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Samenvatting

Sinds hetJachtdecreetvanjuli 1991 is hetin Vlaanderen wettelijk verboden om jachtwild uit te
zetten. Ondanks dit verbod zijn er toch vermoedens dat patrijzen (Perdix perdix) op
regelmatige basis worden uitgezet. Door de verschillende geografische herkomst en
onvermijdelijke adaptatie aan kweekomstandigheden, verwachten we dat kweekindividuen
genetisch duidelijk verschillen van wilde patrijzen. Vermenging van beide kan bovendien
nadeligzijn voor natuurlijke populaties, zeker in het kader van de recente achteruitgang van
patrijsin Vlaanderen. Om zulke illegale uitzettingen beter te kunnen opsporen, gingen we in
deze studie na of het mogelijk is om met genetische technieken patrijzen afkomstig uit
gevangenschap maarvrijgelatenin het wild te onderscheiden van wilde vogels. De bekomen
resultaten geven ons ook een beter zicht op de genetische diversiteit en structuur van patrijs
in Vlaanderen. Dat kan van belang zijn bij het beheer van patrijzen.

In het najaar van 2020 en het voorjaar van 2021 werden verspreid over Vlaanderen stalen
verzameld van 495 in het wild voorkomende patrijzen. Daarnaast werden stalen genomen van
120 in gevangenschap gekweekte patrijzen afkomstig uit vijf kwekerijen uit Vlaanderen,
Nederland en Frankrijk. We genotypeerden een totaal van 546 patrijzen op meer dan 30 000
genetische merkers.

Op basis van deze genetische merkers werden verschillende parameters berekend. De
genetische diversiteit was niet verschillend tussen kweek en wilde populaties. Bovendien was
de diversiteitin geen enkeleregiolaagen observeerden we in geen enkele regio tekenen van
inteelt. We leiden hieruitaf dater in het kadervan genetische diversiteit geen noodzaak is tot
bijplaatsingen, herintroducties of andere translocaties van patrijs in Vlaanderen.

Ondanks de lage genetische differentiatie tussen gekweekte en wilde patrijzen, konden we
eenduidelijk onderscheid maken tussen beide types. Met uitzondering van individuen uit één
kweekpopulatie, lijken alle kweekindividuen afkomstig te zijn van éénzelfde (al dan niet
ancestrale) bronpopulatie. Hierdoor kunnen we dus geen uitspraken doen over de exacte
herkomst van gekweekte individuen per kwekerij. Wanneer we vervolgens kijken naar de
genetische structuur van enkel de wilde populaties in Vlaanderen, onderscheiden we twee
genetische clusters. Patrijzen afkomstig uit de het Noorden van de provincie Antwerpen
vormen een duidelijk aparte groep ten opzichte van alle andere individuen. Verder lijkt de
geobserveerde genetische structuur deels verklaard te worden door verbreiding over korte
afstanden, wat zich vertaalt in een duidelijke west-oost gradiént van genetische structuur.

Wanneer we focussen op de detectie van uitzettingen, zien we dat de gevolgde methode
toelaat om zuivere wilde individuen te onderscheiden van zuivere individuen van
kweekherkomst en van kruisingen tussen beiden. In gevangenschap gekweekte patrijzen
werdenvooral waargenomenin de provincies Vlaams-Brabant en Limburg; dit zijn regio’s waar
ook de densiteiten van wilde patrijzen lagerzijn. Bovendien was een deel van deze individuen
meerjarig en detecteerden we nakomeling van gekweekte en wilde individuen, wat doet
vermoeden datsommige uitgezetteindividuen zich ook succesvol kunnen voortplanten.Ineen
latere fase van het onderzoek zullen we een subset van merkers (circa 300) kiezen die in de
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toekomsteensnelle en doeltreffende screening van patrijzen zal toelaten in het kader van de
detectie van illegale uitzettingen.
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Aanbevelingen voor beheer en/of beleid

Dit project had als doel om een methode te ontwikkelen die het mogelijk maakt om op een
snelle en routinematige wijze illegale uitzettingen van patrijs te detecteren. Hiervoor
bestudeerden we de genetische structuur en diversiteit van wilde patrijzen in Vlaanderen.
Hieronder vatten we alle aanbevelingen, die meer uitgebreid in de discussie van dit rapport
worden besproken, samen.

