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KWR Watercycle Research Institute
Van bron tot kraan en verder........

KWR? Die doen toch alleen drinkwater?

KWR = onderzoeksinstituut van de DW sector, maar beperkt zich niet tot drinkwater
KWR = not for profit met focus op water(kwaliteit) in alle facetten

KWR = brugfunctie tussen wetenschap en de praktijk

KWR = jarenlange ervaring met inzet moleculaire technieken

bij (oppervlakte)waterbeheer; goede relaties met waterbeheerders

en uitvoerende laboratoria

7
].\WR Watercycle Research Institute ~—
Yy W



Krachtenbundeling in BioMon
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Bridging science to practice

Monitoring van ecologische waterkwaliteit met (e)DNA
Een nieuw venster op biodiversiteit

= Gericht en kwantitatief opsporen van soorten: gPCR

* Monitoren van cyanobacterién <

* Zwemwaterparameters: enterococcen, E. coli

* Bronopsporen van fecale verontreiniging (humaan,

vogels, paarden, honden, varkens & herkauwers) 1
e Ziekte van Weil (Leptospira + Bruine rat)
= Biodiversiteit (metabarcoding: NGS) T L \
* 0.a.vissen, macrofauna, diatomeeén ' s O
* RWZI’s: bv effect effluent in opp. water o y - o "1".--.;,, < . sy TR
(pathogenen, antibiotica resistentie genen) e TR s U A T B
SOV S —— ‘z : " _.__;};Jv 4.':,1@?-.3;;;.“ o
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Bridging science to practice

Vandaag: eDNA toepassingen bij vismonitoring

Onderzoeksfocus:
- Inzet eDNA als instrument bij het beheer van vispopulaties
- Verspreiding soorten over een stroomgebied (kwalitatief, ongericht: met NGS; gericht en kwantitatief: met qPCR)

- Connectiviteit en (dus) mogelijke migratie belemmeringen detecteren

Samenwerking:

waterschap Waterschap
Drie waterschappen (BD, A&M, R&0O=WL) A\ L imburs \t Py é *Brabantse Delta

atkbza BASECLEAR

FOR 100% DNA RESULTS

Twee adviesbureaus (W+B, ATKB)

BaseClear als technologie partner

Mede gefinancierd uit de Toeslag voor Topconsortia voor Kennis en Innovatie (TKI's) van het ministerie van Economische Zaken

(Topsector Water & Maritiem)

7
].‘\,WR Watercycle Research Institute
Yy W



Metabarcoding

eDNA voor identificatie (barcode)

beschikbaar.

Bridging science to practice

Doel: een metabarcoding methode ontwikkelen, specifiek voor Nederlandse zoetwatervissen en publiek

* Onderzoeksvraag: Is het mogelijk om een geschikt DNA fragment te vinden om daarmee het voorkomen te

bepalen van 75 Nederlandse zoetwatervissen?
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Bridging science to practice

Metabarcoding

Ontwerp primers

= Selectie DNA-regio (barcode) met verschillende kenmerken:
* Veel kopieén in de cel (dus DNA in mitochondrién)
* Voor vissen typerende, vaste DNA-volgorde als basis voor ontwerp primers, én
* Voldoende variatie in de barcode om ‘alle’ vissoorten te onderscheiden
* Geen overlap met bestaande patenten

= Geselecteerd: DNA-fragment van 16S rRNA gen op de mitochondrién

F1+R2 baarzen

F2+R1 karpers

F3+R2 harders, stekelbaarzen, gup, grondels, rivierdonderpad, zalmachtigen
F3+R1 snoek, paling, fint en elft

F4+R2 kwabaal

F2+R3 Europese meerval

FA+R4 prikken

F3+R5 steuren

0O N o 01 A W N B
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Bridging science to practice

Metabarcoding

Evaluatie barcode in silico

= Zeer groot onderscheidend vermogen

e Vrijwel alle in NL voorkomende vissen worden onderscheiden (momenteel 63 soorten of soortcomplexen

beschikbaar in onze barcode bibliotheek)

