNA-fria produkter.



Vid varje lokal samlades cirka 10 liter vatten in genom att ta delprover fran utloppen av
respektive vatmark. Delproverna slogs samman till ett samlingsprov for att ge ett

representativt resultat.

standarder for insamling av vatten for eDNA-analyser (CEN 2023).
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Figur 1. Oversikt av provtagningslokaler och provtagningspunkter.

Tabell 1. Information om de provtagna lokalerna.

Provtagningen utfordes enligt svenska och europeiska

nr

139 M

Koordinat SWEREF 99 TM
Lokalnamn Vmi T°CH20 Djup (m) .
Nord Ost

Artrik-Stormyren 1000 17 0-1 7022250 588262
Norrmossafion 600 17 0-1 7021136 588721
Tjarnmyran 400 17,5 0-1 7018797 590332
Gammfabodtjarnen 400 17,5 0-1 7020205 591419
Groningsan uppstréms 2000 16 0-1 7022601 588988
Groningsan nedstroms 2000 16,5 0-1 7020558 591129

Vatten filtrerades genom 5 pm GF/0,8 pm PES-inkapslade filterenheter. Vid varje lokal
togs tva prover som fixerades omedelbart efter filtrering och transporterades efter
avslutat faltarbete till MIX Research Swedens laboratorier for vidare analys. For att

undvika kontamination steriliserades provtagningsutrustningen mellan varje lokal.




Figur 2. Filtrering av insamlat vatten i fdlt.

2.2  Laboratoriearbete

Insamlat eDNA extraherades enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i MIX Research
Swedens laboratorier specifikt utformade for analyser av eDNA. Samtliga prover
analyserades med flerartsanalys for forekomst av fisk genom att anvanda markaorer
specifikt framtagna for att detektera denna organismgrupp. Varje PCR-prov utfordes i
fyra replikat som sammanslogs till ett prov under biblioteksuppforandet och
sekvenseringen. Erhallna sekvenser matchades i forsta hand mot den internationella
databasen NCBI for att identifiera arternas forekomst.

Kompletterande information for flerartsanalyser presenteras i Bilaga 1 - 2.

2.3 DNA-analys

Pa en kort region av 12S-genen har fiskar unika artspecifika variationer som kan liknas
vid streckkoder som identifierar olika varor i butiker, dar varje enskild art innehar en unik
DNA-streckkod. Varje gang en sekvens detekteras i sekvenseringsmaskinen, registreras
den vilket resulterar i ett specifikt antal detektioner per art. Antal detektioner ger en
indikation pa arternas relativa biomassa. En art med hog forekomst ger darmed upphov
till fler detektioner an en art med lag forekomst. Detta ger en indikation pa arternas
relativa biomassa, eller dominans i ett omrade. Studier har visat en stark korrelation
mellan fiskbiomassa och antalet eDNA-detektioner av respektive art (Li m.fl. 2019).



3. RESULTAT

3.1 Fiskanalys

Totalt detekterades 10 unika fisksekvenser i denna undersdkning, varav samtliga kunde
identifieras till artnivd. Det totala antalet detekterade artspecifika sekvenser for
fiskmarkoéren i undersdkningen var 308 572 och varierade mellan 17 983 — 69 062 per
prov. Bada proven fran Gammfabodtjarnen uppvisade kraftig inhibition, och trots anti-
inhibering samt rengdring misslyckades amplifiering.

3.1.1 Artrik-Stormyren

Provtagningen pavisade forekomst av totalt fem fiskarter, dar abborre (Perca fluviatilis),
gadda (Esox lucius) och mort (Rutilus rutilus) var dominerande. Tillsammans utgor
arterna 6ver 90 % av den totala relativa biomassan pa lokalen. Noterbar detektion var al
(Anguilla anguilla) som férekom i ytterst fa lasningar (Figur 3).

