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TEN GELEIDE

De ecologische kwaliteit van watersystemen wordt bepaald aan de hand van de samenstelling
van plantaardige en dierlijke onderdelen van het voedselweb. Naast algen, waterplanten en
kleine waterdiertjes (macrofauna) wordt ook gekeken naar de opbouw van de visstand.
Tot op heden is het bemonsteren van vispopulaties technisch lastig, tijdrovend, (daardoor)

kostbaar en betrekkelijk onnauwkeurig.

Dit rapport beschrijft de mogelijkheden die een recente techniek, die van het opsporen van

vis door het meten van DNA-sporen, biedt voor het in beeld brengen van de visstand.

In grote lijnen samenvattend kan worden gezegd dat het bepalen van de visstand via ‘environ-
mental DNA’ zeer veelbelovend is. De techniek is niet belastend voor de vissen, geeft een
nauwkeurig beeld van de samenstelling van de populatie en van de onderlinge verhouding
tussen de afzonderlijke soorten.

De techniek is kansrijk en zou verder ontwikkeld kunnen worden om toegepast te worden in
de huidige beoordelingsmethode die gehanteerd wordt voor waterkwaliteitsrapportages.

De technieken voor het opsporen van ‘environmental DNA’ ontwikkelen zich razendsnel. Er is
zicht op dat het beschikbaar komen van deze technieken over enige jaren zal leiden tot een
nieuw type beoordelingsmethode, waarbij maximaal gebruik gemaakt zal worden van de
mogelijkheden die de technieken bieden.

Het rapport is een vervolg op STOWArapport 2016-19. Beide rapporten bevatten naast de
onderzoeksresultaten ook een beschrijving van een aantal technieken en geven daardoor een

overzicht van de recente ontwikkelingen op dit vakgebied.

De in de rapporten beschreven onderzoeksresultaten zullen worden ingebracht in nationaal

en internationaal overleg over meetmethoden en beoordelingsmethoden.

JOOST BUNTSMA

Directeur

eDNA METABARCODING VISSEN | STOWA 2017-38



INHOUDSOPGAVE

Colofon 2

Ten geleide 5

H1 INLEIDING 9
1.1 Kader 9
1.2 Onderzoekstraject RAVON, STOWA en de waterschappen 9
1.2.1 Reeds uitgevoerd onderzoek 9
1.2.2 Onderzoeksvragen 2016 10

1.3 Leeswijzer 11
H2 ONDERZOEKSOPZET 15
2.1 Onderzoekslocatie 15
2.2 Monstername 16
2.2.1  KRW-visbemonsteringen 16
2.2.2 eDNA-metabarcoding bemonsteringen 16

2.3 Analyse eDNA monsters 18
H3 RESULTATEN 21
3.1 In beeld brengen visgemeenschapsvariabelen 21
3.1.1 Aantal aangetroffen soorten 21
3.1.2 Verhoudingen tussen aangetroffen soorten 23

3.2 Benodigd aantal monsters voor het bepalen van de soortsamenstelling 24
3.3 Ruimtelijke verdeling van monsters in plassen/meren 27
3.4 Het mengen van watermonsters van meerdere trajecten 30
3.4.1 Effect van mengen op soortensamenstelling 30
3.4.2  \Vergelijking bemonsteringstrategieén voor bepalen soortsamenstelling 32
3.4.3  Effect mengen op verhoudingen tussen soorten 33

H4 DISCUSSIE, AANBEVELINGEN & CONCLUSIES 37
4.1 In beeld brengen visgemeenschapsvariabelen 37
4.1.1 Aantal gedetecteerde soorten in de visgemeenschap 37
4.1.2 Aandeel van vissoorten in de visgemeenschap 38
4.1.3  Onverwachte soorten met eDNA-metabarcoding 39

4.2 Benodigd aantal monsters 39
4.3 Ruimtelijke verdeling van monsters in grote wateren 41
4.4 Effect van mengmonsters 42
4.4.1 Mengmonsters van drie trajecten 42
4.4.2 Mengmonsters van een compleet waterlichaam 42

4.5 Conclusies 43
H5 HOE VERDER 45
5.1 Onderzoekstraject, ideeén voor een maatlat 45
5.2 Tijdspad 47
5.3 Verwachte kostenreductie 48

STOWA 2017-38 | eDNA METABARCODING VISSEN



H6 LITERATUUR 51
BIJLAGE 1 | Met eDNA extra aangetroffen soorten ten opzichte van KRW 53
BIJLAGE 2 | Correlatie tussen aandeel eDNA en biomassa, aantallen en biomassa + aantallen 54
STOWA in het kort 60

eDNA METABARCODING VISSEN | STOWA 2017-38



STOWA 2017-38 | eDNA METABARCODING VISSEN

4’.\1
S




H1

1.1

1.2

1.2.1

INLEIDING

KADER

In 2000 is de Kaderichtlijn Water (KRW) van kracht geworden in de lidstaten van de Europese
Unie. De KRW voorziet in de bescherming en verbetering van aquatische ecosystemen en
duurzaam gebruik van water. Het doel is voor alle wateren een ‘goede toestand’ te bereiken.
De ‘goede toestand’ is onderverdeeld in een goede chemische en een goede ecologische toe-
stand. De ecologische toestand wordt bepaald aan de hand van kwaliteitselementen waaron-
der vissen. Om de ontwikkeling van de ecologische toestand voor vissen te volgen voeren de
waterschappen en Rijkswaterstaat periodiek visbemonsteringen uit. Deze KRW-visbemonste-
ringen worden uitgevoerd volgens de methodiek uit het Handboek Hydrobiologie (STOWA,

2014) waarbij conventionele methoden zoals fuiken, electrovisserij en zegens worden ingezet.

Sinds 2011 is in Nederland en een aantal andere landen zoals Belgié, Denemarken, Engeland,
Frankrijk en de Verenigde Staten de innovatieve environmental DNA-methode (eDNA) sterk in
opkomst. De methode is gebaseerd op het feit dat organismen die in het water leven daarin
kleine stukjes DNA achter laten via faeces, urine en huidcellen. Door het oplossend vermogen
van water worden deze kleine stukjes DNA verspreid over een groot volume en oppervlak. Dit
DNA is in het lab aan te tonen met behulp van primers en PCR (Polymerase Chain Reaction).
Voor vissen hebben eDNA-methoden gemiddeld een (veel) hogere trefkans, zijn niet invasief
(soorten hoeven niet gevangen te worden), hebben de potentie om in hoge mate gestandaardi-
seerd te kunnen worden en kunnen een kostenbesparing vormen ten opzichte van de huidige

visbemonstering. In Herder et al., 2014a is een overzicht gegeven.

De eerste eDNA methoden maakten gebruik van soortspecifieke primers voor het detecteren
van één of enkele doelsoorten in een watermonster (Ficetola et al., 2008). Het eerste Neder-
landse onderzoek richtte zich op de detectie van grote modderkruipers (Herder et al., 2012).
Voor het gelijktijdig detecteren van alle vissoorten in een eDNA monster is de methode met
soortspecifieke primers niet geschikt (zie kader). Dit is wel mogelijk met eDNA metabarcoding
toepassingen waarbij middels gebruik van universele primers het DNA van een hele soort-
groep (in dit geval vissen) vermeerderd wordt. Door de DNA-codes uit te lezen middels Next
Generation Sequencing en deze vervolgens te vergelijken met een referentiedatabase kan een
complete soortenlijst gegenereerd worden.

ONDERZOEKSTRAJECT RAVON, STOWA EN DE WATERSCHAPPEN

In 2013 is RAVON in samenwerking met de STOWA en de waterschappen een onderzoekstra-
ject gestart (Herder et al., 2014b). Het hoofddoel hiervan is, onderzoeken of eDNA metabarco-
ding (zie gebruikte methode paragraaf 2.3.) een alternatief kan vormen voor de huidige KRW-
visbemonsteringen. Hieronder worden de resultaten van het reeds uitgevoerde onderzoek
beschreven en wordt ingegaan op de vragen van het onderzoek van 2016. De resultaten wor-

den in onderhavige rapportage beschreven.

Reeds uitgevoerd onderzoek

In 2013 heeft RAVON i.s.m. STOWA en vier waterschappen een eerste pilot in Nederland uitge-
voerd naar de toepassing van eDNA metabarcoding voor vissen (Herder et al., 2014b). De resulta-
ten waren bemoedigend. In stilstaande wateren werden evenveel of meer vissoorten gedetec-
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KADER 1 ACHTERGROND ENVIRONMENTAL DNA (eDNA)

S

eDNA BARCODING

De eerste eDNA toepassing betrof de detectie van Amerikaanse brulkikkers in Frankrijk
(Ficetola et al., 2008). Sindsdien heeft de methode een vlucht genomen en volgden er vele
onderzoeken aan een scala van soorten. Het eerste onderzoek in Nederland richtte zich op
soortspecifieke eDNA detectie van de grote modderkruiper (Herder et al., 2012). In deze
pilotstudie werd in het veld voor de eDNA methode een trefkans van 87,5% gevonden, dit
bleek veel hoger dan met huidige methoden zoals electrovisserij. In vervolgonderzoeken
(Herder et al., 2013b; De Bruin et al., 2014) werden deze resultaten bevestigd. Andere vis-
soorten waarvoor in het buitenland vergelijkbare resultaten zijn behaald zijn onder andere
zilverkarper en grootkopkarper (Jerde et al., 2011), karper (Takahara et al., 2012), zon-
nebaars (Takahara et al., 2013) en zeeprik en zeeforel (Gustavson et al., 2015). In al deze
onderzoeken is gewerkt met soortspecifieke primers die enkel het DNA van de doelsoort
vermeerderen, ook wel eDNA barcoding genoemd. Met eDNA barcoding is het slechts moge-
lijk één tot enkele soorten gelijktijdig in een watermonster te detecteren.

eDNA METABARCODING

Het identificeren van meerdere soorten tegelijk uit een environmental DNA monster wordt
eDNA metabarcoding genoemd (Taberlet et al., 2012). Bij deze methoden worden er onder
andereprimers ontwikkeld die generiek toepasbaar zijn voor meerdere soorten, zoals een
soortgroep of soorten binnen een familie. In dit onderzoek wordt er gebruik gemaakt van
primers die in Frankrijk ontwikkeld zijn en zich richten op de hele soortgroep vissen
(Valentini et al., 2016).

In de analyse wordt het DNA van alle vissen uit een monster vermeerderd. Vervolgens wor-
den de vermeerderde DNA-codes uitgelezen door middel van Next Generation Sequencing
(NGS) waarna een databestand wordt verkregen met alle DNA-codes. Op de computer wordt
vervolgens een match gemaakt tussen deze DNA-codes en een referentiedatabase (codes
van alle soorten). Bij een grootschalig onderzoek in Frankrijk (o.a. Rhéne), Nederland
(Herder et al., 2014b en Herder en Kranenbarg, 2016) en Denemarken werden hogere aan-
tallen soorten aangetroffen met eDNA metabarcoding dan met gelijktijdige bevissingen
met traditionele methoden. Deze resultaten zijn onlangs gepubliceerd in Molecular Ecology
(Valentini et al., 2016).

eDNA BARCODING VERSUS eDNA METABARCODING

eDNA metabarcoding heeft de voorkeur boven een meervoudige soortspecifieke eDNA bar-
coding (waarbij voor iedere soort een aparte PCR met een soortspecifieke primer wordt
uitgevoerd). Doordat de hoeveelheid eDNA in een monster beperkt is, moeten er bij een
meervoudige soortspecifieke benadering voor iedere soort apart PCRs in replica worden
uitgevoerd. De hoeveelheid eDNA in een monster is dan slechts toereikend voor het gelijk-
tijdig analyseren van enkele soorten. Hoofdstuk 4 van het in 2014 verschenen review over
de toepassingsmogelijkheden van eDNA (Herder et al., 2014a) bevat een uitgebreide
beschrijving en vergelijking van beide methoden.

10
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teerd met eDNA dan in de gelijktijdige KRW-visbemonsteringen met traditionele vangtuigen.
Ook werd er een verband gevonden tussen de gevangen aantallen per vissoort en de hoeveel-
heid eDNA: van soorten die het meest gevangen werden, werd veelal ook het meeste eDNA
gevonden. In stromende wateren vielen de resultaten tegen. De oorzaak daarvan lag in de toe-
gepaste monstermethode en conservering van de monsters (dit is inmiddels opgelost door een
andere monsterstrategie en een nieuw type buffer die zorgt voor een maandenlange conserve-

ring van de monsters).

In 2015 is er een vervolg aan deze eerste pilot gegeven, samen met STOWA en elf waterschap-

pen, waarin de methode op een veel groter aantal locaties (55) en verschillende KRW-waterty-

pen (12) getest is (Herder & Kranenbarg, 2016). Hierbij is op KRW-trajectniveau een vergelijking

gemaakt tussen de KRW-bevissing (met electrovissen, zegen en/of kuil) en eDNA-metabarco-

ding. De belangrijkste conclusies waren:

* Met eDNA werden gemiddeld 1,6 keer meer soorten aangetoond op een traject dan in de
KRW-bevissing.

* De trefkans met eDNA lag voor alle soorten boven de 75%, veelal boven de 90%.

* De eDNA-monstername en analyse bleken goed reproduceerbaar qua uitkomsten in verhou-
dingen tussen soorten. Dit biedt perspectief tot kwantificering middels eDNA in de toe-
komst.

In het onderzoek in 2015 is ook gekeken naar de relatie tussen het aandeel eDNA sequenties
per soort en het aandeel in biomassa per soort. Het bleek met de gehanteerde opzet (op tra-
jectniveau) niet mogelijk om een goede vergelijking te maken. De factor toeval, bijvoorbeeld
het net wel of net niet vangen van een grote vis, speelt op trajectniveau waarschijnlijk een te
grote rol waardoor een goede vergelijking tussen de eDNA uitkomsten en de werkelijkheid op

het traject aanwezige visbiomassa niet mogelijk was.