0 basenparen verschil 1 basepaar verschil 2 basenparen verschil 3 basenparen verschil
Grote Marene-Houting Giebel-Goudvis Snoekbaars-Baars Ruisvoorn-Alver
Bronforel-Beekforel-Zeeforel Beekdonderpad-Rivierdonderpad Alver-Kolblei
Zalm-Grote Marene Zilverkarper-Grootkopkarper
Winde-Serpeling Kroeskarper-Giebel
Kroeskarper-Goudvis
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Bridging science to practice

Metabarcoding

Optimalisatie en validatie in vitro

Belangrijke test: samenstellen van een Mock community (artificiéle vispopulatie met bekende DNA-concentratie per

soort)
= Hoe reproduceerbaar is de analyse van een monster? Twee replica monsters
= Hoe gevoelig is de detectie? Wat is de detectielimiet?
= Zuiver DNA van 16 vissoorten, goed verdeeld over 6 primer combinaties
= Eén ‘hoog’ monster: relatief hoge dichtheden DNA kopieén voor alle 16 soorten

= En drie monsters met voor 8 soorten een zeer lage dichtheid (100-10-5 kopieén in een analysemonster van 5 pl); elk

van de overige 8 soorten in dezelfde dichtheid als het ‘hoge’ monster
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Metabarcoding: reproduceerbaarheld

) hoog | 100 kopieén 10kopieén Skopieén
Mock community 160% -
. . 90% 1
" Prima reproduceerbaarheid
. . i B
en nauwkeurigheid ten 80% A
Beekforel/Zeeforel/Bronforel
opzichte van de berekende 70% - Bermpje
Blankvoorn
ad nta”en DNA kopieén Drie doornige stekelbaars
60% 1 I M Karper
= Let op: het aantal kopieén per I I ™ Kesslers grondel
50% - W Kleine modderkruiper
zichtbare soort in de monsters = Kwabaal
H Meerval
. . 56 40% -
van serie A; B en C IS geIIJk W Pontische stroomgrondel
. B Snoek
dan serie HI 30% W Snoekbaars
W Spiering
= Percentages veranderen 20% - = 7alm
M Zonnebaars
echter als acht soorten sterk
10% -
dalen in aantal
0% K2 : : :
7 Calc. Mock Mock Calc. Mock Mock Calc. Mock Mock Calc. Mock Mock
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Bridging science to practice

Metabarcoding: gevoeligheid

hoog 100 kopieén 10 kopieén 5 kopieén

mmmmm
| readspersoort] 122514 | 89953 | 118885 | 110677 | 83422 | 102712 | 109964 | 108341

CEETS

Beekforel/Zeeforel/Bronforel 16327 15401 11873 14305 15144 15144
Bermpje 637 609 425 566 624 545

Blankvoorn

Drie doornige stekelbaars

Karper

Kleine modderkruiper 15011 14375 10624 13112 14071 13978
(AELEE]

Meerval

Pontische stroomgrondel

Snoek
Snoekbaars

Spiering
Zalm

Zonnebaars
Unclassified
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Bridging science to practice

Kwantitatieve soortdetectie (qPCR)

Ontwerp primers

Doelsoorten per gecombineerde gPCR analyse:
A: (Roer) Brasem, Kopvoorn, Barbeel, Zalm, Zeeprik
B: (Mark en Vliet) Marmergrondel, Zwartbekgrondel, Rivierdonderpad, Winde

C: (beken bij Breda): Rivierdonderpad, Kleine modderkruiper, Kopvoorn en zoetwaterkreeftenfamilie Cambaridae

= Ontwerp optimale primers en probes

= Primerparen, probe evaluatie (temperatuurgradiént)

= Selectiviteit (scheiding tussen doelsoort en niet gekozen vissoorten)
= Gevoeligheid (detectiegrens)