Abborre 41,2 %

Gadda 32,6 %

Mért 18,7 %

Storspigg 6.6 %

Als 0.8%
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Figur 3. Artdetektioner samt relativ biomassa i Artrik-Stormyren.
3.1.2 Norrmossaflon

Provtagningen pavisade férekomst av totalt fyra fiskarter — dar abborre, gddda och mort
aterigen dominerande, &ven har utgor arterna éver 90 % av den totala relativa biomassan
pa lokalen. Noterbar detektion i Norrmossaflon var lake (Lota lota) som endast utgjorde
0,6 % av det totala antalet lasningar i provet (Figur 4).
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Figur 4. Artdetektioner samt relativ biomassa i Norrmossaflon.
3.1.3 Tjarnmyran

| Tjarnmyran kunde endast forekomst av abborre och gadda pavisas (Figur 5). Abborre
var kraftigt dominant och utgjorde nara 90 % av den relativa biomassan.

Abborre 88,4 %

Gadda 11,6 %
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Figur 5. Artdetektioner samt relativ biomassa i Tjdrnmyran.
3.1.4 Groningsan uppstroms

Provtagningen pavisade férekomst av totalt fyra fiskarter, dar 6ring (Salmo trutta) och
l6ja (Alburnus alburnus) var dominerande. Tillsammans utgor arterna omkring 90 % av
den totala relativa biomassan pa lokalen. Lake och gadda detekterades i lagre
omfattning (Figur 6). Tidigare elfiske pa lokalen observerade endast 6ring och lake (SERS
2021).
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Figur 6. Artdetektioner samt relativ biomassa i Gréningsdn uppstréms.
3.1.5 Groningsan nedstroms

| Groningsan nedstroms dominerade mort, abborre och gadda artsammansattningen.
Tillsammans utgor arterna 6ver 90 % av den totala relativa biomassan pa lokalen. Vidare
detekterades aven lake, stensimpa (Cottus gobio) samt braxen (Abramis brama) i lagre
omfattning (Figur 7). Tidigare elfiske pa lokalen observerade endast lake och stensimpa
(SERS 2021).
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Figur 7. Artdetektioner samt relativ biomassa i Gréningsdn nedstréms.

4. DISKUSSION

Resultaten fran eDNA-analysen visar tydligt att ateretablering av fisk skett i de nybildade
vatmarkerna. Samtliga vatmarkslokaler uppvisade forekomst av flera fiskarter, och
artsammansattningen dominerades av abborre, gddda och mort. Konnektiviteten till
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Norr- och Sor-Gagnetsjoarna samt Groningsan framstar darmed som viktiga
spridningsvagar som har mojliggjort en snabb etablering av akvatiska arter i omradet.

Vid en jamforelse av tidigare elfiske i Groningsan bekraftar eDNA-analysen forekomst av
lake pa bada lokalerna, samt endast 6ring uppstroms och stensimpa nedstroms. Vidare
detekterades flertalet ytterligare arter som inte observerades vid den tidigare
inventeringen. Flertalet studier har pavisat att inventeringar med eDNA ofta ar effektivare
an traditionella provfisken nar det galler att identifiera artdiversitet. Ofta detekteras arter
som inte observeras med traditionella inventeringsmetoder (Keck m.fl. 2022; Hellstrom
m.fl. 2023). Det ar darfér av stor vikt att folja noggranna protokoll och standardiserade
metoder bade vid provtagning och laborativt arbete for att for att kunna utesluta
eventuella felkallor och osakerheter som exempelvis kontaminering av prover.

Groningsan nedstroms uppvisade inslag av typiska sjoarter med en klar dominans av
mort. Detta skulle delvis kunna forklaras av nedstroms transport av DNA fran Lillsjon
eller uppstroms liggande sel. Trots att nedbrytningen av DNA ar snabb gar det inte att
utesluta att en detektion i vissa fall harror fran en annan plats. Utover nedbrytning spelar
aven transport- och utspadningseffekter en avgorande roll for hur ldngt eDNA kan
pavisas nedstroms. Nar vattnet ror sig nedat i systemet spads eDNA fran uppstroms
kallor ut i den okande vattenvolymen, samtidigt som lokalt producerat eDNA
kontinuerligt tillfors. Flera studier visar att eDNA-koncentrationer typiskt avtar kraftigt
med avstand fran kallan, ofta inom hundratals meter, till foljd av kombinerade effekter
av nedbrytning, sedimentation och utspadning (Jane et al. 2015; Shogren et al. 2017;
Carraro et al. 2018). Detta innebar att tillforseln av eDNA fran uppstroms kallor snabbt
minskar och att signalen vid en given provpunkt i regel domineras av lokalt producerat
DNA. Trots detta ar transport av eDNA nagot som bor beaktas vid framtagande av
provtagningsdesign och vid tolkning av resultat.