Onderzoeksvragen 2016

Onderhavige rapportage gaat in op de resultaten van het onderzoek uit 2016. In 2016 is er in
plaats van op trajectniveau (onderzoeken 2013 & 2015) op waterlichaamniveau een vergelij-
king gemaakt tussen de resultaten met eDNA en KRW-bevissingen. De gecombineerde KRW-
bevissingen (alle trajecten en methoden samen) binnen een waterlichaamniveau vormen de
beste informatie die voorhanden is over de soortensamenstelling en geven in veel gevallen
ook visbestandschattingen (afhankelijk van watertype). Deze visbestandschattingen komen in
de regel tot stand middels een groot aantal beviste KRW-trajecten waardoor uitschieters uit-
middelen (4 tot 31 trajecten per waterlichaam in deze studie). Op deze manier wordt verder
inzicht verkregen in de toepasbaarheid van eDNA in kwalitatief en mogelijk semi-kwantita-
tief visstandonderzoek.

In dit onderzoek stonden de volgende onderwerpen centraal:
1 Visbestandschatting op waterlichaamniveau
* Kwalitatief | aantal soorten: in welke mate komt het aantal middels eDNA aangetroffen
soorten op waterlichaamniveau overeen met het aantal soorten dat binnen de KRW-bevis-
singen is aangetroffen? Deze vraag is in eerdere jaren onderzocht op KRW-trajectniveau.
» Semi-kwantitatief: in welke mate komen de verhoudingen in gevonden eDNA sequenties
tussen vissoorten op waterlichaamniveau overeen met de verhoudingen in biomassa en

aantallen die binnen de KRW-bevissingen zijn aangetroffen?

eDNA METABARCODING VISSEN | STOWA 2017-38
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2 Monsterstrategie voor verschillende KRW-watertypen op waterlichaamniveau

* Hoeveel eDNA monsters zijn er nodig voor een representatief beeld van de soortensamen-
stelling in een waterlichaam?

¢ Is de ruimtelijke positionering van eDNA monsters binnen grotere waterlichamen zoals
meren en plassen van invloed op het aantreffen van vissoorten en de gevonden verhoudin-
gen in eDNA sequenties tussen deze vissoorten? Waar kunnen de monsters het best verza-
meld worden? (m.a.w. geven eDNA-monsters uit de oeverzone andere resultaten dan die in
het open water?)

e Wat is het effect op de uitkomsten qua soortsamenstelling en verhoudingen tussen soor-

ten als meerdere locaties samen in een enkel eDNA-monster gemengd worden?

Ad 1) Uit eerdere onderzoeken is naar voren gekomen dat de eDNA methode zich zeer goed
leent voor het bepalen van het aantal vissoorten dat in een waterlichaam voorkomt. De ver-
houdingen waarin de verschillende soorten voorkomen zijn echter ook een belangrijk ele-
ment binnen de beoordelingssystematiek van de KRW-vismaatlatten. Daarom worden de
mogelijkheden om met eDNA metabarcoding de verhoudingen tussen vissoorten te bepalen

nadrukkelijk onderzocht.

Ad 2) Voor een goed beeld van de aanwezige visgemeenschap is het belangrijk om te weten
hoeveel watermonsters hiervoor met de eDNA metabarcoding techniek verzameld en geanaly-
seerd dienen te worden. Dit is ook vanuit kostenoogpunt van belang: hoe minder monsters er

geanalyseerd hoeven te worden, hoe geringer de kosten.

Om de onderzoeksvragen te beantwoorden zijn er in negen waterlichamen in totaal 90 eDNA
monsters genomen. Zeven waterlichamen behoren tot het M-type (stilstaand water) variérend
van meren, laagveenplassen tot kanalen en sloten. Twee waterlichamen behoren tot het
R-type (stromend water). De eDNA resultaten zijn vergeleken met de uitkomsten van de stan-
daard KRW-visbemonsteringen die, kort nadat de eDNA monsters genomen waren, werden
uitgevoerd op de onderzochte locaties of in een enkel geval met gegevens van een eerder uit-

gevoerde KRW-bevissing.

LEESWIJZER

Hoofdstuk 1 beschrijft de eDNA-metabarcoding methode, het onderzoekstraject van RAVON,
STOWA en de waterschappen dat sinds 2013 loopt en de onderzoeksvragen die binnen het
onderzoek van 2016 zijn onderzocht (huidige rapportage). Hoofdstuk 2 beschrijft de onder-
zoeksmethoden. Allereerst worden de onderzoekslocaties beschreven in paragraaf 2.1, vervol-
gens de gehanteerde onderzoeksmethoden voor de KRW-bevissingen en eDNA bemonsterin-
gen in paragraaf 2.2. Paragraaf 2.3 beschrijft de eDNA-analyses: gehanteerde primers, extracties,
PCR, sequencing, lab-condities en bio-informatica. Hoofstuk 3 beschrijft de resultaten. Para-
graaf 3.1 gaat in op het in beeld brengen van soortsamenstelling en verhoudingen tussen
soorten. Paragraaf 3.2 gaat in op het benodigd aantal eDNA monsters voor een compleet beeld
van de aanwezige soorten. Paragraaf 3.3 beschrijft de ruimtelijke verdeling van monsterpun-
ten in grote meren (oeverzone versus open water). Paragraaf 3.4 beschrijft het effect van het
mengen van eDNA monsters op de soortsamenstelling en verhoudingen tussen soorten. Hoofd-
stuk 4 betreft de discussie aanbevelingen en conclusies. Paragraaf 4.1 gaat in op het middels
eDNA-metabarcoding in beeld brengen van visgemeenschapsvariabelen zoals soortsamenstel-
ling en verhoudingen tussen soorten. Paragraaf 4.2 bediscussieerd het benodigd aantal eDNA

monsters. Paragraaf 4.3 bediscussieerd de ruimtelijke monsterstrategie in grote wateren en
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paragraaf 4.4 gaat in op het mengen van eDNA monsters. Paragraaf 4.5 geeft een kort en bondig
overzicht van de belangrijkste conclusies uit het onderzoek van 2016. Hoofdstuk 5 beschrijft
ten slotte het hele onderzoekstraject waarbinnen deze studie valt, beschrijft de potentiele
kostenreductie bij het inzetten van eDNA voor KRW-monitoring en geeft een leidraad voor
mogelijk te nemen vervolgstappen. Tot slot wordt de gebruikte literatuur weergegeven in
hoofdstuk 6 en bevatten bijlage 1 en 2 achtergrondgegevens uit deze studie.

eDNA METABARCODING VISSEN | STOWA 2017-38
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H2 ONDERZOEKSOPZET

2.1 ONDERZOEKSLOCATIE
De onderzoekslocaties zijn in samenspraak met de bij het onderzoek betrokken waterschap-
pen geselecteerd. Hierbijj is er naar gestreefd om verschillende KRW-watertypen mee te nemen
waar in 2016 een KRW-visbemonsteringen uitgevoerd zou worden. Door op deze locaties een
eDNA bemonstering uit te voeren hoefde er voor de vergelijking geen extra visbemonsterin-

gen uitgevoerd te worden.

Op één locatie is in 2016 geen KRW uitgevoerd (Tielerwaarden), hier vergelijken we de uitkom-
sten van de eDNA monstername met de uitkomsten van de KRW-visbemonstering uit 2014. In
het Broekvelden-Vettenbroek stond oorspronkelijk een complete KRW-bemonstering gepland
voor 2016. Door omstandigheden is enkel met de zegen gevist (geen elektrovisserij en stort-
kuil), daardoor is er geen volledig beeld van de visstand verkregen voor de vergelijking.

Tabel 2.1 geeft een overzicht van het aantal onderzochte locaties per KRW-watertype. In figuur
2.1 zijn de monsterlocaties op kaart weergegeven. Er zijn zeven waterlichamen met stilstaand
water bemonsterd (M-typen) en twee met stromend water (R-typen). Onder de waterlichamen
met stilstaand water bevonden zich matig diepe meren (M20), een grote ondiepe laagveenplas
(M27), laagveen vaarten en kanalen (M10), een regionaal kanaal (M3) en sloten (M1a). De stro-
mende wateren varieerden van een klein bovenloopje (R5) tot een bredere langzaam stromen-
de rivier (R6 en R7).

TABEL 2.1 OVERZICHT BEMONSTERDE WATERLICHAMEN, KRW-WATERTYPE
Het aantal eDNA monstertrajecten met tussen haakjes het aantal mengmonsters (3 trajecten samen) en het aantal

KRW trajecten waarbij E staat voor Elektrovissen, Z staat voor Zegen en SK voor stortkuil.

WATERLICHAAM KRW- BESCHRIJVING AANTAL AANTAL KRW
WATERTYPE MONSTERS ~ TRAJECTEN
Regge R7+R6 Langzaam stromende rivier / riviertje op zand/klei 9 (3) 8E
Bijleveld M3 Gebufferde (regionale) kanalen 6 (2) 3E +2Z
Boven Slinge R5 Langzaam stromende midden-/benedenloop op zand 6 (2) 6E
Eilandspolder M10 Laagveen vaarten en kanalen 9 (3) 21E +10Z
Kralingse Plas M27 Matig grote ondiepe laagveenplassen 9 (4) 4E + 4SK + 22
Noorder IJplas M20 Matig grote diepe gebufferde meren 6 (3) 3E+4Z
Polderhoofdkanaal M10 Laagveen vaarten en kanalen 6 (2) 3E +3Z
Tielerwaarden Mia Zoete sloten (gebufferd) 6 (2) 6E
Vettenbroek M20 Matig grote diepe gebufferde meren 9 (3) 4E

@ FIG 2.1 LIGGING VAN DE ONDERZOEKSLOCATIES
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MONSTERNAME

KRW-visbemonsteringen

De KRW-visbemonsteringen zijn uitgevoerd door de adviesbureaus ATKB (bij zes waterschap-
pen), Bureau Waardenburg (bij Waterschap Rivierenland), Altenburg en Wymenga (bij Wetter-
skip Fryslan) en door het waterschap zelf (Waterschap Rijn en IJssel). De toegepaste methodie-
ken betroffen doorgaans electrisch vissen (met Deka, Brettschneider of aggregaat) of zegen en
in de helft van de gevallen een combinatie van beiden. Op de Kralingse Plas is daarnaast ook
gevist met een stortkuil. De KRW-visbemonsteringen zijn uitgevoerd volgens het Handboek
Hydrobiologie (STOWA, 2014). Door omstandigheden kon in 2016 in het Vettenbroek niet elek-
trisch en met stortkuil gevist worden, de visbestandschatting kon hier daardoor niet conform
het Handboek Hydrobiologie uitgevoerd worden. In tabel 2.1 is per waterlichaam weergegeven

hoeveel trajecten er bevist zijn en welke methoden zijn ingezet.

Visbestandschattingen

Voor de M-typen (stilstaande wateren) is gebruik gemaakt van de visbestandschattingen die op
basis van de KRW-visbemonsteringen zijn gemaakt door de uitvoerende adviesbureaus. Deze
visbestandschattingen geven per soort een schatting van het aantal kilo per hectare.

Voor de R-typen vormt een visbestandschatting in termen van biomassa geen onderdeel van
de huidige KRW maatlatten. Voor deze waterlichamen (Regge en Boven Slinge) is de gevangen
biomassa per soort berekend op basis van lengte-gewicht. Hierbij is niet gecorrigeerd voor
vangstinspanning en bevist oppervlak. Er is voor de vergelijking met de eDNA-uitkomsten
enkel gekeken naar de verhoudingen tussen soorten en niet naar absolute biomassa.

eDNA-metabarcoding bemonsteringen

De monsters zijn voorafgaand aan de KRW-visbemonstering verzameld (behalve in de Tieler-
waarden waar de KRW-visbemonstering al in 2014 is uitgevoerd en het Polderhoofdkanaal
waar de KRW-bemonstering in hetzelfde jaar maar voorafgaand aan de eDNA bemonstering
plaats vond). Op deze manier wordt uitgesloten dat de KRW-visbemonstering de eDNA resulta-
ten kunnen beinvloeden (bijvoorbeeld door het extra vrijkomen van DNA omdat vissen gevan-

gen worden).

In kleine wateren en stromende wateren zijn dezelfde trajecten (250 meter) bemonsterd als in
de KRW-bevissing. Dit geldt voor Bijleveld, Polderhoofdkanaal, Tielerwaarden, Regge en Boven
Slinge.

In de grotere waterlichamen zijn er trajecten van 750 meter bemonsterd met eDNA waarbij er
gekeken is naar een representatieve dekking over het hele waterlichaam. Hierbij zijn de loca-
ties van de KRW-trajecten zoveel mogelijk meegenomen als uitgangspunt. In enkele waterli-
chamen zijn niet alle KRW-trajecten opgenomen binnen de eDNA bemonsteringen en/of is er
ruimer bemonsterd dan enkel op de KRW-trajecten. Uitgangspunt was een optimale dekking

met de eDNA-bemonstering.

Mengmonsters

Naast de losse monsters zijn ook mengmonsters verzameld om te onderzoeken wat voor effect
het mengen heeft op de uitkomsten met betrekking tot de soortensamenstelling en de ver-
houdingen tussen soorten. Per drie eDNA trajecten is ook een apart eDNA-mengmonster ver-
zameld van deze drie trajecten samen. In de kleine wateren en stromende wateren beslaan
mengmonsters 750 meter (3 keer 250 meter), in de grote waterlichamen beslaan ze 2250 meter

(3 keer 750 meter). Daarnaast is in twee waterlichamen een compleet mengmonster van het
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hele waterlichaam verzameld. Dit ging om de Kralingse Plas (mengmonster van 4500 meter)
en Noorder [Jplas (mengmonster van 2700 meter).

Monstermethode

Alle monsters zijn verzameld met VigiDNA filters, speciaal ontwikkeld voor eDNA (poriegroot-

te 0,45um), waarmee water reeds in het veld gefiltreerd wordt. Er zijn twee verschillende

eDNA monstermethoden toegepast:

¢ Zak met filter: bij deze methode zijn schepjes water verspreid over het traject verzameld in
een plastic zak (2 liter). Vervolgens is het in de zak verzamelde water door het eDNA filter
gepompt.