= Prestatie in combinatie met meerdere primer/probes (multiplex analyse)

7
].‘\,WR Watercycle Research Institute
Yy W



Bridging science to practice

Validatie gPCR in Vlaamse proefvijvers
Met dank aan Rein Brys, INBO

= Zes mesocosms gevuld met 400 liter grondwater, 25 vissoorten in verschillende dichtheden per mesocosm

= Elkindividu gewogen, daarna één week met rust gelaten

=  Watermonsters door KWR in duplo geanalyseerd met de zeer gevoelige digital droplet gPCR analyse

=  Doelsoorten: Kopvoorn, Winde, Zwartbekgrondel, Marmergrondel
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Validatie qPCR in Vlaamse proefvijvers

Met dank aan Rein Brys, INBO

=  Duidelijk lineair verband tussen gPCR
waarden en biomassa’s

= Dus een vertaling van DNA kopieén naar
biomassa lijkt ruwweg mogelijk

=  Maar: kleine of grote individuen kunnen niet

worden onderscheiden
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Bridging science to practice
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Bridging science to practice

Aa en Maas
Metabarcoding: kwalitatieve verspreiding van soorten

= 9 NGS onderzoekslocaties in Stads Aa en
Dieze (Den Bosch) i A \
@ ¢ rusrb‘;kkon \:nns:spagslsago
= 2 monsters te lage DNA opbrengst [ i
”~ ] .NL38_ 6J-4
,../ -:':.Z'i?unrbemonstenng -
g Elstsrraag »oe.‘gjngorsmuggef)eﬁ_‘_
NL38_602 NL38_601 |JoDE_AA_840
=3 “"(oo 0Q0091)
BePun!b@srg:ng
"(V‘ usmg brug

7
].\WR Watercycle Research Institute
Yy W



Bridging science to practice

Metabarcoding vs KRW bevissing

Soort Elststraat voetgangersbruggetje NL38_601 KRW NL38_602 KRW NL38_6J-4 KRW NL38_6J-3 KRW  Vispassage HW Henriettewaard i
DNA kopieén
Alver @ @ - @ >10%
Baars @] @ X @ X @] X @) X @ @ _ 110%
Bermpje @ @) X - Q@ <«1%
Bittervoorn @ -
Blankvoorn @ O X O X O X O X @
Brasem ' @ @ @ X @ X ﬁ . X beide
Driedoornige stekelbaars @ alleen NG5
Giebel/Goudvis @ @ - Sl
Karper @ @ ' ' x @ '
Kleine modderkruiper @ @ -
Kolblei @ @ _ X @ X
Kopvoorn Q@
Marmer grondel @ @ X _ X @ . x .
Paling @ @) X @
Pos @ O X @ X @ X @ @
Riviergrondel QO @) @ @
Roofblei @ @
Ruisvoorn @ @ X @
Snoek @) O X O O X @ X @
Snoekbaars @ X @ X @ @
Tiendoornige stekelbaars @)
Vetje @ @
Winde @ @ '
Witvin grondel Q@
Zeelt @ X @ @ @
Zwartbek grondel S X & X @ X @ @
Aantal soorten 18 15 8 10 7 16 9 15 11 13 12
y




Bridging science to practice

Brabantse Delta
Metabarcoding: kwalitatieve verspreiding (10x)
gPCR: kwantitatieve verspreiding van soorten (16x)

