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MONITORING VAN VISSEN IN
GROTE RIVIEREN MET EDNA
METABARCODING

Vissen en andere waterdieren laten DNA-speren achter in het water. Analyse
van dit ‘environmental DNA' (eDNA) is een nieuwe manier om de soortsamen-
stelling van wateren te monitoren. In de grote rivieren is dit echter niet zo
eenvoudig. DNA-sporen kunnen gemakkelijk verplaatst en verdund worden.
In deze studie is het aantonen van riviervissen onderzocht in de Rijn, het
Haringvliet en de Nieuwe Waterweg.

Rijkswaterstaat is verantwoordelijk voor een goede ecologische toestand van de rijks-
wateren volgens de Kaderrichtlijn Water [KRW). De visstand is é&n van de indicatoren. In dit
onderzoek is onderzocht of eDNA metabarcoding een effectieve en betrouwbare methode is
VOoOr monitoring van vissoorten in stromende rivieren, zoete getijdewateren en estuaria.

eDNA metabarcoding

Vissan laten DMA-sporen achter in het water, bijvoorbeeld via huidslijm en/of ontlasting.
Dit eDNA wordt na verloop van tijd meestal gedegradeerd tot kortere DNA-fragmenten.

Dit DNA kan uit een watermonster geéxtraheerd en vervolgens geidentificeerd worden, om
het voérkomen van vissoorten kwalitatief aan te tonen [aan- of afwezigheid, “community

analysis”). De basenvolgorde ofwel genetische code
van zulke DNA-stukjes is soortspecifiek, waardoor
identificatie mogelijk is door vergelijking met een
referentiedatabase van in ons geval vissoorten.
Voordeel van eDNA metabarcoding is dat het fysiek
vangen en determineren van een vis niet altijd meer
nodig is. Veordeel is ook dat de identificatie van
‘lastige’ soorten niet meer afhankelijk is van de be-
schikbaarheid van specialisten. Daarnaast kan deze
techniek vissen aantonen die moeilijk te vangen zijn,
bijvoorbeeld omdat ze een verscholen bestaan leiden
of erg zeldzaam zijn.

Grote stromende wateren bieden een extra uitdaging.
Zo betekent de aanwezigheid van eDNA op een
bepaalde plek niet per definitie dat de betreffende
sport daar aanwezig is. eDNA kan meestromen vanuit
bovenstroomse gebieden of afkomstig zijn van bij-
voorbeeld visafval. De methode is in entwikkeling, en
ons onderzoek is een stap naar een protocol voor de
eDNA-monitering van vissoorten in grote stromende
wateren.

Onderzoeksopzet

In 2018 hebben we door het jaar heen & keer
maonsters genomen in de Rijn bij Lobith, de Niewuwe
Waterweq en het Haringvliet, vanaf een boot met

een slangenpomp. Dat deden we in het voorjaar
[maart, april, mail en het najaar (september, oktober,
naovermnber]. Bij elke monstername werd langs drie
raaien dwars over het waterlichaam op 10 punten
100 milliliter water bemonsterd, wat telkens werd
samengevoegd tol een mengmonster van 1 Liter. Dit
werd wvoor elke raai drie keer gedaan: aan de opper-
vlakte, 1 meter boven de bodem en uit de oever [dus
3 habitats).

Alle mengmaonsters zijn in het veld gefiltreerd. Het
filkermembraan is geconserveerd voor DNA-extractie
in het lab. Voor elk watermonster zijn nieuwe steriele
materialen gebruiki. Op alle locaties is telkens ook
gedestilleerd water zonder DNA gefiltreerd, om een
indruk te krijgen van mogelijke contaminatie in het
veld.

Om inzicht te krijgen in de invloed van de manier van
bemonsteren, deden wij in mei en okteber aanvullend
een detailbemonstering. Per waterlichaam namen
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we 10 monsters van 1 liter langs de meest beneden-
stroomse razi, aan de opperviakie en 1 meter boven
de bodem.