* Pomp met filter: bij deze methode is middels een peristaltische pomp met een slang water
verspreid over het hele traject door het eDNA-filter gepompt. Hiermee kan een groter volu-
me gefiltreerd worden (tot 40 a 45 liter), athankelijk van de troebelheid van het water (bij

troebel water loopt het filter sneller vol).

In de (kleinere) stilstaande wateren Bijleveld, Polderhoofdkanaal en Tielerwaarden is de
methode met de zak en filter ingezet. Eerder onderzoek heeft uitgewezen dat met deze
methode in wateren kleiner dan 1 hectare goede resultaten behaald worden (o.a. Ficetola et
al., 2008, Herder et al., 2012, 2013d, 2016 en Thomsen et al., 2012b). Deze methode is minder
arbeidsintensief dan de methode met pomp en filter waardoor het kostenefficiénter is deze

toe te passen in kleinere wateren.

FIG 2.2

VOORBEELD MONSTERNAME LOSSE MONSTERS EN MENGMONSTERS EILANDSPOLDER.

De KRW-trajecten zijn weergegeven in blauw, groen en oranje. De rode cirkels (9x) zijn de gebieden waarbinnen de losse
eDNA monsters zijn verzameld waarbij telkens meerdere KRW-trajecten met één eDNA monster gedekt worden. De
zwarte cirkels (3x) zijn de eDNA mengmonsters, deze bestaan uit een mengmonster van de drie daarbinnen liggende

losse eDNA-monsters/trajecten (rode cirkels).
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In de stromende en in grotere wateren Regge, Boven Slinge, Vettenbroek, Kralingse Plas, Noor-
der IJplas en Eilandspolder, is bemonsterd met een peristaltische pomp en filter. De reden
hiervoor is dat in stromende wateren en in grotere meren met windwerking eDNA sneller
verdund wordt, mede door de veel grotere watervolumes, waardoor er naar verwachting min-
der eDNA op een locatie aanwezig is in vergelijking tot stilstaande wateren. Het filter met de
peristaltische pomp heeft in dergelijke wateren de voorkeur vanwege het grotere monstervo-
lume. Eerder onderzoek heeft uitgewezen dat deze methode in (grotere) stromende wateren

succesvol is (Valentini et al., 2016, Herder & Kranenbarg, 2016).

Monstername

In kleinere wateren zijn de monsters vanaf de oever verzameld, of wadend tegen de stroom in
(om besmetting met eDNA vanaf het waadpak uit te sluiten). In grotere wateren zijn de mon-
sters verzameld vanuit een varende boot waarbij voor de boot uit gemonsterd is om besmet-
ting vanaf de boot uit te sluiten. Bij het verzamelen van de eDNA monsters zijn alle voorzorgs-
maatregelen genomen om contaminatie van de monsters met eDNA van andere locaties te
voorkomen (Herder et al., 2014a). Zo is er op iedere locatie met nieuwe (disposable) DNA-vrije

materialen gewerkt.

Conservering en verzending

Direct na de monstername zijn de filters voorzien van een conserveringsbuffer. Deze buffer
stopt de verdere afbraak van eDNA. De filters zijn vervolgens op het RAVON kantoor in Nijme-
gen in de koelkast (bij ongeveer 7°C) geplaatst tot aan verzending. Alle monsters zijn binnen
een maand na monstername per 24 uurs koerier naar het laboratorium in Frankrijk ver-

stuurd.

ANALYSE eDNA MONSTERS

Gebruikte primers

In dit onderzoek zijn universele primers gebruikt die al het DNA van vissen vermeerderen. De
primers richten zich op een kort mitochondriaal DNA-fragment (kleiner dan 95 basenparen)
op het 12§ gen. Het voordeel van mitochondriaal DNA is dat in elke cel meerdere kopieén aan-
wezig zijn waardoor het in veel hogere concentraties aanwezig is dan nucleair DNA. De pri-
mers worden uitgebreid beschreven in Valentini et al. (2016). Belangrijke eigenschappen van

de primers zijn:

De primers richten zich op een kort eDNA fragment (Taberlet, 2012; Turner et al., 2014). Dit
is belangrijk omdat eDNA in het water snel afbreekt en fragmenten typisch korter zijn dan
100 a 150 basenparen (Deagle et al., 2006). Primers die zich op lange fragmenten richten heb-
ben dus een lagere trefkans.

De primers vermeerderen eDNA van alle vissoorten (en prikken die behoren tot een aparte
groep: de kaakloze vissen) maar daarnaast van weinig andere soorten. Ze zijn dus erg speci-
fiek voor vissen. Dit is belangrijk omdat als primers veel andere soorten zouden vermeerde-
ren, deze andere soorten dan de resultaten voor de vissen kunnen gaan overschaduwen

(maskeren).

Het door de primers vermeerderde fragment is zeer variabel waardoor de meeste vissoorten
op basis van dit fragment onderscheiden kunnen worden (bijna iedere vissoort heeft een
unieke DNA-sequentie op dit fragment (zie Herder & Kranenbarg 2016 voor overzicht). Dit
wordt ook wel een hoge ‘resolutie’ genoemd.

STOWA 2017-38 | eDNA METABARCODING VISSEN



* De primers binden op een conservatief stukje DNA dat nagenoeg gelijk is gebleven tussen de
verschillende vissoorten. Desalniettemin kan het zijn dat er bij bepaalde soorten enkele
baseparen gemuteerd zijn. Dit geeft zogenaamde mismatches, de primer kan dan nog steeds
binden maar iets minder goed wat kan leiden tot een verschil in vermeerdering tussen vis-
soorten. De gebruikte primers geven een laag percentage mismatches voor vissoorten in ver-
gelijking tot andere voor vissen voorgestelde universele primers (bv die in de artikelen van
Thomsen et al., 2012a en Kelly et al., 2014).

Extractie en PCR

Per monster is het DNA geéxtraheerd en zijn er vervolgens 12 afzonderlijke PCRs gedraaid met
de universele primers voor vissen (zie hierboven). Dit hoge aantal PCRs per monster is noodza-
kelijk voor detectie van zeldzame soorten (Ficetola et al., 2014). Hiermee is al het in de mon-
sters aanwezige DNA van vissen vermeerderd. In de analyse zijn ook een aantal negatieve con-
troles meegenomen (voor extractie en de PCR). Daarnaast wordt gecheckt of de PCR geslaagd
is en of het aantal verkregen sequenties in de orde van grootte ligt van het verwachte aantal
(DNA-opbrengst van de qPCR checken). Deze controles samen laten zien dat er geen besmet-
ting is geweest tijdens de analyse en dat de analyse goed verlopen is. SPYGEN beschikt over een
speciaal voor eDNA ingericht lab. Dit is noodzakelijk omdat bij het werken met dergelijk klei-

ne hoeveelheden DNA de kans op besmetting van de monsters groot is.

Sequencing en Bio-informatica

De PCR producten zijn samengevoegd en uitgelezen met behulp van een Next Generation
Sequencer. Dit is een apparaat dat van elk DNA fragment de sequentie bepaald. Het bij elkaar
voegen van de PCR producten van verschillende monsters is mogelijk doordat aan de gebruik
te primers per monster verschillende ‘tags’ zijn toegevoegd. Dit zijn korte stukjes DNA code.
Op die manier kan achteraf gezien worden welk fragment bij welk monster hoorde. Een ver-
meerderd fragment bestaat namelijk uit de primers met de tag en daarna de sequentie van de
doelsoort.

De ruwe databestanden zijn geanalyseerd op de computer met het open source software pak-
ket OBITOOLS (http://metabarcoding.org/obitools; Boyer et al., 2015). Allereerst zijn met het
programma ILLUMINAPAIREDEND ‘forward en reverse reads’ van hetzelfde DNA-molecuul
samengevoegd. Vervolgens zijn met het programma NGSFILTER de primers en tags geidentifi-
ceerd en zijn de sequenties toegewezen aan het juiste monster. Met het programma OBISPLIT
zijn de gegevens van één run vervolgens opgesplitst in bestanden per monster. In de volgende
stap zijn met het programma OBIUNIQ gelijke sequenties geclusterd. Hierna zijn met de pro-
gramma’s OBIGREP en OBICLEAN korte sequenties (kleiner dan 20 baseparen), sequencing
errors (via een drempelwaarde) en sequenties die minder dan 100 keer voorkwamen in slechts
een enkel monster verwijderd. Tot slot zijn per monster de gevonden DNA-codes met het pro-
gramma ECOTAG gematched aan een door RAVON en SPYGEN aangelegde databank. In deze
databank zitten DNA-sequenties van door RAVON en SPYGEN verzamelde (en ook gevalideer-
de) vissoorten (zie ook Herder et al., 2012). Sequenties die niet in de eigen referentiedatabank
gevonden konden worden zijn gematched in de online database Genbank. Alleen sequenties
die een 98% match vormden zijn meegenomen (Ficetola et al., 2010; Valentini et al., 2016). De
uiteindelijke output is een betrouwbaar databestand met daarin het aantal gevonden sequen-
ties (DNA-fragmenten) per soort per monster. Gemiddeld zijn er per monster na het toepassen

van de filters 400.000 sequenties overgebleven.
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H3

3.1
3.1.1

RESULTATEN

IN BEELD BRENGEN VISGEMEENSCHAPSVARIABELEN

Aantal aangetroffen soorten

Op waterlichaamniveau is er een vergelijking gemaakt tussen de met eDNA gedetecteerde
soorten en de in de KRW-bevissingen gevangen soorten. Figuur 3.1 geeft per waterlichaam een
overzicht van het totaal aantal gedetecteerde soorten (eDNA + KRW samen) en vervolgens het
aantal gedetecteerde soorten in de eDNA bemonstering en de KRW-bevissing apart. In alle
wateren, op de Eilandspolder na, zijn met eDNA meer soorten aangetoond dan in de KRW-

bevissing.

In zeven van de negen waterlichamen zijn middels de eDNA-bemonstering alle soorten aange-
toond die in de KRW-bevissing waren gevangen. In twee waterlichamen zijn er met eDNA soor-
ten gemist die wel in de KRW-bevissing zijn gevangen (tabel 3.1). Het gaat om vijf soorten in de
Eilandspolder (waar door het zeer troebele water slechts een kleiner volume water gefiltreerd
kon worden) en één soort in de Kralingse plas. Van twee soorten is wel eDNA aangetroffen in
het waterlichaam maar te weinig om als betrouwbare positieve waarneming mee te kunnen
nemen (na toepassing bio-informatische filters, zie onder paragraaf 2.3). De soorten die gemist
werden met eDNA kwamen in zeer lage dichtheden voor. De geschatte biomassa bedroeg
0,0001 kilo/ha (of minder). De geschatte aantallen per hectare lagen tussen de 0,0001 tot maxi-
maal 6 kilo/ha.

FIG 3.1

AANTAL GEDETECTEERDE SOORTEN PER WATERLICHAAM PER STRATEGIE
In totaal eDNA+KRW) en voor eDNA en de KRW-bevissing apart.

30

eDNA Losse monsters

®eDNA Mengmonsters

KRW - traditioneel

@ FIG 3.2

WATERLICHAAM EILANDSPOLDER

Een laagveen gebied met daarbinnen een netwerk van sloten en plassen met zeer troebel water.
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TABEL 3.1 SOORTEN DIE IN DE KRW-VISBEMONSTERING GEVANGEN ZIJN MAAR ZIJN GEMIST MET eDNA
Gegeven zijn de soort, het betreffende waterlichaam, de geschatte biomassa en aantallen per hectare vanuit de

KRW-visbemonstering en het totaal aantal bij de KRW-bevissing gevangen individuen in het waterlichaam.

SOORT WATERLICHAAM KILO/HA AANTAL/HA  GEVANGEN INDIVIDUEN
Alver Eilandspolder 0,0001 0,0001 1

Kleine modderkruiper Eilandspolder 0,0001 3 3

Pos Eilandspolder 0,0001 0,0001 1

Spiering Eilandspolder 0,0001 6 18

Tiendoornige stekelbaars* Eilandspolder 0,0001 0,0001 1

Driedoornige stekelbaars* Kralingse Plas 0,0001 0,0001 1

*van deze soort is wel eDNA aangetroffen in het waterlichaam maar te weinig om als betrouwbare positieve waarneming mee te

kunnen nemen (na toepassing bio-informatische filters).

Soorten enkel met eDNA aangetoond in een waterlichaam

Met eDNA zijn in alle negen waterlichamen één of meerdere soorten aangetoond die niet in
de KRW-bevissing zijn gevangen. In figuur 3.3 staat weergegeven hoe vaak een soort wel met
eDNA is aangetoond in een waterlichaam maar niet in de KRW-bevissing (het Vettenbroek is
hierbij buiten-beschouwing gelaten). De meeste van de gemiste soortenzijn in één of enkele
waterlichamen gemist met de KRW-bevissing. Enkele soorten zijn in een groot deel van de
waterlichamen gemist zoals tiendoornige stekelbaars (4 waterlichamen) en karper (6 waterli-
chamen).

Bijlage 1 geeft een detailoverzicht van soorten die wel met eDNA zijn aangetoond in een water-
lichaam maar niet in de KRW-bevissing zijn gevangen. In deze tabel is aangegeven hoe alge-
meen deze soorten waren in de eDNA monsters (aandeel in DNA-sequenties van de soort t.0.v.
het totaal aan DNA-sequenties in het waterlichaam). Daaruit blijkt dat soorten die enkel met
eDNA zijn aangetoond in een waterlichaam in zeer lage dichtheden voorkwamen: grofweg
1 procent of minder van het totaal aangetroffen aantal DNA-sequenties in het betreffende

waterlichaam.

FIG 3.3 AANTAL KEER PER SOORT GEMIST IN KRW-VISBEMONSTERING
Per soort het aantal waterlichamen waarin de soort wel met eDNA maar niet in de KRW-bevissing is aangetoond.