Provtagningen visade att vattnet pa flera lokaler hade en sa hog partikelhalt att
filtreringen var tekniskt kravande, och i Sjomyran var filtrering inte mojlig. Detta ar typiskt
for unga, nyligen vattenfyllda vatmarker dar sediment annu inte stabiliserats. Den hoga
partikelhalten kan till viss del ha paverkat mangden insamlat DNA och begransat
detektionerna vid vissa lokaler. Det vore darfor vardefullt att genomfdra en uppfoljande
provtagning nar partikelhalterna stabiliserats, vilket sannolikt skulle modjliggdra ett
fullstandigare provuttag och ge en annu tydligare bild av vatmarkernas ekologiska
utveckling. Att dven inkludera andra organismgrupper som groddjur och insekter skulle
ytterligare bidra till en mer heltackande bild av ekosystemet.

Sammantaget visar undersdkningen att restaureringsatgarderna redan har resulterat i
biologiskt aktiva vatmarker med befintlig fiskfauna. eDNA-metoden har tillhandahallit en
standardiserad och reproducerbar kartlaggning av aterkoloniseringen och visar att
vatmarkerna utvecklats till mojliga rekryterings- och spridningsmiljoer for flera fiskarter
i omradet.
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Bilaga 1. Vad menas med enarts- och flerartsanalyser?

Enartsstudier — qPCR eller ddPCR

Inventering av en enstaka art med eDNA utférs med kvantitativ PCR (qPCR) eller digital droplet PCR
(ddPCR). Fragestallningen i dessa studier ar enkel: “Finns art X i detta prov?”

Varje art analyseras med en specifik genetisk markér som enbart detekterar DNA fran just den arten.
Resultaten redovisas som narvaro eller franvaro av den aktuella arten.

Om flera arter analyseras med separata enartsmetoder kan resultaten inte jamforas kvantitativt
mellan arter (t.ex. art A vs art B), eftersom varje markor har unik effektivitet och kanslighet.
Enartsanalyser har i regel kortare analystid an flerartsanalyser och lampar sig sarskilt val for riktade
undersokningar, till exempel av hotade, invasiva eller svarupptackta arter.

Flerartsstudier — metabarkodning med NGS (Next Generation Sequencing)

| flerartsstudier stélls istallet fragan: "Vilka arter finns i provet — och hur vanligt férekommande ar de?”
Till skillnad fran enartsanalyser kraver denna metod inte att man i forvag vet vilka arter man letar
efter. Genom metabarkodning och sekvensering med NGS kan ett mycket stort antal arter detekteras
samtidigt — inklusive sallsynta, skygga eller invasiva arter som ofta undgar traditionella
inventeringsmetoder. Antalet arter som kan identifieras ar i praktiken obegransat. Vid inventering av
tre eller fler arter blir metabarkodning vanligen mer kostnadseffektiv dn separata enartsanalyser,
eftersom flera malarter analyseras parallellt i samma process.

Aven om analystiden &r lingre genererar metoden omfattande och informationsrika dataset, vilket
mojliggor helt nya typer av ekologiska analyser och storskaliga jamférelser — nagot som tidigare inte
var mojligt fore eDNA-metabarkodning. Jamforelser mellan data fran enarts- och flerartsanalyser
illustreras i Figur B1-1.

Enartsanalys - /ﬁ CGCCGCGGTTATACGAGA Ja/Nej
Barkodning
Artlista Dominans
0,
CGCCGCGGTTATACGAGA OTU 1 Mok 10%
Match 65 %
Flerartsanalys - CACCGCGGTTATACGAGA OTU 2 sty o
Metabarkoding ~CGCCGCGGTTACACCACT OTU 3  'dadhy ‘ 5 %
CGCCGCGGCTACACCGTG OTU 4 Ndidhy ﬁf 20%

Figur B1-1. Typ av data som erhdlls genom enartsanalyser och flerartsanalyser. Enartsanalyserna anger om en art dr
ndrvarande eller inte, medan flerartsanalyser resulterar i en artlista samt arternas dominans i forhdllande till varandra

inom ett prov.
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Bilaga 2. Laboratoriearbete

Extraktion
eDNA extraherades enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i sterila laboratorier speciellt byggda for
analyser av akvatiskt eDNA.