Laboratoriumanalyse

Laborateriumanalyse is uitgevoerd met specifieke
primers voor de detectie van twee stukjes DNA uit
twee mitechondrigle genen van vissen. Na detectie
zijn ze middels PCR vermeerderd. Vervolgens is
de precieze basenvolgorde vastgesteld met Next
Generation Sequencing. ldentificatie van soorten volg-
de uit vergelijking met gegevens uit een database.
We deden een aantal controles om de gevonden
resultaten te kunnen checken. Zo is als positieve
controle een mock community geanalyseerd, een
monster met DMNA-fragmenten van een aantal zoet-
en zoutwater vissoorten in bekende concentraties.
Ook is een aantal negatieve controles ingebouwd
om een indruk te krijgen van de contaminatie die
kan optreden tijdens DNA-extractie en PCR. Een
laatste punt is dat laboratoria Kunnen verschillen
in de methodes die ze gebruiken. Daarom hebben
we willekeurig ean twintigtal monsters door zowel
DATURA Moleculair Solutions als door KWR Water
Research Institute laten analyseren.

Bewerking en analyse van data

De verkregen barcodes en het aantal reads per
barcode zijn bewerkt middels bisinformatica. Doel
hiervan is het verwijderen van PCR- en sequence-
fouten en het verkleinen van de kans op vals-positieve
detecties [bijvoorbeeld door contaminatie). Madeel is
wel dat hierdoor zeldzamere soorten, met een laag
aantal reads, uit de dataset kunnen verdwijnen. Eris
daarom een vergelijking gemaakt tussen voorzich-
tige en rigoureuze instellingen van de bioinformatica
stappen.
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DNA-monitoring
vissen in grote
rivieren

Resultaten 3 6

Voor elk van de drie wateren gold dat de gemiddelde
soortenrijkdom voor de drie raaien en de drie habitats
ongeveer gelijk was. Het totaal aantal soorten werd
wel hoger naarmate meerdere habitats of locaties
werden bemonsterd. Ter illustratie is in afbeelding

1 woor het Haringvliet het aantal vissoorten weerge-
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Habitat

Afbeelding 1: Venn-diagrammen
van het aantal overeenkomstige
enunieke soorten per habitat
[links) en per raai [rechts] in

het Haringvliet. Overlaps geven
overeenkomstige soorten aan

Totxs asnes cooman = 3

geven per habitat en per raai. Hoewel in de oever-
habitat en langs de meest stroomafwaarts gelegen
raai 3 de meeste soorten zijn vastgesteld, leveran alle
overige bemonsteringen van habitats en raaien aan-
vullende soorten op. Het nemen van meerdere mon-
sters en/of het bemonsteren van meerdere habitats/
locaties is dus noodzakelijk om een completer beeld
van de soortensamenstelling te verkrijgen.

De gemiddelde soortenrijkdom was voor het Haring-
vliet en de Rijn relatief constant over het jaar heen.
In de Micuwe Waterweg daalde de scortenrijkdom
van maart tot oktober, waarna deze weer toenam

in nowvember. De soortensamenstelling verschilde
wel, wat waarschijnlijk komt door de migratie van
sommige soorten in bepaalde periodan.

Inviced van de manier van bemonsteren

Analyse van de detailmensters is gebruikt om de
maodgelijke invloed van de manier van bemonstaren
op de resultaten in beeld te brengen. Met scorten-
verzadigingscurves [afbeelding 2ab) hebben we in
beeld gebracht hoeveel detailmonsters van 1 liter
nodig zijn woor een compleet soortbeeld. Voor een
compleet beeld op 1 moment in het Haringvliet zijn
bijvoorbeeld minimaal 10 a 20 monsters nodig. In
soortenrijkere wateren kan een hoger aantal nodig
zijn. Ook het seizoen is van inviced.