Het Vettenbroek is niet in de berekening meegenomen omdat hier geen volledige KRW-visbemonstering is uitgevoerd.
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3.1.2

Verhoudingen tussen aangetroffen soorten

De correlatie tussen verhoudingen in aandelen in eDNA per soort en aandelen in biomassa,
aantallen en in biomassa+aantallen is berekend middels lineaire regressie (tabel 3.2). Een der-
gelijke correlatie wordt uitgedrukt als R-kwadraat (R?, de verklaarde variantie). Dit is een
waarde tussen de -1 en +1 waarbij een hoge R? aangeeft dat er een grote correlatie is en een
lage R? (rond de nul) aangeeft dat er een lage correlatie is. Zo geeft een R*> boven de 0,8 bijvoor-
beeld aan dat er een zeer sterke correlatie is tussen de onderzochte variabelen: de waarde van
de 1evariabele (aandeel in eDNA) is voorspellend voor de waarde van de 2e variabele (aandeel

in biomassa, aantallen en biomassa+aantallen).

De correlatie tussen eDNA en de aantallen en dichtheden en een combinatie daarvan (bere-
kend als aandeel in biomassa + aandeel in aantallen gedeeld door twee) uit de KRW-visbemon-
stering is voor acht waterlichamen bepaald. Het Vettenbroek is niet meegenomen in de verge-
lijking omdat daar geen volledige KRW-visbemonstering is uitgevoerd. De beste correlaties
werden gevonden in de Kralingse Plas en het Polderhoofdkanaal (R? voor biomassa, aantallen
en biomassa+aantallen allen boven de 0,6). De slechtste correlaties werden gevonden in Bijle-
veld en in de Regge. Voor de Tielerwaarden is de correlatie buiten beschouwing gelaten. Dit
omdat de KRW-visbemonstering reeds in 2014 is uitgevoerd en de eDNA bemonstering pas in
2016. De correlatie was hier slecht (R* van 0,13 tot 0,19) door een zeer groot aandeel marmer-
grondel in het eDNA in 2016. Dit is een invasieve exoot die sterk in opkomst is. Het is aanne-
melijk dat de aantallen van deze soort in 2016 veel hoger lagen dan in 2014 (bijna niet gevan-
gen) en dat een correlatie daardoor niet op gaat.

Wanneer gekeken wordt naar de gemiddelde correlatie tussen eDNA en biomassa, eDNA en
aantallen en eDNA met een combinatie van biomassa en aantallen (= berekend als aandeel in
biomassa + aandeel in aantallen gedeeld door 2) blijkt de correlatie het hoogst te zijn tussen
aandeel in eDNA en de combinatie van biomassa en aantallen (R?* = 0,59). Daarnaast blijkt net
als uit het onderzoek uit 2015 (Herder en Kranenbarg, 2016) dat het aandeel in eDNA beter het

aandeel in aantallen verklaart (R*= 0,52) dan het aandeel in biomassa R* = 0,44) (zie tabel 3.2).

In de discussie wordt hier verder op ingegaan (zie paragraaf 4.1.2).

TABEL 3.2

CORRELATIE (R?) PER WATERLICHAAM TUSSEN HET AANDEEL EDNA SEQUENTIES PER SOORT EN HET
AANDEEL BIOMASSA, AANDEEL IN AANTALLEN EN AANDEEL IN AANTALLEN+BIOMASSA PER SOORT
Bij een R? van hoger dan 0,6 is er een hoge correlatie gevonden (groen), bij een R? van 0,3 tot 0,6 een matige correlatie

(wit) en bij een R? van minder dan 0,3 een lage correlatie (rood). Onderaan is de gemiddelde correlatie (R? ) gegeven.

R? BIOMASSA R? AANTAL R? AANTAL + BIOMASSA
Bijleveld 0,11 0,13 0,25
Eilandspolder 0,41 0,54 0,65
Kralingse Plas 0,68 0,92 0,87
Boven Slinge 0,59 0,82 0,84
Regge 0,04 0,31 0,20
Noorder IJplas 0,45 0,29 0,47
Polderhoofdkanaal 0,83 0,66 0,88
Gemiddeld 0,44 0,52 0,59
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3.2

BENODIGD AANTAL MONSTERS VOOR HET BEPALEN VAN DE SOORTSAMENSTELLING

In de negen waterlichamen zijn per waterlichaam 6 tot 9 individuele monsters en 2 tot 3
mengmonsters verzameld. In acht van deze waterlichamen is een volledige KRW-bevissing
uitgevoerd bestaande uit 5 tot 31 bemonsteringen met elektro, zegen en/of stortkuil (zie tabel
2.1). Zowel voor de eDNA bemonstering als de KRW-bevissing zijn zogenaamde accumulatie-
curves voor soortdetectie berekend. De curves in de figuren 6 t/m 9 laten zien in hoeverre het
nemen van extra monsters in een waterlichaam bijdraagt aan het detecteren van meer soor-

ten.

Per waterlichaam zijn de accumulatiecurves gegeven voor respectievelijk de losse eDNA mon-
sters (linker grafiek), de eDNA mengmonsters (grafiek midden) en de KRW-bemonsteringen
(rechter grafiek). De stippellijn in de grafieken geeft de lijn van 95% van de (met alle metho-

den samen) gedetecteerde soorten in een waterlichaam aan.

Hieronder zijn de acculumulatiecurves per watertype bij elkaar gezet: stromend water (figuur
3.4), plassen en meren (figuur 3.5), kleine lijnvormige stilstaande wateren (figuur 3.6) en een
poldersysteem met sloten en plassen (figuur 3.7).
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ACCUMULATIECURVES VOOR SOORTDETECTIE IN DE STROMENDE WATERLICHAMEN

Voor losse eDNA monsters (links), eDNA mengmonsters (midden) en de KRW-bevissing (rechts). De curves laat zien hoe-
veel nieuwe soorten een extra monster nog toevoegt. Wanneer de curve horizontaal loopt voegen meer monsters weinig
meer toe aan het aantal soorten. Zo lang de curve oploopt voegen extra monsters nog wel extra soorten toe. Het blauw

gearceerde gebied geeft de spreiding weer.
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FIG 3.5 ACCUMULATIECURVES VOOR SOORTDETECTIE IN DE MEREN EN PLASSEN
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Voor losse eDNA monsters (links), eDNA mengmonsters (midden) en de KRW-bevissing (rechts). De curves laat zien hoe-
veel nieuwe soorten een extra monster nog toevoegt. Wanneer de curve horizontaal loopt voegen meer monsters weinig
meer toe aan het aantal soorten. Zo lang de curve oploopt voegen extra monsters nog wel extra soorten toe. Het blauw

gearceerde gebied geeft de spreiding weer.
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FIG 3.6
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ACCUMULATIECURVES VOOR SOORTDETECTIE IN KLEINE STILSTAANDE
LIJNVORMIGE WATEREN

Voor losse eDNA monsters (links), eDNA mengmonsters (midden) en de KRW-bevissing (rechts). De curves laat zien hoe-

veel nieuwe soorten een extra monster nog toevoegt. Wanneer de curve horizontaal loopt voegen meer monsters weinig

meer toe aan het aantal soorten. Zo lang de curve oploopt voegen extra monsters nog wel extra soorten toe. Het blauw

gearceerde gebied geeft de spreiding weer.
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FIG 3.7 ACCUMULATIECURVES VOOR SOORTDETECTIE IN EEN POLDERSYSTEEM MET SLOTEN
EN PLASSEN
Voor losse eDNA monsters (links), eDNA mengmonsters (midden) en de KRW-bevissing (rechts). De curves laat zien hoe-
veel nieuwe soorten een extra monster nog toevoegt. Wanneer de curve horizontaal loopt voegen meer monsters weinig
meer toe aan het aantal soorten. Zo lang de curve oploopt voegen extra monsters nog wel extra soorten toe. Het blauw
gearceerde gebied geeft de spreiding weer.
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3.3

RUIMTELIJKE VERDELING VAN MONSTERS IN PLASSEN/MEREN

In het onderzoek zijn drie plassen opgenomen: Kralingse Plas, Vettenbroek en Noorder IJplas.
In deze wateren is onderscheid te maken tussen monsters in de oevers (2/3e van de monsters)
en monsters in open water (1/3e van de monsters). Gekeken is of er bij monsteren in het open
water andere soorten worden aangetoond dan bij monsteren in de oever. Daarnaast is gekeken
of er een verschil was tussen de oever en het open water in het gemiddelde aantal aangetrof-
fen soorten (figuur 3.8) en in de verhoudingen in DNA tussen soorten (figuur 3.9). In het open
water zijn geen soorten aangetroffen die niet ook in de oever waren gedetecteerd. In de oevers
zijn zes soorten gedetecteerd die niet in het open water werden gedetecteerd (rood gearceerd in
tabel 3.3). Deze soorten kwamen allen in (zeer) lage dichtheden voor: minder dan 0,5 procent
van de totale hoeveelheid eDNA in de oevers. In de oevers werden net iets meer soorten aange-
toond dan in het open water, respectievelijk 11,25 en 10,5 gemiddeld (geen significant ver-
schil, p=0,45). De verhoudingen tussen soorten in het open water en in de oeverzone kwamen
goed overeen voor de Kralingse Plas (R? = 0,91) en Noorder IJplas (R? = 0,97) en matig in het
Vettenbroek (R* = 0,49).

FIG 3.8

AANTAL GEDECTEERDE SOORTEN IN OEVER VERSUS OPEN WATER
Gemiddeld aantal gedetecteerde soorten in de oeverzone t.o.v. het open water

(gemiddelde van drie waterlichamen/plassen).

12
10—
g

Oever Open water

eDNA METABARCODING VISSEN | STOWA 2017-38

27



TABEL3.3 OVERZICHT VAN HET AANDEEL IN eDNA VAN SOORTEN IN DE OEVERZONE T.0.V. HET OPENWATER
Met rood gearceerd staan soorten die in een waterlichaam wel in de oeverzone maar niet in het openwater zijn
gedetecteerd. Geel gearceerd staan soorten waarbij het aandeel in eDNA in de oever een groot verschil had met het

aandeel in eDNA in het open water (een verschil in aandeel van 0,1 of meer).

KRALINGSE PLAS VETTENBROEK NOORDER IJPLAS
OEVER OPEN WATER OEVER OPEN WATER OEVER OPEN WATER
Baars 0,45 0,67 0,27 0,34 0,20 0,23
Blankvoorn 0,06 0,02 0,09 0,23 0,15 0,16
Brasem 0,13 0,08 0,05 0,12 0,28 0,30
Driedoornige stekelbaars <0,01 <0,01
Karper <0,01 <0,01 _ 0,01 <0,01
Kleine modderkruiper _
Kolblei 0,03 0,04
Marmergrondel 0,12 0,03
Paling <0,01 <0,01 _ <0,01 <0,01
Pos 0,06 0,03 0,24 0,22 <0,01 0,01
Rivierdonderpad 0,26 0,02
Roofblei
Ruisvoorn <0,01 0,02 0,06 0,02
Snoek 0,07 0,11 0,09 0,07 0,07 0,06
Snoekbaars <0,01 <0,01 <0,01 0,01 0,02 0,02
Winde of Serpeling <0,01 <0,01
Zeelt 0,02 0,01 _ 0,03 <0,01
Zwartbekgrondel 0,08 0,02 0,15 0,15
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FIG 3.9 VERHOUDING DNA TUSSEN SOORTEN IN HET OPEN WATER EN DE IN DE OEVER
De overeenkomst is berekend via een lineaire regressie tussen het aandeel per soort. De overeenkomst was groot in de

Kralingse plas (R? = 0,91) en Noorder IJplas (R? = 0,97) en matig in het Vettenbroek (R? = 0,49).
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3.4

3.4.1

HET MENGEN VAN WATERMONSTERS VAN MEERDERE TRAJECTEN

In de onderzoeksopzet zijn telkens op 3 trajecten losse eDNA monsters verzameld en daar-
naast een mengmonster van deze 3 trajecten samen. Vergeleken is in hoeverre deze meng-
monsters hetzelfde aantal soorten detecteren en de zelfde verhouding tussen soorten weerge-

ven als de 3 losse monsters.

Effect van mengen op soortensamenstelling
Gemiddeld werden er in de 3 losse monsters samen één soort meer aangetoond dan in de

mengmonsters, respectievelijk 16,32 om 15,36 soorten gemiddeld (figuur 3.10).

FIG 3.10

DRIE LOSSE MONSTERS VERSUS MENGMONSTERS
Gemiddeld aantal aangetoonde soorten in de 3 losse monsters en de mengmonsters van deze losse monsters.

Het verschil was significant (p<0,002, gepaarde t-toets).
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Vervolgens is gekeken welke soorten ‘gemist’ werden in de mengmonsters en hoe algemeen
deze soorten waren qua aandeel in eDNA-sequenties. Tabel 3.4 geeft een overzicht van de com-
binaties waarbij een soort wel is aangetoond in de 3 losse monsters maar niet in het meng-
monster van de zelfde 3 trajecten. Vooral kleinere soorten worden relatief vaak gemist. Het
gaat hierbij om soorten als driedoornige- en tiendoornige stekelbaars, bittervoorn en kleine
modderkruiper. Wanneer gekeken wordt naar het aantal eDNA sequenties blijkt dat de gemis-

te soorten een zeer laag aandeel hadden in de losse monsters (< 1% van de DNA-sequenties).

STOWA 2017-38 | eDNA METABARCODING VISSEN



TABEL 3.4 SOORTEN GEMIST IN MENGMONSTERS

Gegeven zijn combinaties waarbij een soort gemist is in een mengmonster wanneer deze wel is aangetoond in de losse

monsters op dezelfde trajecten die in het mengmonster zijn gemengd. Gegeven zijn het waterlichaam, de soort die

gemist is in de mengmonsters en het percentage eDNA sequenties van de ‘gemiste soort’ in de losse monsters. In water-

lichamen die niet in de tabel staan zijn geen soorten gemist in de mengmonsters.