Flerartsanalyser

For flerartsanalyser av fisk anvandes markérer som amplifierar 12S rRNA-genen (Miya m.fl. 2015).
Varje PCR-prov utfordes i fyra replikat som sammanslogs igen till ett prov under sekvenseringen. Som
positiv laboratoriekontroll anvdnds ett prov med kand artsammansattning av tropiska arter som
standard for jamforelse. Negativa kontroller analyseras for att sdkerhetsstdlla kvaliteten och
tillforlitlighet av resultat.

Bioinformatik och verifiering

Sekvenseringsdatan genomgick en kvalitetskontroll och bearbetning enligt en ASV-baserad
analysmetodik (Amplicon Sequence Variant) med hjalp av DADA2-paketet i R (Callahan m.fl. 2016).
Radata trimmades, filtrerades och felmodeller berdknades for att sarskilja verkliga biologiska
sekvenser fran sekvenseringsfel. Darefter ssmmanfogades parvisa lasningar, chimeror togs bort och
unika sekvenser identifierades som enskilda ASVs. Resultatet ar en hogupplost representation av den
genetiska sammansattningen i varje prov, dar varje ASV motsvarar en potentiell artsekvens.

De unika sekvenserna jamférdes med en internationell databas (tillgdnglig for allmanheten, som
grundar sig pa GenBank och uppréatthalls av National Center for Biotechnology Information, NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar sekvenser pa narmare 581 000 kdnda arter finns tillgdngliga med
4,7 miljarder sekvenser och 34 biljoner baspar enligt GenBank och NCBI hemsida (Sayers m.fl. 2023).
De olika sekvenserna matchades i forsta hand mot NCBI-databasen och fick pa sa satt fram arternas
identitet. Vidare anvands en kurerad (vilket betyder att arterna som anvands for referens-DNA ar
verifierade av en auktoriserad taxonom) intern databas. Tack vare nya framsteg inom
metastreckkodning for vertebrater och evertebrater ar det mojligt att fa traffar pa artniva istallet for
enbart familje- eller genusniva.

Antalet lasningar per art ger en relativ uppskattning (relativ abundans) av hur mycket eller litet arten
forekommer i ett prov.

Referenser

e Callahan, B. J.,, McMurdie, P. J., Rosen, M. J., Han, A. W., Johnson, A. J. A, & Holmes, S. P. (2016). DADA2: High-resolution
sample inference from Illumina amplicon data. Nature Methods, 13(7), 581-583.

e Miya, M., Sato, Y., Fukunaga, T., Sado, T., Poulsen, J. Y., Sato, K., ... & Kondoh, M. (2015). MiFish, a set of universal PCR
primers for metabarcoding environmental DNA from fishes: detection of more than 230 subtropical marine species.
Royal Society open science, 2(7), 150088.

o NCBI websida https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e Sayers, E. W., Cavanaugh, M., Clark, K., Pruitt, K. D.,Sherry, T.S., Yankie, L. & Karsch-Mizrachi I. GenBank 2023
update, Nucleic Acids Research, Volume 51, Issue D1, 6 January 2023, Pages D141—

D144, https://doi.org/10.1093/nar/gkac1012
e Spens, J,, A. R. Evans, ... M. Hellstrém. 2017. Comparison of capture and storage methods for aqueous macrobial eDNA

using an optimized extraction protocol: advantage of enclosed filter. Methods in Ecology and Evolution, 8(5), 635-645.
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Bilaga 3. Kvalitetssakring av DNA-kontroller
Positiva och negativa kontrollprov

For tillforlitliga resultat vid eDNA-undersokningar dr anvandning av bade positiva och negativa
kontroller absolut nédvandig for att upptédcka och utesluta kontamineringar eller andra felkallor. Detta
ar en grundlaggande princip for alla DNA-analyser och géller samtliga utférare. Om en aktor avviker
fran denna praxis blir resultaten inte tillforlitliga och darmed vetenskapligt oanvandbara.