aat A9} [ A5G |
AV7
Oudemolen Klundert Wagenberg
Heijningen 2ep Hout
| (59| Langeweg
Zevenbergen Terheiiden (
Noordnoek : 8 Oosterhout
Dinteloord 3 Fijnaart
4 :
. 5 Zwartenberg (A16
Stampersgat Standdaa. uiten
) 5 Teteringen
1 - A17 Prinsenbeek
De Overval Etten-Leur BREDA CENTRUM
Oud Gastel Oudenbosch :
Steenbergen Hoeven Haoahuis
De Bocht 3
i Kruisland Malanzc
Bosschenhoofd A58 |
Sint
%' NGS Aa of Weerijs e Willebrord
qPCR Chaamse beken _
Roosendaal Rucphen Sprundel @ o
@ NGS Kleine beek (B A
19
qPCR Mark-Dintel Visdonk Rijsbergen Galder
) A6 ]
9 qPCR Bavelse Leij A% trilbeek Chaam
Iy
9 qPCR Markkanaal @ Oekel
. ) ispen Yederland Moeren : 20
9 qPCR Steenbergse en R'daalse Vliet : Klein-Zuridert
@ NGS Bijloop Q Z0grt
21 i S
9 qPCR Boven Mark Achirdal Wernhout & /\,Uhcoten
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Opmerkelijk: 13 van de 18
monsters ten zuiden van Breda
leverden te weinig eDNA op voor

analyse



Bridging science to practice

Metabarcoding vs KRW bevissing

DNA kopieén
@ >10%
Soort Aa of weerijs (AW_ZT_H5) KRW Aa of weerijs (AW_WB_F8) KRW Aa of weerijs (AW_EW_C2) KRW Kleine Beek (KL_BA_C3) Kleine Beek (KL_BL_B2) J 1-10%
Alver X @ @ <1%
Baars O X Q X X Q
Beekdonderpad Q
Bermpje o o @ @ :
. - X beide
Bittervoorn ) ) ) 0
Blankvoorn O X O X Q X Q @ - alleen NGS
Blauwband - alleen KRW
Brasem @ X X @ X
Drie doornige stekelbaars Q
Giebel/Goudvis 0 )
Karper ) X Q O
Kleine modderkruiper ) @ - 0
Kolbei e @ X
Marmer grondel Q
Paling Q O
Pos @
Riviergrondel _ X @ )
Ruisvoorn ) X ) X ) X ) @
Roofblei -
Snoek @ X @ X @ X ) @
Snoekbaars e @
Spiering O
Tien doornige stekelbaars _ @)
Vetje ®) @ X ®) X @) @)
Winde e e Q Q
Zeelt O X O X O X O @
Zonnebaars O O X O X )
Zwartbek grondel : v . : @
Aantal soorten 16 13 17 15 15 16 20 19
by 9




Metabarcoding langs de Roer, en 5 jaar vangsten ECI

Bridging science to practice

Soort

Alver

Baars

Barbeel
Beekdonderpad

Beekforel/Zeeforel/Bronforel

Bermpje
Bittervoorn
Blankvoorn
Blauwband
Brasem
Donaubrasem
Drie doornige stekelbaars
Elrits

Gestippelde alver
Giebel/Goudyvis
Goudyvis

Grote marene
Karper

Kesslers grondel
Kleine modderkruiper
Kolbei

Kopvoorn
Marmergrondel
Meerval

Paling

Pos

Ruisvoorn
Rivierdonderpad
Riviergrondel
Rivierprik®
Roofblei
Serpeling
Siberische steur®
Sneep

Snoek
Snoekbaars

Tien doornige stekelbaars
Vetje

Viagzalm

Winde

Zalm

Zeelt

Zeeprik®
Zonnebaars
Zwartbek grondel
Aantal soorten
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DNA ECI
tot 2009-2014
3016
72574
754
542°
92+406+374
6
6
15195
79
11019
7
34
36

91
1
1
33
6
1
192
272
382
48
3793
3353
362
542°
135
140
81
1125
12
116
96
816

116
8235
85
64
120
2408
45

!
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) 9

DNA kopieén
@ >10%

_ 1-10%
O <1%

IIIII beide

alleen ECI

- alleen NGS

ECI geen onderscheid in beide
donderpad soorten

NGS geen analyse prikken en
steuren (3 soorten)

75% van alle ECI soorten in
één dag met NGS
gedetecteerd



Samengevat op waterlichaam niveau

Soortenaantal met KRW bevissing en met eDNA (NGS)