WATERLICHAAM

SOORT GEMIST IN MENGMONSTERS

% eDNA-SEQUENTIES
IN LOSSE MONSTERS

Boven Slinge
Boven Slinge
Eilandspolder
Eilandspolder
Eilandspolder
Eilandspolder
Eilandspolder
Kralingse plas
Kralingse plas
Kralingse plas
Kralingse plas
Noorder IJplas
Polderhoofdkanaal
Polderhoofdkanaal
Polderhoofdkanaal
Regge

Regge

Regge
Tielerwaarden
Tielerwaarden
Tielerwaarden
Vettenbroek
Vettenbroek
Vettenbroek
Vettenbroek
Vettenbroek
Vettenbroek
Vettenbroek
Vettenbroek

Gras- Grootkop- of Zilverkarper
Vetje

Bittervoorn

Bittervoorn

Driedoornige stekelbaars
Paling

Winde of Serpeling
Kleine modderkruiper
Roofblei

Winde of Serpeling
Roofblei

Pos

Grote modderkruiper
Kleine modderkruiper
Paling

Gras- Grootkop- of Zilverkarper
Tiendoornige stekelbaars
Tiendoornige stekelbaars
Kroeskarper of Giebel
Tiendoornige stekelbaars
Zwartbekgrondel
Driedoornige stekelbaars
Driedoornige stekelbaars
Karper

Karper

Paling

Ruisvoorn

Snoekbaars

Snoekbaars

0,02%
0,01%
0,26%
0,62%
0,35%
0,14%
0,73%
0,09%
0,09%
0,16%
0,03%
0,51%
0,08%
0,07%
0,01%
0,02%
0,01%
0,01%
0,04%
0,03%
0,04%
0,01%
0,06%
0,01%
0,03%
0,31%
0,08%
0,23%
0,24%
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3.4.2 Vergelijking bemonsteringstrategieén voor bepalen soortsamenstelling
Figuur 3.11 geeft een vergelijking van de verschillende bemonsteringstrategieén qua aantal
gedetecteerde soorten per waterlichaam. De drie vergeleken strategieén zijn:
eDNA Losse monsters = 6 tot 9 losse eDNA monsters per waterlichaam (zie tabel 2.1)
eDNA Mengmonsters = 2 tot 3 mengmonsters per waterlichaam (zie tabel 2.1)
KRW = bevissing volgens handboek hydrobiologie: 4 tot ~31 trajecten/bevissingen per waterli-
chaam (zie tabel 2.1).
FIG 3.11  AANTAL SOORTEN PER WATERLICHAAM PER STRATEGIE
Aantal gedetecteerde soorten per monsterstrategie: bij eDNA losse monsters zijn 6 tot 9 trajecten met eDNA bemon-
sterd, bij eDNA mengmonsters zijn van diezelfde trajecten 2 of 3 mengmonsters verzameld (3 trajecten in 1 monster) en
de KRW is uitgevoerd volgens het handboek hydrobiologie van de STOWA.
30
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Ook is gekeken naar het gemiddelde aantal gedetecteerde soorten per strategie. Hiervoor is
het Vettenbroek buiten beschouwing gelaten omdat daar geen volledige KRW-visbemonste-
ring is uitgevoerd. Gemiddeld werden er dan in de overige 8 waterlichamen met de eDNA los-
se monsters 18,88 soorten aangetroffen, met de eDNA mengmonsters 18,25 soorten en in de
KRW- visbemonsteringen 15,37 soorten (zie figuur 3.12).
FIG 3.12 GEMIDDELD AANTAL SOORTEN PER WATERLICHAAM PER STRATEGIE
Aantal gedetecteerde soorten per waterlichaam per monsterstrategie, de gevonden verschillen waren niet significant
(paarsgewijs via t-test (p=0,81, p=0,14 en p=0,21).
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3.4.3

Effect mengen op verhoudingen tussen soorten
Mengmonsters per drie trajecten

Naast de soortdetectie is gekeken in hoeverre de mengmonsters (telkens 3 trajecten in 1 mon-

ster) per waterlichaam gezamenlijk dezelfde verhoudingen tussen DNA van soorten geven als

de losse monsters (semi-kwantitatieve gegevens). Hiervoor zijn de percentages DNA-sequenties

per soort uit de mengmonsters (2 of 3 per waterlichaam) uitgezet tegen de percentages in de

losse monsters samen (6 tot 9 per waterlichaam). Zie figuur 3.13.

FIG

3.13

EFFECT MENGMONSTERS OP VERHOUDINGEN TUSSEN SOORTEN

Elke stip geeft een soort weer waarbij op de x-as het percentages van DNA-sequenties (t.0.v. totaal) in de losse monsters

per waterlichaam is uitgezet tegen het percentage van DNA-sequenties (t.0.v. totaal) voor de soort in de mengmonsters

per waterlichaam (y-as).
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Mengmonsters compleet waterlichaam

In twee waterlichamen is er naast de mengmonsters per drie trajecten ook nog één mengmon-

ster verzameld van het hele waterlichaam om te kijken of dit voldoende zou zijn voor een

compleet beeld. Dit is gedaan in de Kralingse Plas en Noorder IJplas. In beide waterlichamen

werd met het totale mengmonster 1 soort gemist t.o.v. de 9 individuele eDNA monsters. In de

Kralingse Plas ging het om de roofblei die een aandeel van 0,57% had in het eDNA uit de losse

monsters. In de Noorder IJplas ging het om de pos die een aandeel van 0,51% had in het eDNA

uit de losse monsters.
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De verhoudingen tussen DNA van soorten in de mengmonsters van complete waterlichamen
is ook vergeleken met die in de losse monsters samen (zie figuur 3.15). Hiervoor zijn de percen-
tages DNA-sequenties per soort uit het mengmonsters (één enkel mengmonster per waterli-
chaam) uitgezet tegen de percentages in de losse monsters samen (9 per waterlichaam).

FIG 3.15

KRALINGSE PLAS-LOS VERSUS MENGMONSTER GEHEEL

MENGMONSTERS COMPLEET WATERLICHAAM
Elke stip geeft een soort weer waarbij op de x-as het percentages van DNA-sequenties (t.0.v. totaal) in de losse monsters
per waterlichaam is uitgezet tegen het percentage van DNA-sequenties (t.0.v. totaal) voor de soort in het mengmonsters

per waterlichaam (y-as).
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FIG 3.16 OVERZICHTSFOTO KRALINGSE PLAS
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H4 DISCUSSIE, AANBEVELINGEN & CONCLUSIES

4.1
4.1.1

IN BEELD BRENGEN VISGEMEENSCHAPSVARIABELEN

Aantal gedetecteerde soorten in de visgemeenschap

eDNA

In het onderzoek uit 2015 (Herder & Kranenbarg 2016) kwam naar voren dat gemiddeld per
bemonsterd traject 1,6x keer meer soorten werden aangetoond met eDNA dan in de gelijktij-
dig uitgevoerde KRW-visbemonsteringen. In dit onderzoek is gekeken naar het aantonen van
soorten op waterlichaamniveau middels eDNA-metabarcoding in relatie tot de complete
KRW-visbemonstering volgens het STOWA handboek hydrobiologie.

In het Vettenbroek is geen volledige KRW-visbemonstering uitgevoerd (er is enkel met zegen
gevist en niet elektrisch en met de stortkuil). Dit waterlichaam laten we daarom buiten
beschouwing voor de vergelijking.

De resultaten laten zien dat er ook op waterlichaamniveau gemiddeld meer soorten worden
gedetecteerd met eDNA (18,88 met losse monsters en 18,25 met mengmonsters) dan in de vol-
ledige KRW-visbemonstering (15,37). De verschillen waren niet significant (door de grote
spreiding in aantallen soorten per waterlichaam). Dit gold voor alle waterlichamen op de
Eilandspolder na. In dat waterlichaam werden er meer soorten gevangen in de KRW-visbe-
monstering (20) dan met eDNA werden gedetecteerd (16). Met eDNA werden hier alver, kleine
modderkruiper, pos, spiering en tiendoornige stekelbaars gemist. Deze soorten kwamen in
zeer lage dichtheden voor. Hierbij speelt dat het water in de Eilandspolder zo troebel was dat
de gebruikte filters snel volliepen waardoor een minder groot volume bemonsterd kon wor-
den in vergelijking tot de andere onderzochte waterlichamen. Daarnaast zijn in de Eilands-
polder een zeer groot aantal KRW-bemonsteringen uitgevoerd met zegen of elektrovissen (31)

wat de kans op het detecteren van zeldzame soorten vergroot.

Los van de Eilandspolder werd alleen in de Kralingse Plas een soort gemist met eDNA (drie-
doornige stekelbaars). Net als bij de tiendoornige stekelbaars (gemist in de Eilandspolder) is
van deze soort wel een zeer lage eDNA concentratie aangetroffen in één van de eDNA mon-
sters. Deze detecties zijn eruit gefilterd door de bio-informatische filters die bedoeld zijn om
te voorkomen dat er valse positieven waarnemingen worden gedaan door PCR of sequencing
fouten. We hebben ervoor gekozen deze soorten niet alsnog toe te voegen aan de soortenlijst
van deze wateren op basis van het gegeven dat ze er wel voorkomen. Dit omdat het, het uit-
gangspunt is dat de bio-informatische filters een harde drempel zijn voor het al dan niet opne-
men van soorten. Op deze manier wordt voorkomen dat soorten onterecht worden toegewe-

zen aan een water.

Geconcludeerd mag worden dat met de gehanteerde eDNA-metabarcoding methode enkel
soorten die ter plaatse in zeer lage dichtheden voorkomen gemist worden een de algemener

voorkomende soorten altijd gedetecteerd worden.
KRW-bevissing

In alle onderzochte waterlichamen zijn één of meerdere soorten met eDNA aangetoond die

niet zijn gevangen in de KRW-visbemonstering. In de meeste gevallen gaat het om soorten die
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een laag aandeel in het eDNA hadden (<1%). Alleen karper, tiendoornige stekelbaars, graskar-
per spec. en roofblei werden relatief vaak gemist (figuur 3.3). Dit komt overeen met het onder-
zoek uit 2015 op trajectniveau waarin deze soorten ook vaak gemist werden (Herder & Kranen-
barg, 2016). Een mogelijke verklaring voor het relatief vaak missen van karper en graskarper
op waterlichaamniveau ligt in het feit dat dit veelal grote volwassen vissen betreft die regel-
matig voorkomen in lagere dichtheden en die goed kunnen vluchten (zeker in helder water).
Ook volwassen roofblei is alert en lastiger te vangen. De tiendoornige stekelbaars is een kleine

soort die met elektrovissen nauwelijks wordt aangetroffen.

Aandeel van vissoorten in de visgemeenschap

In paragraaf 3.1.2 zijn de resultaten besproken van een lineaire regressie analyse waarbij per
waterlichaam de correlatie bepaald is van het aandeel in eDNA sequenties van een soort met
het aandeel in de biomassa, aantallen en een combinatie van aantallen en biomassa binnen

de KRW-visbemonstering.

De gemiddelde correlatie tussen eDNA en aantallen (R? = 0,52) blijkt hoger dan die tussen
eDNA en biomassa (R* = 0,44) op waterlichaamsniveau. Dit werd op trajectniveau ook gevon-
den tijdens het onderzoek van 2015 (Herder en Kranenbarg, 2016) (eDNA versus aantallen was
toen R*= 0,44 en eDNA versus biomassa R? = 0,26).

Het aandeel eDNA sequenties is echter niet één op één te relateren aan aantallen of biomassa.
Kleinere vissen hebben relatief meer lichaamsoppervlak en laten daardoor per kg biomassa
meer eDNA achter dan grote vissen. Er is daarom ook gekeken naar de combinatie van het
aandeel biomassa en het aandeel aantallen in vergelijking tot het aandeel eDNA. Dit is gedaan
door het aandeel biomassa en het aandeel aantallen op te tellen en door twee te delen. De cor-
relatie tussen het aandeel eDNA en de combinatie van het aandeel biomassa en aandeel aan-
tallen bleek nog hoger (R? = 0,59).

Daarnaast is een belangrijke kanttekening bij deze vergelijking dat de bestandsschattingen
vanuit de KRW-bevissingen ook onderhevig zijn aan de beperkte vangstefficiéntie van de toe-
gepaste vistuigen en toevalsprocessen door een beperkte steekproef. De eDNA uitkomsten
worden hier dus vergeleken met de beste gegevens die voorhanden zijn maar niet met de exac-
te werkelijkheid. Verschillen in verhoudingen tussen soorten in de eDNA-bemonsteringen en
in de KRW-bevissingen kunnen daardoor veroorzaakt worden door afwijkingen in beide
methoden.

Wanneer naar individuele waterlichamen wordt gekeken valt op dat in enkele waterlichamen
de correlatie tussen eDNA, biomassa en aantallen hoog was en in andere wateren matig of
laag (zie tabel 3.2). Zo waren de correlaties in de Kralingse Plas, het Polderhoofdkanaal en de
Boven Slinge hoog. In een aantal waterlichamen was er een matige of lage correlatie. Veelal
werd dit veroorzaakt door een enkele ‘outlier’ die de correlatie scheef trok. Alle outliers zijn
op basis van ecologische kennis over de soort en de ingezette methoden bij de KRW-bevissing
te verklaren (zie bijlage 2). Zo komt het in veel gevallen voor dat de biomassa van een soort in de
KRW-bevissing erg hoog wordt geschat op basis van slechts enkele grote individuen in de
vangst, bijvoorbeeld bij snoek en karper. Omgekeerd is in een aantal gevallen het aandeel in
biomassa van kleine soorten zoals bittervoorn en vetje vaak laag ingeschat in de KRW-bevis-

sing terwijl het aandeel in eDNA groter is.
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Onverwachte soorten met eDNA-metabarcoding

PCR en sequentiefouten worden middels bio-informatische tools eruit gefilterd uit de ruwe
data die verkregen is vanuit de sequencing. Hierdoor wordt een betrouwbaar databestand ver-
kregen met positieve detecties per soort waarvan met zeer grote zekerheid gesteld kan wor-
den dat er eDNA van de soort in de monsters aanwezig was.

Op deze dataset is vervolgens een grondige validatie uitgevoerd op basis van de volgende punten:
* Vangsten in de KRW-bevissing (in het zelfde waterlichaam).
* Verspreiding op basis van de Nationale Databank Flora en Fauna.

e Habitateisen van de soorten.