Utover de allmédnna huvudprinciperna for DNA-undersokningar (Goldberg m.fl. 2016; Griffiths m.fl.
2016) finns sarskilda regelverk for kriminaltekniska (Hedman m.fl. 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
analyser. Strikta riktlinjer for ett standardiserat genomforande av eDNA-undersékningar haller for
narvarande pa att tas fram inom EU genom COST-aktionen DNAquaNet.

Negativ kontroll

En negativ kontroll utgdrs av ett prov med DNA-fritt vatten (t.ex. nukleasfritt vatten avsett for
molekylara analyser eller kolsyrat mineralvatten) som hanteras pa samma satt som de ordinarie
vattenproverna i falt. Negativa kontroller bor inféras i varje steg av arbetsflodet — fran provtagning till
slutlig sekvensering — for att sdkerstalla att ingen kontaminering har skett. Dessa kontroller analyseras
for att utesluta falska positiva resultat.

Om DNA-signaler fran malartsgrupper patraffas i en negativ kontroll maste kallan till kontamineringen
identifieras och dess konsekvenser bedémas. Om orsaken inte kan faststdllas kravs att analysen
upprepas. En kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken leda till att arter detekteras i en miljo dar
de inte forekommer (falskt positivt resultat).

Positiv kontroll

En positiv kontroll bestar av ett prov som innehaller ett kdnt DNA-material och anvands for att verifiera
att analysmetodiken fungerar korrekt. Om DNA-signaler uteblir i den positiva kontrollen tyder det pa
ett metodfel, vilket innebéar att analysen maste justeras och géras om. En utebliven DNA-signal i en
positiv kontroll kan i praktiken innebara att arter som faktiskt finns i en milj6 inte detekteras (falskt
negativt resultat).

Referenser

e Goldberg, Caren S., m.fl. 2016. Critical considerations for the application of environmental DNA methods to detect
aquatic species. Methods in Ecology and Evolution, 7.11: 1299-1307.

e Griffiths Anthony et al. 2016. An Introduction to Genetic Analysis. 11th edition. WH Freeman. New York. ISBN-13: 978-
1464109485.

e Hedman, Johannes m.fl.. 2017. Pre-PCR processing-projektet, P4 Starkt beredskapskapacitet via rationell
laboratoriediagnostik samt foérenklad provberedning. -Nationellt Forensiskt Centrum, NFC 2017-05-07. NFC Rapport
Avdelningskansliet 2017:04.

e SFMG, Svensk Forening for Medicinsk Genetik. 2011. Riktlinjer for kvalitetssakring i klinisk genetisk verksamhet.
http://sfmg.se/download/riktlinjer/Kvalitetsriktlinjer/sfmg_riktlinjer-for-kvalitetssakring_rev101228.pdf
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Bilaga 4. Kvalitetskontrollerade resultat flerartsanalyser

Véarden for kontrollerna anges i Tabell B4-1. Alla negativa kontroller var negativa for malarter. DNA-
koncentrationerna var normala. 12S-markéren for fisk resulterade i 308 572 malartslasningar.
Sekvenser for far ko, hund och kyckling togs bort fran analysen eftersom de utgér kontamineringar
som kan harledas bade fran innehallet i reagenser och miljon.

Tabell B4-1. Kvalitetsgranskning av eDNA och kontroller. eDNA-koncentrationen uppmdttes med Qubit Fluorometric
Quantitation (Fisher Scientific). FNEG: negativ fdltkontroll, NTC: no template PCR kontroll.

Prov

OEN_01
OEN _02
OEN _03
OEN _04
OEN _05
OEN _06
OEN_07
OEN_08
OEN_09
OEN_10
OEN_FNEG
NTC

Anti-inhibition

Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja

Ja

DNA konc
ng/ul
4,8
1,66
11,2
8,29
6,77
7
1,26
1
3,63
4,83

Markor

128
128
12S
128
128
12S
128
128
128
128
128
128

Replikat

A A D DD DM BAMDMDdDDMDMDS

Antal

malartsldsningar

17983
69 062
32757
20121
30 086
25682
23 666
48 791
20659
19765

0

0
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