Het aantal gedetecteerde scorten in @én mengmon-
ster is vanzelfsprekend meestal lager dan in 10 de-
tailmonsters van 1 liter. Dit is geconstateerd voor
zowel opperviakte- als bodemmaonsters in alle drie de
wateren. Ter illustratie, in het Haringvliet werden in
één mengmaonster van de bedem 4 KRW-doelsoorten
gedetecteerd [afbeelding 2c, rode lijnl, in de 10 cor-
responderende detailmonsters 7. Een witzondering
deed zich voor in mei in de Mieuws Waterweg toen in

Locatie

Fakaal aantal ¢ oorten = 38

eén mengmonster ruim 25 KRW-doelsoorten werden
gedetecteerd, tegen 31 in de detailmonsters.

Verschillen tussen laboratoria

Detectie en analyse van dezelfde monsters door de
laboratoria van DATURA en KWR leverden groten-
deels overlappende soortenlijsten op [62%]. Het ver-
schil komt deels doordat de labs verschillen in hoe ze
de identificatie uitvoeren: met primers van één of van
twee mitochondriéle genen. Daarnaast verschillende
de referentiedatabases en de bicinformatica instel-
lingen. Het is ook kenmerkend voor eDNA-monitoring
op dit moment: de methode is sterk in ontwikkeling,
standaardisatie is nog ver weg.

Betekenis voor de praktijk

Onze resultaten laten zien dat eDNA metabarcoding
geschikt is om een kwalitatief beeld te verkrijgen van
de soortensamenstelling van een visgemeanschap

in stromende wateren. Daarbij is het nemen van
meerdere monsters met ruimtelijke variatie [locatie,
habitat] en/of seizoensvariatie noodzakelijk om een zo
volledig mogelijk soortbeeld te verkrijgen.

Het nemen van meerdere detailmonsters met een
groter volume levert over het algemeen meer ge-
detecteerde soorten op dan een mengmonster met
een kleiner volume per deelmonster, maar vereist
ook een grotere onderzoeksinspanning in het veld

en in het laboraterium. Bij de bemonstering van een
waterlichaam zijn 15-25 monsters van 1 liter voldoen-
de om circa 90 procent van de aanwezige soorten te
detecteren.

Voor het genereren van een consequente en betrouw-
bare meerjarige dataset woor vismonitoring is het
zoals altijd belangrijk dat methoden en werkprotocol-
len worden gedocumenteerd, zodat heranalyse van
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Afbeelding 2.

Boven: soortenverzadizmgscurves voor ERW-deel-
soorten in het Harmgvliet op basis van detailmonszter:
mmei 2018 {2) en oktober 2018 (b). Bedemm onsters en
cpperviakte monsters zijn :amengenomen (20 monsters).
Onder: een vergeliking tuzsen het 2antal ERW-doel-
soorten gedetecteerd in 0 meangmonster (rode lijn)

en de sportenverzadingzcurve van tien detailmonsters
verzameld op dezelfde locatie, m dezelfde maand en in
hetzelfde habitat (hodem (c) er oppervlzk (d))

ruwe datasets met herziene inzichten mogelijk
blijit [biginformatica en referentie databanken).
0Op termijn, als methoden |inter]nationaal vol-
doende zijn doorontwikkeld, zal standaardisatie
hier ook behulpzaam bij zijn.

Toekomstig onderzoek

Om te komen tot een operationeel toepashaar
protocol worden nog enkele zaken verder onder-
zocht, zoals de invioed op de valledigheid van

het gemetan scortbeeld van grotere volumes per
monster, verschillende filtertypen en de bemon-
steringsinspanning [ruimtelijk en tempaoreel).
Daarnaast wordt onderzocht hoe de kosten en baten
zich verhouden ten opzichte van de traditionele vis-
bemonstering.