40

35

30

25

20

Aantal

15

10

Aantal gedetecteerde soorten

Roer

Stadse Aa Dieze Aa of Weerljs

m KRW

B eDNA
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Waterschap Limburg

Bridging science to practice

|dentificeren van DNA dichtheid verschillen rond de ECI stuw (qPCR)

Brasem Kopvoorn Barbeel
3,5E+05 2500 2500
3,0E+05
2000 T T 2000
= 2,5E+05 _— —_
z z s
D 2,06405 3 1500 -g 1500
2 B boven g H boven B M boven
]
= 1,5E+05 = =
g , B beneden ; 1000 B beneden ; 1000 ® beneden
8 1,0e+05 a a
500 500
5,0E+04
Al A A A A A
0,0e+00 0 0
18 apr 9 mei 4 juni 18 apr 9 mei 4 juni 18 apr 9 mei 4 juni

Zalm en Zeeprik niet aangetoond

7
].xWR Watercycle Research Institute
Yy W



Bridging science to practice

Waterschap Limburg

Kwantitatieve verspreiding van doelsoorten (qPCR)

NNNNN

NZOy
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Waterschap Limburg

Kwantitatieve verspreiding van doelsoorten (qPCR)

Brasem Kopvoorn Barbeel
6,0E4+03 9,0E+03 700
§,0E+03
5,0E+03 T 600 T
7,0E+03
_ _ T _ 500
:.:': 4,0E+03 ":" 6,0E+03 :.:-:
o D 500403 2 400
§- 3,0E+03 2 a
- -
; p 4 0E+03 < 300
2 2,0E+03 T £ 3,06+03 Z
T 200
2,0E+03
1,0E+03 T 1
1,0E+03 - 100
i1 - JEE :
U,0E+00 T T T T T T T 0,0E+00 i T T T T T T 0 T T T T T T 1
Roerl1 Roer2 Roer3 Roerd4d Roer5 Roer6 Roer7 Roer1 Roer2 Roer3 Roer4 Roer5 Roert Roer7 Roer 1 Roer 2 Roer 3 Roer 4 Roer 5 Roer 6 Roer 7

Zalm en Zeeprik niet aangetoond
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Bridging science to practice

Conclusies

=  Metabarcoding: NL-Vispopulatiescan operationeel

e Groot onderscheidend vermogen

* Reproduceerbaar, lage detectiegrens (5 DNA kopieén/5 pl, gevalideerd met ddPCR)

=  Kwantitatieve gPCR-methoden ontworpen en gevalideerd (multiplex)

 Brasem, Kopvoorn, Barbeel, Zalm, Zeeprik, Marmergrondel, Zwartbekgrondel, Rivierdonderpad, Winde, Kleine
modderkruiper, Amerikaanse zoetwaterkreeften Cambaridae

 qgPCRresultaat vertoont goede relatie met biomassa voor 4 geteste soorten

= Goede ervaring met bemonsteringsprotocol, bewaren en transport van watermonsters in centifugebuizen

=  DNA extractie-rendement % van de locaties goed, maar niet voor deel watermonsters ten zuiden van Breda en 2 locaties
bij Den Bosch; filtratie is robuust gebleken maar vergt snel (24 uur) transport en verwerking door lab

7
].\WP\, Watercycle Research Institute
y W



Bridging science to practice

Tenslotte: heel veel dank aan onze samenwerkingspartners!

e Guido Atsma (Aa & Maas)

e Marco Beers (Brabantse Delta)

* Rob Gubbels & Harry Tolkamp (Waterschap Limburg)
e Tim Puts (Witteveen+Bos)

* |gor Spierts (ATKB)

« Tom van den Bogert (Baseclear)

Verder lezen in het rapport:

https://library.kwrwater.nl/publication/56006895
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Wordt vervolgd....

Bedankt voor je aandacht!

........................................................................................................................................................................

@KWR_Water

_ KWR Watercycle Research Institute