Van de 1304 soort detecties met eDNA verdeeld over de 9 waterlichamen werden slechts drie

onverwachte en/of opvallende detecties gedaan:

In het Vettenbroek werd eDNA van haring aangetroffen in 3 losse eDNA monsters. Zoals
reeds beschreven in Herder & Kranenbarg (2016) zou de mogelijke bron kunnen liggen in

sporen van menselijke consumptie van haring of het gebruik als aasvis voor sportvisserij.

In de Boven Slinge werd eDNA van het geslacht Clarius (kieuwzakmeervallen) aangetroffen
in een los monster en in het mengmonster (van het zelfde traject). Tot dit geslacht behoort
de Afrikaanse meerval (Clarius gariepinus), een uitheemse soort die in Nederland op meerde-
re plaatsen gekweekt wordt en in het recente verleden in verschillende wateren terecht is

gekomen (bron: Sportvisserij Nederland).

In het Vettenbroek werd in één mengmonster eDNA van spiering aangetroffen. Er zijn histo-
rische waarnemingen van spiering bekend uit deze plas (1975 en 1989) maar de soort is
recent niet meer waargenomen. Het is niet onmogelijk dat de soort nog steeds aanwezig is
maar aannemelijker lijkt het dat het DNA afkomstig is van aasvissen (dode spiering wordt

veel gebruikt bij het snoekbaarsvissen).

Deze detecties van onverwachte soorten in deze studie zijn niet te relateren aan potentiele
contaminatie maar betreffen detecties van eDNA dat werkelijk aanwezig was in de monsters.
De resultaten laten zien dat de in dit onderzoek toegepaste methode betrouwbare resultaten
oplevert. Dan gaat het om de hele workflow van monstername, analyse, speciaal voor eDNA
ingerichte lab faciliteiten en de bio-informatische filters die PCR en sequentie-fouten verwij-

deren.

BENODIGD AANTAL MONSTERS

Met accumulatiecurves is het mogelijk een inschatting te maken hoeveel monsters er verza-
meld dienen te worden voor een compleet beeld van een waterlichaam qua soortensamenstel-
ling. Dit is uiteraard afhankelijk van de grootte van het waterlichaam en het type waterli-

chaam, bijvoorbeeld stromend water, stilstaand water, diep of ondiep.

In paragraaf 3.2 zijn de accumulatie curves gegeven voor de verschillende onderzochte water-
typen (stromend water, plassen en meren, lijnvormig stilstaand water en een poldersysteem
met sloten). De accumulatiecurves zijn bepaald voor de drie bemonsteringstrategieén: losse
eDNA monsters (linker grafiek), eDNA mengmonsters (grafiek midden) en de KRW-bevissing

(rechter grafiek).

In de grafieken is ervoor gekozen een stippellijn te plaatsen ter hoogte van 95% van het totaal
aantal aangetroffen soorten (eDNA + KRW) in het waterlichaam. De huidige KRW-protocollen
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zijn niet ingericht op een compleet beeld van de soortensamenstelling maar zo ontworpen
dat algemenere soorten goed in kaart worden gebracht. De 95% grens is hier dan ook arbitrair
en het is de vraag of deze moet worden nagestreefd. Door de zeer hoge trefkans met eDNA
hebben we deze wel als uitgangspunt genomen. Daarnaast zal er bij de keuze voor het totaal
aantal monsters rekening moeten worden gehouden met de grootte van het waterlichaam en
de habitatdiversiteit binnen het waterlichaam. Hierbij kan het huidige KRW-trajecten een
indicatie geven (als dit er heel veel zijn dan is het aan te raden ook meer eDNA mengmonsters
te verzamelen. Hieronder wordt het aantal benodigde eDNA mengmonsters voor de in deze

studie onderzochte waterlichamen (en vergelijkbare waterlichamen) gegeven.

In de stromende wateren (Regge en Boven Slinge) blijkt een viertal losse eDNA monsters nodig
voor de detectie van 95% van de soorten. In de Regge vlakt de curve daarna sterk af wat aan-
geeft dat er niet veel nieuwe soorten te verwachten zijn bij het nemen van extra monsters. In
de Boven Slinge loopt de curve nog steeds op wat aangeeft dat meer monsters waarschijnlijk
tot een nog hoger aantal soorten leidt. Dit zal mede veroorzaakt zijn door de diversiteit in
monsterpunten in de Boven Slinge: van relatief snel stromend bovenstrooms deel tot een

meer stagnant benedenstrooms deel met andere vissoorten.

De mengmonsters, slechts 2 in de Boven Slinge en 3 in de Regge komen net niet aan de 95%
grens. De KRW-visbemonstering blijft steken op ongeveer 80% van de soorten. De curves lopen
in beide grafieken nog op wat aangeeft dat meer KRW-bemonsteringen naar verwachting tot
meer soorten zal leiden.

In de meren en plassen valt op dat bij de ondiepe plassen (Kralingse Plas en Noorder IJplas) de
curves bij de losse eDNA monsters al vrij snel, na 2 a 3 monsters, (vrijwel) horizontaal gaan
lopen. Dit laat zien dat meer monsters nemen weinig nieuwe soorten toevoegt. Bij de meng-
monsters is dit na 2 monsters al het geval. Voor de diepe plas Vettenbroek blijft de curve veel
langer steil oplopen, zowel bij de losse eDNA monsters als bij de mengmonsters (nieuwe mon-
sters voegen nieuwe soorten toe). Daarnaast is ook de spreiding (blauw gearceerde deel) groter

wat komt door meer variatie in soortsamenstelling tussen de monsters.

In de kleine stilstaande lijnvormige wateren lijken grofweg 3 losse eDNA monsters of 2 eDNA
mengmonsters genoeg om 95% van de soorten te detecteren. Opvallend is dat de curves bij de
KRW-bevissing bij het Polderhoofdkanaal en Bijleveld nog steeds oplopen (meer bemonsterin-
gen geven naar verwachting meer soorten) terwijl deze bij de Tielerwaarden reeds horizon-
taal loopt (de verwachting is dan dat meer bemonsteringen niet veel meer soorten opleveren).
Dit terwijl het aantal gevangen soorten nog ver onder de 95% blijft.

Het poldersysteem met sloten en plassen (Eilandspolder) is het enige waterlichaam waar met de
eDNA bemonsteringen niet aan de 95% van de aangetroffen soorten wordt gekomen. De accu-
mulatiecurves met eDNA vlakken bij zowel de losse monsters als bij de mengmonsters sterk af
na 3 monsters. De curve van de KRW-bevissing blijft oplopen, zelfs na 30 bemonsteringen. Dit
laat zien dat er tussen de individuele bemonsteringen voor de KRW flinke verschillen zaten

qua soorten. De 95% grens wordt bij de KRW ook pas gehaald na 17 a 18 bemonsteringen.
Over het geheel gezien blijken 3 a 4 losse eDNA monsters of 2 a 3 eDNA mengmonsters vol-

doende voor het detecteren van 95% van de soorten. Een waarde die middels de huidige KRW-
bevissingen zelden wordt gehaald. Wanneer enkel gekeken wordt naar een globaal beeld van
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de aanwezige soorten (algemeenste soorten) kan met een zeer beperkte eDNA-bemonstering
reeds volstaan worden. Wanneer het doel is ook goed inzicht te krijgen in de soorten die in
hele lage dichtheden voorkomen en de onderlinge verhoudingen tussen soorten is een groter
aantal eDNA-mengmonsters aan te raden.

RUIMTELIJKE VERDELING VAN MONSTERS IN GROTE WATEREN

Voor het verkrijgen van een goed beeld van een waterlichaam is inzicht nodig in de versprei-
ding van eDNA over een waterlichaam. Is een bemonstering in de oever afdoende, of moeten
er ook monsters in open water worden verzameld voor een compleet beeld? Binnen dit onder-
zoek zijn drie plassen/meren opgenomen waarbij dit onderzocht is. Er zijn in deze waterlicha-
men zowel monsters in de oeverzone als in het open water verzameld. In de onderzochte stro-
mende wateren en kleinere wateren is door hun geringe breedte niet echt sprake van ‘open

water’ of grote verschillen in diepte.

Bij onderzoek uit Engeland in drie hele grote diepe meren (Windermere, Bassenthwaite Lake
en Derwent Water) werden er meer soorten in de oeverzone aangetroffen dan in het open
water (Hénfling et al., 2016). In enkele van deze meren troffen ze echter ook sommige soorten
enkel in open water aan (Atlantische zalm, beekridder, paling en elrits). De schaal van deze
meren is echter niet te vergelijken met de hier onderzochte meren. Daarnaast speelt ook stra-
tificatie van waterlagen een rol in deze meren. In de zomer mengt het water niet of nauwe-
lijks. Daarom kiezen ze daar voor bemonstering in de winter wanneer er geen stratificatie is
en water goed mengt (pers. med. Bernd Hianfling).

Uit het in Nederland uitgevoerde onderzoek (Kralingse Plas, Noorder IJplas en het Vetten-
broek) komt eveneens naar voren dat er in de oevers iets meer soorten worden aangetoond
(11,25 gemiddeld) dan in het open water (10,5 gemiddeld). Hierbij dient de kanttekening
geplaatst te worden dat er twee keer zoveel monsters in de oeverzone zijn verzameld dan in
het open water. In tegenstelling tot Engeland zijn hier geen soorten gemist in de oeverzone
die wel werden aangetoond in het open water. Omgekeerd werden in het open water wel enke-
le soorten gemist die wel in de oeverzone werden gedetecteerd. Het ging daarbij om soorten
die typisch zijn voor de oeverzone waar het water ondieper is en er meer vegetatie of andere
vormen van structuur aanwezig zijn: kleine modderkruiper, ruisvoorn en zeelt. Ook werden
paling, karper en roofblei gemist in het open water terwijl ze wel werden aangetoond in de
oeverzone. Wanneer gekeken wordt naar het aandeel in eDNA van deze soorten in de mon-
sters in de oeverzone bleek dat dit heel laag was (minder dan 0,25%!). Het gaat dus om soorten
die in zeer lage dichtheden voorkomen in de oeverzone of hier mogelijk af en toe foerageren.

Voorkeurshabitat

Naast soortdetectie is er ook gekeken naar de verhoudingen tussen soorten. Zo zou het bij-
voorbeeld kunnen dat soorten afthankelijk van hun voorkeurshabitat meer of minder in de
oeverzone voorkomen t.o.v. het open water. Wanneer naar de globale verhouding van eDNA-
sequenties tussen soorten gekeken wordt blijkt deze goed overeen te komen in de Kralingse
Plas (R* = 0,91) en Noorder IJplas (R* = 0,97) en matig in het Vettenbroek (R* = 0,49). Wanneer
ingezoomd wordt op de soorten zelf vallen verschillen op. Zo wordt er relatief meer eDNA van
de rivierdonderpad, marmergrondel en zwartbekgrondel gevonden in de oeverzone in verge-
lijking met het open water. Dit komt overeen het voorkeurshabitat (stortsteen in de oeverzo-
ne) van deze soorten. In het Vettenbroek en de Noorder IJplas werd relatief meer eDNA van

karper, zeelt en ruisvoorn aangetroffen in de oeverzones. In de Kralingse Plas werd juist rela-
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tief meer eDNA van karper en ruisvoorn in het open water aangetroffen. De Kralingse Plas
betreft echter een zeer ondiepe plas waar het ook in het open water relatief ondiep is met een
goede onderwatervegetatie. In het Vettenbroek (een diepere plas) werd in het open water rela-
tief meer eDNA van generalisten aangetroffen als baars, brasem, blankvoorn en snoekbaars.

Wanneer de onderzoeksvraag zich richt op voorkomende soorten volstaat een oeverbemonste-
ring in plassen en meren van vergelijkbare grootte als de Kralingse Plas. Wanneer er ook semi-
kwantitatieve uitspraken gedaan moeten worden, wat wenselijk is in het kader van de KRW,

dan verdient het de aanbeveling om aparte traject(en) mee te nemen voor het open water.

EFFECT VAN MENGMONSTERS

Een belangrijke onderzoeksvraag van dit onderzoek was wat het effect is op de uitkomsten
qua soorten en verhoudingen tussen soorten van het in het mengen van meerdere eDNA mon-
sterlocaties tot een enkel eDNA (meng)monster. Dit is onderzocht door in alle waterlichamen
per 3 losse eDNA monsters/trajecten ook een mengmonster van deze 3 trajecten te verzame-
len. Er is vervolgens een vergelijking gemaakt tussen de resultaten verkregen uit de losse mon-
sters (6 of 9 per waterlichaam) en de resultaten van de mengmonsters (2 of 3 per waterli-
chaam). Daarnaast is er in twee waterlichamen een compleet mengmonster van het hele
waterlichaam verzameld.

Mengmonsters van drie trajecten

Met de losse monsters samen werden gemiddeld ongeveer 6% meer soorten aangetoond per
waterlichaam dan met de mengmonsters samen (gemiddeld 16,32 om 15,36 soorten, zie figuur
3.10). De soorten die gemist werden in de mengmonsters t.o.v. de losse monsters bleken zonder
uitzondering een zeer laag aandeel eDNA te hebben in de oevermonsters (vaak veel minder
dan 1 procent van het totaal). Geconcludeerd kan worden dat de mengmonsters zeer beperkt
inleveren op soortdetectie (6% minder soorten). Daar komt bij dat ook de mengmonsters nog
steeds ruim meer soorten (19%) detecteren t.ov. de volledige KRW-bevissing (zie figuur 3.11 en
3.12).

Wanneer gekeken wordt naar de verhoudingen in eDNA tussen de verschillende soorten in de
losse monsters en de mengmonsters blijkt dat die nagenoeg hetzelfde beeld geven in acht van
de negen waterlichamen (zie figuur 3.13). In het Bijleveld was de correlatie matig (R* = 0,544)
door een outlier van blankvoorn. Deze outlier werd veroorzaakt door een extreem hoog aan-
deel blankvoorn in 2 van de 6 losse eDNA monsters. Mogelijk dat er stukjes weefsel in de mon-
sters terecht zijn gekomen of precies naast een school blankvoorns gemonsterd is. Wanneer
we de blankvoorn weglaten uit de resultaten is de correlatie net als in de andere waterlicha-
men nagenoeg volledig (R? = 0,978).