Het benutten van ecologische kennis gesteund door
aanvullend visonderzoek [zoals traditionele vis-
bemonstering] blijft onontbeerlijk om de resultaten
van deze nieuwe methodiek en de daaruit volgende
interpretaties te waarborgen. Bijvoorbeeld, de geo-
grafisch dekking van eDNA-monsters kan anders
zijn dan van traditionele bemonsteringstechnieken.
Gedetecteerd eDNA is niet per sé afkomstig van

de directe omgeving van de bemonsteringslocatie.
Daardoor wijst de detectie een soort met eDNA niet
altijd onomstotelijk op de lokale aanwezigheid van
soorten. Aanvullend [veld]onderzoek, expert judge-
ment en degelijke controlestappen moeten de kans op
misinterpretaties tot het minimale reduceren. Waarbij
niet moet worden vergeten dat de traditionele vis-
monitoring ook zo haar eigen beperkingen kent.
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Wizzen laten DN A-zporen achier in het water.
Anzlyze van dit ‘environment2l DA (eDWA) is
220 Risu™e maniar oM Visen t2 monitoren. In dit
onderzoek iz gekeken hos deze eDNAmetabar-
codmg’ het beste kan worden aangepakt in de
grote rivieren, waar de stroming de resultaten
sterk kan beinvioeden. Analyze van eDIMA blijkt
ook hier een gedegen methods om de vizsoortzn-
samenstelling in beeld te brengen. Welis de
manier van bemonsteren cruciaal, en ecologiche
kenmis blijft noodzakelifk voor een correcte mter-
pretatie.
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Vissen en andere waterdieren laten DNA-sporen achter in het water. Analyse
van dit ‘environmental DNA' (eDNAI is een nieuwe manier om de soortsamen-
stelling van wateren te monitoren. In de grote rivieren is dit echter niet zo
eenvoudig. DNA-sporen kunnen gemakkelijk verplaatst en verdund worden.

Haringvliet en de Nieuwe Waterweg.

Rijkswaterstaat s verantwoordelijk voor ean goade ocologische toestand van do rijks-
Wateren volgens de Kaderrichtjn Water (KRW). Do visstand is 66n van do indicatoren. In dit
ondorzosk is ondarzocht of cDNA metabarcoding con effectiove on belrouwbare methade is
Voor monitoring van vissaorten in stromende Fvieren, zoete getijdewateren en estuari.

Vissen laten DNA-sporen achter in het water, bijvoorboeld via huidstim on/of ontiasting
Dit cDNA wordt na verloop van tjd meestal godegradeerd tot ortere DNA-fragmenten

Dit DNA kan uit cen watermonster gextrahcerd en vervolgens geidentificeerd worden, om
het verkomen van vissoarten kwalitatiel 3an te tonen (aan- of awezigheid, “community

‘analysis). Do basenvolgorde ofwel genctische code
van zulke DNA-stukos is soortspecifiok, waardoor
dentifcatie mogljk is door vergelijking met cen
Feferentiedatabase van in ons geval vissoorten.
Voordeel van eDNA metabarcoding s dat het fysick.
vangen en determineren van een vis it aljd meer
nodig is. Voordeel is o0k dat de identificatio van
astige’ sorten niet meer afhankel is van de be-
schikbaarheid van specialsten. Daarnaast kan deze
techniek vissen aantonen die maelik e vangen zi,
bijvoorbeeld omdat zo cen verscholen bestaan leiden
of org zeldzaam zip.
Grote stromende wateren bieden cen extra Litdaging.
20 betokent de aanwezigheid van cDNA op ecn
bepaalde plek niet por definitic dat de betreffende
So0rt daar aanwezig is. ©DNA kan mostromen vanuit
bovenstroomse gebieden of afkomstia zin van bij-
voorbeeld visafval. De methode is in ontwikkeling, n
ons onderzoek i een stap naar en protocol voor de.
@DNA-monitoring van vissoorten in grote stromenda
wateren.