De mengmonsters geven dus nagenoeg exact dezelfde verhoudingen in eDNA-sequenties tus-
sen soorten als de individuele monsters. Dit duidt erop aan dat de mengmonsters volstaan
voor een goed beeld van de verhoudingen in eDNA tussen soorten.

Mengmonsters van een compleet waterlichaam

In de Kralingse Plas en de Noorder [Jplas is onderzocht of er een representatief beeld verkre-
gen kon worden op basis van één mengmonster waarin alle verschillende habitats uit de plas
gemengd werden. Qua soortdetectie was er weinig verschil, in beide waterlichamen werd
slechts één soort gemist t.0.v. de 9 losse monsters. De gemiste soort had een zeer laag aandeel
in het DNA in de losse monsters (0,57% en 0,51%).
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Daarnaast is ook gekeken naar de verhoudingen in DNA tussen de soorten in het mengmon-
ster en in de losse monsters. Deze kwamen minder goed overeen met de losse monsters dan bij
de mengmonsters per drie trajecten. De R* tussen losse monsters en de mengmonsters van de
plas (R*van 0,8 en 0,74) lag beduidend lager dan die tussen de losse monsters en de mengmon-
sters per 3 trajecten (gemiddelde R* van 0,92). Daarnaast is in figuur 3.15 ook duidelijk te zien
dat er meer spreiding is tussen de punten wat inhoudt dat percentages in eDNA per soort

minder goed overeenkomen tussen beide bemonsteringen.

De steekproef is erg klein met slechts twee waterlichamen. Maar uit de resultaten kan voor-
zichtig geconcludeerd worden dat een enkel mengmonster te mager is voor een representa-
tief beeld van een waterlichaam. Qua soortdetectie komt een enkel mengmonster nog een
heel eind maar qua verhoudingen in DNA tussen soorten volstaat het niet. Dit komt doordat
toeval een te grote rol gaat spelen t.o.v. meerdere mengmonsters waarbij uitschieters uitmid-

delen.

CONCLUSIES
De eDNA-methode kan goed worden ingezet voor het bepalen van de soortsamenstelling.

Gemiddeld werden per waterlichaam 1,23 keer meer soorten gedetecteerd met de losse
eDNA monsters en 1,19 keer meer soorten met de mengmonsters t.o.v. van de volledige KRW-

visstandbemonstering (paragraaf4.1.1).

In een beperkt aantal gevallen werden met eDNA barcoding soorten gemist t.o.v. de KRW-
bevissing, het ging in alle gevallen om soorten die in zeer lage dichtheden in het betreffende
waterlichaam waren aangetroffen (bestandschatting 0,0001 kilo/hectare) (paragraaf 4.1.2).

Afhankelijk van de grootte van het waterlichaam lijken 3 a 4 losse eDNA monsters of 2 a 3
eDNA mengmonsters voldoende voor het bepalen van de soortensamenstelling en de ver-

houdingen tussen soorten (paragraaf4.2 en 4.4).

De bio-informatische filters werken en zorgen voor een betrouwbaar databestand met posi-
tieve detecties per soort waarvan met zeer grote zekerheid gesteld kan worden dat er eDNA

van de soort in de monsters aanwezig was (paragraaf 4.1.3).

In de eDNA-monsters in de oeverzone werden iets meer soorten aangetroffen dan in de
eDNA-monsters uit open water en de relatieve verhoudingen in eDNA verschilden enigszins
(overeenkomstig met de natuurlijke verdeling van soorten in een waterlichaam). Aanbevo-
len wordt daarom in plassen en meren zowel monsters in de oever als in het open water te

verzamelen (paragraaf 4.3).

Middels het verzamelen van enkele eDNA mengmonsters kan een waterlichaam op een kos-
tenefficiéntere manier bemonsterd worden zonder dat dit grote effecten heeft op de uit-
komsten qua soortensamenstelling en verhoudingen tussen soorten.

- Mengmonsters van drie trajecten samen geven grofweg hetzelfde beeld qua soorten als
losse monsters (6% meer soorten). Er werden enkel soorten gemist die een zeer laag aan-
deel in het eDNA van de losse monsters hadden (paragraaf 4.4.1).

- Mengmonsters (2 of 3) gaven qua relatieve verhouding in DNA sequenties tussen soorten

nagenoeg exact hetzelfde beeld als de losse monsters (6 of 9) (paragraaf 4.4.1).

Mengmonsters van een heel waterlichaam in een enkel monster geven een onvoldoende
representatief beeld van de visgemeenschap. Qua soortdetectie komen ze een heel eind, qua
verhoudingen in DNA tussen soorten is de steekproef te klein voor een goed beeld (paragraaf
4.4.2).
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H5

5.1

HOE VERDER

ONDERZOEKSTRAJECT, IDEEEN VOOR EEN MAATLAT

Het doel van het onderzoekstraject dat RAVON in 2013 samen met de STOWA en de water-
schappen gestart is, is onderzoeken of eDNA metabarcoding een goed alternatief is voor de
huidige KRW-visbemonsteringen. Op basis van de resultaten uit deze en voorgaande studies
(Herder et al., 2014b, Herder & Kranenbarg, 2016) en uit de wetenschappelijke literatuur (Valen-
tini et al., 2016; Hinfling 2016) Blijkt dat de toepassing van eDNA metabarcoding methoden
een goed alternatief kan zijn voor het bepalen van de soortsamenstelling in een water. De
resultaten uit deze studie laten tevens zien dat er middels eDNA een goed beeld verkregen
kan worden van de verhoudingen in eDNA tussen soorten. Daarmee kunnen semi-kwantita-
tieve visgemeenschapsindicatoren gebaseerd op de mate van algemeenheid van bepaalde
soorten of soortgroepen bepaald worden via eDNA.

In 2016 zijn een aantal te nemen stappen geformuleerd die nodig zijn voor de implementatie
van eDNA metabarcoding als bemonsterings-methodiek voor de KRW (Herder & Kranenbarg,
2016):

* Vaststellen meetprotocollen voor verschillende watertypen;

* Vervolgonderzoek kwantificering ;

* Verscherpen bio-informatische filters ;

* Uitbreiden referentiedatabase;

« Vaststellen referentiesituaties, aanpassen vissenmaatlatten en intercalibratie;

¢ Implementatie bij Nederlandse laboratoria.

Het is hierbijj op termijn wenselijk om een (internationale) projectgroep samen te stellen van
(vis)specialisten op het gebied van verschillende watertypen en experts op het gebied van envi-
ronmental DNA, data-analyses en statistische toetsing. Hieronder wordt beschreven wat de

voortgang met betrekking tot deze stappen is en wat er nog gedaan moet worden.

Vaststellen meetprotocollen voor verschillende watertypen

Op dit punt zijn met huidig onderzoek grote stappen gemaakt. Afhankelijk van de grootte van
het te onderzoeken waterlichaam kan bepaald worden hoeveel mengmonsters nodig zijn voor
een compleet beeld. Dit kan afgeleid worden uit het huidige aantal KRW-trajecten die momen-
teel per waterlichaam bevist worden middels traditionele methoden. In het onderzoek uit
2016 hebben we 9 waterlichamen onderzocht (7 verschillende KRW-watertypen). De steek-
proef is nog klein met veelal 1 waterlichaam per watertype, daarnaast zijn er ook nog een
groot aantal KRW-watertypen dat nog niet onderzocht is. Bijvoorbeeld echt grote meren, gro-
te kanalen, brakke overgangswateren, verschillende stromende KRW-watertypen (R-typen).

* Vervolg actie: het verdient de aanbeveling in het vervolgtraject meer waterlichamen te
onderzoeken. Zowel ontbrekende watertypen als watertypen waarvan nog maar een enkel

waterlichaam bemonsterd is.
Vervolgonderzoek kwantificering

De relatie tussen biomassa en of aantallen vissen en de hoeveelheid eDNA is reeds in een aan-

tal studies onderzocht. In aquarium- en mesocosmexperimenten is deze relatie meerdere
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malen aangetoond middels soortspecifieke benadering met qPCR (o0.a. Thomsen et al., 2012b;
Takahara et al., 2012, Klymus et al., 2015 en Eichmiller et al., 2016) en middels eDNA-metabarco-
ding (Evans et al., 2015). Daarnaast zijn er beschrijvende studies uit het veld waarbij de precie-
ze biomassajaantallen van soorten op een locatie niet bekend waren (onderhavige studie,
Takahara et al., 2012). SPYGEN en het INBO in Vlaanderen hebben een studie uitgevoerd met
visvijvers waaruit de daadwerkelijke biomassa en aantallen vissen bekend was. In deze studie
zijn dezelfde primers en protocollen gebruikt als in onderhavige studie. In deze studie is voor

de meeste soorten een goede correlatie gevonden tussen eDNA en biomassa (pers. med. INBO).

De resultaten uit ons onderzoek uit 2016 laten zien dat met de hier toegepaste bemonsterings-
methode een nauwkeurig beeld verkregen kan worden van de verhoudingen in eDNA tussen
soorten. Voor eventuele soortspecifieke relaties tussen de hoeveelheid eDNA die een soort ach-
terlaat (lichaamsgrootte, ecologie etc.) en eventuele verschillen in vermeerdering door de pri-

mers zou aanvullend onderzoek gedaan kunnen worden.

Verscherpen bio-informatische filters

Zowel bij de PCR’s (waarbij eDNA inclusief primers en tags vermeerderd worden) als bij het
sequencen zelf (uitlezen van de sequenties) zijn er kansen op fouten (dit is onvermijdelijk).
Aan de primers zitten bijvoorbeeld zogenaamde ‘tags’. Dit zijn korte stukjes DNA-code die cor-
responderen voor het monster. Op deze manier kunnen meerdere monsters worden samenge-
voegd in één run op de next generation sequencer waarna ze aan de hand van deze ‘tags’ ach-
teraf weer aan monsters kunnen worden toegekend. Door PCR fouten en fouten bij het
uitlezen kunnen de codes van de tags onbedoeld wijzigen met als gevolg dat de waargenomen
soort aan een verkeerd monster wordt toegekend. Daarnaast zijn er instellingen voor het toe-
kennen van een sequentie aan een soort (voor dit onderzoek wordt een ondergrens van 99%
overeenkomst, dus maximaal 1 basepaar verschil gehanteerd). Tot slot kan een drempelwaar-
de worden ingesteld voor het aantal sequenties waarbij een bepaalde soort als betrouwbare
positief wordt meegenomen (zo kunnen bijvoorbeeld de meeste sporen van geconsumeerde
vissen worden weggefiltert omdat deze in de regel zeer weinig sequenties achterlaten (Herder
& Kranenbarg 2016). Deze zogenaamde bio-informatische filters bepalen de betrouwbaarheid
van de uiteindelijk verkregen dataset.

In huidig onderzoek zijn opnieuw grote stappen gemaakt, met de huidig toegepaste filters
worden alle PCR en sequencing errors er betrouwbaar uitgefilterd (zie paragraaf 4.1.5) terwijl
er weinig concessies worden gedaan aan de detectie van soorten die in zeer lage dichtheden

voorkomen.

Uitbreiden referentiedatabase

Voor deze studie is gebruik gemaakt van een eigen referentiedatabase aangevuld met publie-
ke databases zoals Genbank. Van sommige soorten zijn geen sequenties bekend van het 12S
gen waar de primers zich op richten. Dit betekent dat het eDNA van deze soorten wel wordt
gedetecteerd in de analyse maar dat de gevonden sequenties niet gematched kunnen worden
aan een soort. Dit jaar zijn opnieuw enkele soorten toegevoegd aan de referentiedatabase (o.a.
spiering). De zoetwatervissen zijn goed gedekt, brakwater en mariene soorten moeten nog
verder worden aangevuld. Door de referentiedatabase aan te vullen met de nog ontbrekende
soorten kunnen deze soorten in de toekomst (en met terugwerkende kracht!) alsnog gemat-
ched worden.
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Aanpassen en kalibreren KRW-vissenmaatlatten

Als visbemonsteringen op basis van eDNA metabarcoding uitgevoerd gaan worden dan zullen
de huidige maatlatten hiervoor aangepast en gekalibreerd moeten worden. Om dit te kunnen
doen moet er een database samengesteld worden met eDNA bemonsteringsgegevens van de
verschillende watertypen die zich in verschillende toestanden van degradatie bevinden. Op
basis van een dergelijke database kan bepaald worden hoe de relatie is tussen de verschillende

indicatoren voor soortensamenstelling en abundantie en abiotische waterkwaliteitsfactoren.

In dit onderzoek hebben we reeds van 9 waterlichamen eDNA informatie verzameld voor deze
database. Een vervolg stap is deze database uitbreiden door op dezelfde manier meer waterli-
chamen te onderzoeken die zich in verschillende toestanden van degradatie bevinden (dus

ook referentiewateren).

In de volgende stap kunnen geschikte indicatoren met hun klassengrenzen voor verschillen-
de EKR’s opgesteld worden. Voor veel watertypen kunnen de huidige deelmaatlatten en indi-
catoren waarschijnlijk gehandhaafd blijven. De klassengrenzen zullen moeten worden aange-
past aan de eDNA methodiek. Zo zal eDNA naar verwachting een nauwkeuriger beeld geven
van de soortensamenstelling waardoor mogelijk ook de klassengrenzen waaraan scores zijn
verbonden aangepast moeten worden (omdat de resultaten anders door verandering van
methode anders kunnen worden). Een andere mogelijkheid is het maken van nieuwe maatlat-
ten op basis van de sterke punten van de eDNA-metabarcoding methode (zoals de hoge tref-
kans voor soorten en een zeer reproduceerbaar beeld van de verhoudingen tussen soorten).

Niet alleen in Nederland wordt gewerkt aan eDNA-metabarcoding toepassingen maar ook in

andere Europese landen. Internationale samenwerking op dit onderwerp is gewenst

* Vervolg actie: het verdient de aanbeveling in het vervolgtraject meer waterlichamen te
onderzoeken in verschillende mate van degradatie en zo de eDNA-database uit te bouwen.
Uiteindelijk zullen dan voor de verschillende KRW-watertypen referenties beschikbaar zijn
op basis van eDNA. Vervolgens kan gekeken worden in hoeverre de huidige maatlatten kun-
nen worden gebruikt met de eDNA-data (ook daarin zit de verhouding tussen soorten en
kunnen aantallen soorten van bepaalde gildes bepaald worden).

Implementatie bij Nederlandse laboratoria

Voor het implementeren van de eDNA-metabarcoding methode voor de KRW-vismonitoring is
het van belang dat er voldoende analysecapaciteit in Nederland beschikbaar komt. Het is
daarom van belang om in een vroeg stadium geinteresseerde labs klaar te stomen voor de ana-
lyses. Om tot vergelijkbare en betrouwbare resultaten te komen dient gewerkt te worden in
laboratoria die voldoen aan de eisen om contaminatie met eDNA te voorkomen (Willerslev en
Cooper, 2005; Herder et al., 2014a).

TIJDSPAD

Gerritsen (2015) geeft aan dat het voor een gevalideerde maatlat vereist is om de eDNA metho-
de minstens 2 jaar toe te passen volgens gestandaardiseerde protocollen. Dit betekent dat,
mocht er voor gekozen worden om de huidige bemonsteringsmethodiek te vervangen door
eDNA metabarcoding, er ruim van te voren met de voorbereidingen gestart moet worden. Bij-
voorbeeld bij implementatie in 2021 zal er al in 2018 gestart moeten worden met een operati-
onele eDNA-vismonitoring naast de gangbare vismethode. Hier is in deze studie reeds een
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start mee gemaakt maar nog niet voor alle watertypen en de steekproef is nog klein. Op basis
van de meetresultaten kan dan in 2020 de nieuwe maatlat gekalibreerd worden. De vraag is of
dit nog haalbaar is voor alle watertypen in Nederland. Wanneer 2021 niet gehaald wordt zal
de implementatie na de volgende KRW-cyclus in 2027 plaats vinden. Een lange tijdsperiode
die de mogelijkheid geeft de eDNA-methode uitvoerig te valideren. Bij voorkeur gebeurt dit
met/binnen meerdere Europese landen. RAVON deelt reeds kennis en werkt samen met orga-
nisaties uit Belgié, Frankrijk, Engeland en Noorwegen die aan de lat staan voor de implemen-

tatie van eDNA-metabarcoding voor vissen in hun eigen land.

VERWACHTE KOSTENREDUCTIE

eDNA metabarcoding kan kosten besparen t.o.v. de huidige KRW-visbemonstering. Een eDNA
monster kan door een enkel persoon verzameld worden en kost in de regel minder tijd dan de
huidige bemonsteringswijze die vaak met twee of drie personen wordt uitgevoerd. De totale
kosten van een eDNA bemonstering bestaan uit de tijd voor het nemen van de monsters en de
kosten voor het analyseren van deze monsters. Het grootste deel van de kosten ligt in de Next
Generation Sequencing van de monsters. In dit veld volgen de ontwikkelingen elkaar in rap
tempo op. Nieuwe apparaten komen met regelmaat op de markt en kunnen grotere hoeveel-
heden DNA sequencen tegen lagere monster kosten. De verwachting is dat de kosten van de

eDNA analyses daarmee de komende jaren sterk omlaag gaan.

Uit de resultaten van 2016 blijkt dat voor een compleet(er) beeld van een waterlichaam in de
meeste gevallen (veel) minder eDNA monsters verzameld hoeven te worden dan dat er KRW-
trajecten bevist moeten worden. Dit zal leiden tot een lagere tijdsinspanning in het veld en

lagere analyses-kosten (minder monsters noodzakelijk).
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BIJLAGE 1 | MET eDNA EXTRA AANGETROFFEN SOORTEN TEN OPZICHTE

VAN KRW

TABEL I

MET eDNA EXTRA AANGETROFFEN SOORTEN TEN OPZICHTE VAN KRW

De tabel geeft per waterlichaam welke soorten gemist zijn in de KRW-visbemonstering en welke absoluut aantal en

percentage sequenties werd gevonden van deze soorten in de eDNA bemonstering.

WATERLICHAAM SOORT AANTAL eDNA PERCENTAGe eDNA
SEQUENTIES GEVONDEN SEQUENTIES GEVONDEN
WANNEER GEMIST IN KRW ~ WANNEER GEMIST IN KRW
Bijleveld Roofblei 523 0,01%
Bijleveld Karper 1054 0,02%
Bijleveld Tiendoornige stekelbaars 2294 0,05%
Bijleveld Snoekbaars 2660 0,06%
Boven Slinge Graskarper spec 233 0,01%
Boven Slinge Zeelt 318 0,01%
Boven Slinge Kolblei 595 0,02%
Boven Slinge Zonnebaars 2024 0,06%
Boven Slinge Ruisvoorn 4385 0,13%
Boven Slinge Brasem 6588 0,19%
Eilandspolder Winde of Serpeling 8357 0,19%
Kralingse Plas Roofblei 1051 0,02%
Kralingse Plas Karper 9838 0,19%
Kralingse Plas Zeelt 64394 1,24%
Noorder IJplas Karper 11499 0,42%
Polderhoofdkanaal ~ Grote modderkruiper 1175 0,03%
Polderhoofdkanaal Paling 1182 0,03%
Polderhoofdkanaal Rivier- of Beekdonderpad 4419 0,11%
Polderhoofdkanaal ~ Tiendoornige stekelbaars 5043 0,13%
Polderhoofdkanaal Karper 32860 0,84%
Regge Tiendoornige stekelbaars 607 0,01%
Regge Rivier- of Beekdonderpad 2589 0,06%
Regge Karper 5940 0,14%
Regge Graskarper spec 13885 0,33%
Regge Zonnebaars 16799 0,40%
Tielerwaarden Kroeskarper of Giebel 507 0,02%
Tielerwaarden Graskarper spec 980 0,03%
Tielerwaarden Paling 1051 0,04%
Tielerwaarden Karper 2714 0,10%
Tielerwaarden Tiendoornige stekelbaars 3061 0,11%
Tielerwaarden Pos 4547 0,16%
Tielerwaarden Roofblei 5086 0,18%
Tielerwaarden Kesslers grondel 11424 0,40%
Tielerwaarden Pontische stroomgrondel 28498 1,01%
Tielerwaarden Zwartbekgrondel 32694 1,15%
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BIJLAGE 2 | CORRELATIE TUSSEN AANDEEL eDNA EN BIOMASSA,
AANTALLEN EN BIOMASSA + AANTALLEN

Hierna volgende grafieken geven per waterlichaam de correlatie tussen het aandeel eDNA per
soort en respectievelijk het aandeel in biomassa, aandeel in aantallen en aandeel in biomassa
+ aantallen (berekend als aandeel biomassa + aandeel aantal gedeeld door 2). De R* geeft de
mate van correlatie aan. Op de X-as staat het aandeel in sequenties, op de Y-as het aandeel in

biomassa, aantallen of biomassa + aantallen.
Wanneer de correlatie een R* van 0,3 of lager had (lage correlatie) zijn de outliers die deze

slechte correlatie veroorzaken rood omcirkeld met rechts daarnaast de soortnaam. Deze out-

liers worden hieronder besproken.
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Hieronder worden de outliers voor de gevallen waarbij de correlatie tussen eDNA en biomassa
of eDNA en aantallen lager was dan R* =<0,3 individueel besproken.

Bijleveld

Bij de biomassa zorgde de snoek voor een outlier. Het aandeel eDNA van de snoek was laag
eDNA (1%) van de snoek aangetroffen maar het aandeel van de snoek in de biomassa was hoog
(36%). Er zijn 27 snoeken gevangen (op 3493 vissen) maar er zaten enkele grote snoeken met
hoge biomassa tussen waardoor het biomassa aandeel mogelijk overschat is. Het weglaten van
de snoek zorgt voor een betere correlatie (R*=0,4).

Bij de aantallen zorgt de bittervoorn voor een outlier. Het aandeel eDNA van de bittervoorn
was relatief laag (5%) terwijl het aandeel in aantallen erg hoog was (35%). In de bemonstering
zijn waarschijnlijk grote scholen kleine bittervoorns gevangen waardoor het aantalsaandeel

groot was. Het weglaten van de bittervoorn zorgt voor een betere correlatie (R*=0,4).

Eilandspolder

Bij de biomassa zorgde de karper voor een outlier. Er zijn in de gehele bemonstering maar 15
karpers gevangen (op 11103 vissen). De karpers waren gemiddeld bijna 60 cm waardoor hun
biomassa aandeel mogelijk overschat is. Het weglaten van de karper zorgt voor een zeer goede
correlatie (R?=0,86).

Bij de aantallen zorgt het vetje voor een outlier. Het aandeel eDNA van de vetje was relatief
laag (2%) terwijl het aandeel in aantallen erg hoog was (27%). In de bemonstering zijn waar-
schijnlijk grote scholen kleine vetjes gevangen waardoor het aantalsaandeel groot was. Het
weglaten van het vetje en de karper zorgt voor een zeer goede correlatie van correlatie (R* =
0,94).

Tielerwaarden

Bij zowel de biomassa als de aantallen zorgt de marmergrondel voor een outlier. De KRW-vis-
bemonstering is echter reeds in 2014 uitgevoerd en de eDNA bemonstering in 2016. Het is aan-
nemelijk dat deze invasieve exoot in de tussentijd flink in aantallen is toegenomen waardoor
de vergelijking scheef gaat. Het weglaten van de marmergrondel zorgt voor zowel bij de bio-

massa (R*=0,54) als bij de aantallen (R*= 0,56) voor een betere correlatie.

Regge

In de Regge is enkel elektrisch gevist wat voor een goede schatting van de biomassa onvol-
doende wordt geacht. Bij de biomassa zorgden de brasem en snoek voor outliers. De brasem
werd heel weinig gevangen (biomassa aandeel van 4%) terwijl de brasem een hoog aandeel
had in het eDNA op (29%). Dit valt verklaren doordat grote brasems met elektrovissen moeilijk
te vangen zijn en daarmee het aandeel brasem waarschijnlijk onderschat is. Voor de snoek
speelt hetzelfde als bij Bijleveld (aandeel in biomassa mogelijk overschat door vangst relatief
grote exemplaren). Het weglaten van brasem en snoek zorgt voor een betere correlatie (R* =
0,57).

Ook bij de correlatie tussen aandeel eDNA en aandeel aantallen zorgt de brasem voor een out-
lier. Wanneer deze soort wordt weggelaten zorgt dat voor een goede correlatie ((R*=0,81)
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Noorder IJplas

Bij de aantallen zorgde de zwartbekgrondel en kolbei voor outliers. Zwartbekgrondels had-
den een relatief groot aandeel in eDNA (14%) tegenover een laag aandeel in de gevangen aan-
tallen (2%). De kolblei had een klein aandeel in het eDNA (4%) maar een relatief groot aandeel
in de aantallen (23%). De zwartbekgrondel komt zeer talrijk voor in de oeverzones en wordt
mogelijk onder bemonsterd met elektrisch vissen. Het grote aantalsaandeel van de kolblei
komt voor rekening van één enkele zegentrek waarbij 367 individuen zijn gevangen (t.0.v.
gemiddeld 12 individuen in de andere drie zegentrekken). Het weglaten van kolblei en zwart-

bekgrondel zorgt voor een betere correlatie (R =0,71)
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STOWA IN HET KORT

STOWA is het kenniscentrum van de regionale waterbeheerders (veelal de waterschappen) in
Nederland. STOWA ontwikkelt, vergaart, verspreidt en implementeert toegepaste kennis die
de waterbeheerders nodig hebben om de opgaven waar zij in hun werk voor staan, goed uit te
voeren. Deze kennis kan liggen op toegepast technisch, natuurwetenschappelijk, bestuurlijk-

juridisch of sociaalwetenschappelijk gebied.

STOWA werkt in hoge mate vraaggestuurd. We inventariseren nauwgezet welke kennisvragen
waterschappen hebben en zetten die vragen uit bij de juiste kennisleveranciers. Het initiatief
daarvoor ligt veelal bij de kennisvragende waterbeheerders, maar soms ook bij de kennisinstel-
lingen en het bedrijfsleven. Dit tweerichtingsverkeer stimuleert vernieuwing en innovatie.
Vraaggestuurd werken betekent ook dat we zelf voortdurend op zoek zijn naar de ‘kennisvra-
gen van morgen’- de vragen die we graag op de agenda zetten nog voordat iemand ze gesteld
heeft - om optimaal voorbereid te zijn op de toekomst.

STOWA ontzorgt de waterbeheerders. Wij nemen de aanbesteding en begeleiding van de geza-
menlijke kennisprojecten op ons. Wij zorgen ervoor dat waterbeheerders verbonden blijven
met deze projecten en er ook ‘eigenaar’ van zijn. Dit om te waarborgen dat de juiste kennis-
vragen worden beantwoord. De projecten worden begeleid door commissies waar regionale
waterbeheerders zelf deel van uitmaken. De grote onderzoekslijnen worden per werkveld uit-
gezet en verantwoord door speciale programmacommissies. Ook hierin hebben de regionale

waterbeheerders zitting.

STOWA verbindt niet alleen kennisvragen en kennisleveranciers, maar ook de regionale
waterbeheerders onderling. Door de samenwerking van de waterbeheerders binnen STOWA
zijn zij samen verantwoordelijk voor de programmering, zetten zij gezamenlijk de koers uit,
worden meerdere waterschappen bij één en het zelfde onderzoek betrokken en komen de

resultaten sneller ten goede van alle waterschappen.

DE GRONDBEGINSELEN VAN STOWA ZIJN VERWOORD IN ONZE MISSIE:
Het samen met regionale waterbeheerders definiéren van hun kennisbehoeften op het gebied van het
waterbeheer en het voor en met deze beheerders (laten) ontwikkelen, bijeenbrengen, beschikbaar maken,

delen, verankeren en implementeren van de benodigde kennis.
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