In 2018 hebben we doar het jaar heen 6 keer
monstars genomen in de Rijn bij Lobith, de Niouwo
Waterweg on hot Haringvtict, vana cen boot met

on stangenpomp. Dat deden we in hot voorjaar
(maart, april, e en het najaar [september, oktober,
novernber]. B clke monstername word Langs dric
raaien dwars over het waterlichaam op 10 punten
100 milliter water bemonsterd, wat telkens werd
samengovoegd tot cen mengmonster van 1 lte. Dit
‘word voor olke raai drie keor gedaan: aan de opper-
Wiakte, 1 meter boven de bodem en ut de oaver (dus
3habitats)

Alle mengmenstors zinin het vld goflreord. Hot
filtermembraan is geconserveert voor DNA-axtractic
i e lab. Voor elk watermonsier zijn neuwe steriele
materialen gebruikt. Op ale locatios s tolkens ook
gedestilleerd water zonder DNA gefilreerd, om cen
indruk te kijgen van magelijke contaminate in het
veld.

om inzicht e krijgen in e invioed van de manier van
bemonstaren, deden wij in mei n oktober aanvullend
on detailbemonstering. Por waterlichaam namen

We 10 monsters van 1 ltr langs do meost benedon-
stroomse raai, aan do opperviakie en 1 meter boven
do boden.

Laboratoriumanalyse s uitgevoerd met specificke.
primers voor de detcte van twee stukjes DNA uit
twee mitochondricle genen van vissen. Na detectie
2in zo middels PCR vermeerderd. Vervolgens is

de procioze basenvolgorde vastgesteld mt Next
‘Generation Saquencing. Identiicatie van soorten volg-
do it vergelijking mt gogevens uit con database.
W deden een aantal controles om de gevonden
resultaten te kunnen checken. Zo s als positieve.
controle een mock community geanatyseerd, cen
monster mot DNA-fragmenten van con antal z0at-
n zoutwater vissaorten in bekende concentraties.
Ookis aen aantal negatiove controlos ingebouwd

‘om cen indruk te krijgen van do contaminatie die
kan optrodn tjdens DNA-axtractio an PCR. Eon
Laatste punt is dat aboratoria kunnen verschilen

in de methodes die zo gobruiken. Daarom hobben
e willokeurig con twintigtal monsters door zowel
DATURA Moleculair Solutions als door KWR Water
Research Institute laten analysaren.

De verkragen barcodes en het aantal reads per
barcode zin bowark! middels bioinformatica. Doel
hicryan i ht vrwijderen van PCR- on soquence-

fouten en het verkicinen van de kans op vals-positieve

dotoctios [bijvoorbeld door contaminaticl. Nadealis:

wel dat hierdoor zeldzamere saorten, met een laag

‘aantal reads, it de dataset kunnen verdwiinen. Er is

daarom een vergeliking gemaakt WSSeNVOOTZICN- o moniring
tige en rigoureuze instolingen van de bioinformatica  wscen h aroe
stappen foeren

Voor olk van de drio wateren gold dat de gomiddelde
soortenrijkdom voor de dria raaien on de dric habitats
ongover golijk was. Het totaal aantal soorten werd
wel hogor naarmate meerdre habitats of locatis
werden bemonsterd. Ter illustratie is in afbeclding

1 vo0r hot Haringvliet hot aantal vissoorten weerge-
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overige bemonsteringen van habitats n raaicn aan-
vullende soorten op. Het nemen van meerdere mon-
stors enjof het bemonsteren van meerdera habitats/
locaties is dus noodzakelik om cen comploter beold
van de soortensamenstelling te verkrijgen.

Do gemiddelde soortenrijkdom was voor het Haring-
Vit en de Rijn relatief constant over het aar hoan.

I de Nieuwe Waterweg daalde do soortenrijkdom
Van maart to oktober, waarna deze wor toonam

i noverber. De soortensamenstelling verschilde
e, wat waarschinlik komt door do migratie van
sommige soorten in bepaalde perioden.

Analyse van de detailmonsers s gebruikt om de
moglike invoed van de manier van bemonsteren

op de resultaten in beeld te brengen. Mot soorten-
verzadigingscurves [afbeelding 2ab] hobben we in
becld gebracht hooveel detailmonsters van 1 iter
nodig zin voor cen compleat soortbeld. Voor con
compleet bold op 1 moment in het Haringuliet i
bijvoorbeeld minimasl 10:2 20 monsiers nodig. In
soortenrijkere wateren kan een hoger aanial nodig
2in. Ook het seizoen is van inviood.

Hot aantal gedetecteerde soorten in 6én mengmon-
stor is vanzolfsprokend meestal lager dan in 10 do-
tailmonstors van 1 lte. it is goconstateerd voor
Zowol opperviakte- als bodemmensiers in ale drie do
wateren. Ter illustratie, in het Haringvlet werden in
66n mengmonster van de bodem & KRW-doclsoorten
gedetecteerd lafbealding 2c, rode i), in de 10 cor-
responderende detailmonsters 7. Een uitzondering
decd zich voor in mei n de Nicuwe Waterweg toen in

66n mengmonster ruirm 25 KRW-doelsoorten werden
gedetecteerd, tegen 31 in do dotailmonsters.

Dotectio en analyse van dozelfde monsters door do
laboratoria van DATURA en KWR leverden groten-
eels overlappende soortentisten op [62%). et ver-
Schil komt deels doordat de abs verschillen in hoe e
e identificatio utvooren: met primers van 66n of van
tweo mitochondriéle genen. Daarnaast verschillende
e referentiodatabases en de bioinformaica nstel-
lingen. Het i ook kenmerkend voor eDNA-manitoring
op dit moment. de methade is sterk n ontwikkeling,
standaardisatie s nog ver weg.

Onze resuliaten laten zien dat eDNA metabarcoding
geschikt is om cen kwalitatef beeld te verkriigen van
e soortensamenstelling van cen visgemeenschap

in stromende wateren. Daarbij i het nemen van
meerdere monsters met ruimtalike variatie (ocatie,
habitat en/of seizoensariatie noodzakelik om cen 0
voltogig mogelijk soortbeeld to verkrijgen.

Het nemen van meerdere detailmonsters met cen
groter volume levert aver het algemeen meer ge-
dotecteerte soorten op dan cen mengmonster ot
on Klciner volume per doelmonster, maar voroist
ook een grotere onderzocksinspanning in het veld

en in het aboratorium. 8 de bemonstering van ecn
‘watortichaam i 15-25 monsters van 1 ter voldoon-
o om circa 90 procent van do aanwezige soorten to
detecteren.

Voor het genereren van een consequente en betrouw-
bare meerjarige dataset voar vismonitoring is het
20als altjd belangrijk dat methodn en werkprotocol-
len worden gedocumenteerd, zodat heranalyse van

ateeling2
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Fuwe datasets met herziene inzichten mogelik
bt (bioinformatica en referentio databanken).
0p tormiln, als mothoden linterjnationaal vol-
docnde zin doorontwikield, za standaardisatie
hicr ook behulpzaam bij .

0 te komen tot cen operationce toopasbaar
protocol worden nog enkelo zaken verder onder-
Zocht, z0als de invioed op de volledigheid van

het gemeten soortbeld van grotere volumes per
monster, verschillenge fltertypen en de bemon-
storingsinspanning [ruimtclik en temporeell
Daarnaast word onderzocht hoe de kosten en baten
zich verhouden ten opzichte van de traditionclo vis-
bemonsiering.

Het bonutien van ecologische kennis gosteund door
‘aanvullend visonderzoak [z0als traditonele vis-
bemonstering] bl onontborlijk om o resultaten
van deze nieuwe methodick en de daaruit volgende
interprotatios te waarborgen. Bijoorbeeld, de geo-
grafisch dokking van eDNA-monstars kan anders,

2in dan van traditionele bemansteringstechnicken.
‘Godotectoerd GDNA s niet por s¢ afkomstia van

de diracte omgeving van de bomonsteringslocatio.
Daardoor wijst de dotectio con so0rt mot cDNA niet
altjd onomstotelk op do lokale aanwezigheid van
Soorten. Aanvullend Iveldlonderzoak, expert judgo-
ment en degelijke controlastappen mooten de kans 0p
misinterpretaties tot het minimale reduceren. Waarbi
nict moet worden vergaten dat do traditionelo vis-
monitoring ook z0 haar aigen beperkingen ket
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