e Genetische diversiteit verschilt niet sterk tussen wilde patrijzenpopulaties. Bovendien
werd er nergens inteelt vastgesteld. Bijplaatsingen en/of translocaties zijn dus niet
nodig met oog op het verhogen van de genetische diversiteit en om inteelt tegen te
gaan.

e Op basis van de genetische structuur zien we dat patrijzen uit het noorden van
Antwerpen een aparte cluster vormen. We suggereren deze ook als dusdanig als
aparte beheereenheid te behandelen.

e De genetischestructuurdie we waarnemen is gebaseerd op vrijwillige medewerking
van wildbeheereenheden, en biedt daardoor geen volledig beeld van de praktijk van
uitzettingen van patrijzen. We raden aan om de opening van de jacht op patrijs per
wildbeheereenheid vanaf 2022 te verbinden aan een verplichting tot inzamelen van
DNAvan elk gestrekt exemplaar. Dit zal ons toelaten om een meer objectief beeld te
krijgen van de genetische structuur van patrijs in Vlaanderen, en van het voorkomen
van uitgezette patrijzen.

Y

www.vlaanderen.be/inbo doi.org/10.21436/inbor.62125143 Pagina 5 van 57



English abstract

Releasing game has been forbidden in Flanders since 1991. Despite this ban, captive-bred
individuals of the grey partridge (Perdix perdix) are still illegally released on a regular basis.
Due to differences in origin and strong adaptation to breeding conditions, we expect that
farmed partridges differ genetically from their wild conspecifics. Mixing the two might be
detrimental to natural populations, especially given the strong decline of grey partridge in
Flanders. In order to detect such illegal releases, we explored the possibility to genetically
distinguish partridges reared in captivity, but released into the wild, from wild birds.
Moreover, the obtained results will also give us a better insight into the genetic diversity and
structure of the grey partridge in Flanders, which can be important for future conservation and
management.

In the autumn of 2020 and the spring of 2021, samples were collected from 495 wild
partridges distributed across Flanders. In addition, samples were taken from 120 captive-bred
partridges from five farms in Flanders, the Netherlands and France. We genotyped a total of
546 partridges on more than 30,000 genetic markers.

Genetic diversity did not differ between farmed and wild populations. In addition, diversity
was notreduced inany of the wild populations. This suggests thatintroducing or translocating
individuals is not needed for the genetic conservation of the grey partridge in Flanders.

Despite the low genetic differentiation, we were able to distinguish captive-bred partridges
fromwild birds. With the exception of individuals from one farm, all captive-bred individuals
appeared to originate from the same source population. As a result, we cannot make
statements about the exactorigin of illegallyreleased individuals. On the basis of the genetic
structure of the wild populations in Flanders, we observed that partridges from the north of
the province of Antwerp forma clearly separate group fromall otherindividuals. Furthermore,
the observed genetic structure appears to be partly explained by short-distance dispersal,
which translates into a clear west-east gradient of genetic structure.

Focusing onthe detection of illegal releases, we are able to detect both recent (pure captive-
bred individuals) and historical (introgressed individuals) releases. Captive-bred partridges
were mainly observed in the provinces of Flemish Brabant and Limburg, regions with low
partridge densities. In addition, some of these individuals were adults (>1y old) and the
detection of introgressed individuals indicates successful reproduction of some captive-bred
individuals in the past. We will further select a panel of circa 300 genetic markers for routine
monitoring, which will allow a fast and effective screening of partridges in the future.
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1 INLEIDING EN DOELSTELLINGEN

1.1 PATRIJSIN.VLAANDEREN.EN.EUROPA

De gewone patrijs (Perdix perdix, Phasianidae) is een akkervogel die verspreid voorkomt in
Europa. Patrijzen zijn typische grondbroedende vogels van open agrarische gebieden (Birkan
1988; Carroll 1993; McGowan & Kirwan 2013). Op Europees niveau bevindt, met 644 000 tot
1266 000 broedparen, ongeveer 50% van de Europese patrijzenpopulatie zich binnen de
landsgrenzen van Frankrijk. Hoge aantallen komen ook voorin Rusland, Polen en Roemenié
(respectievelijk 14%, 9% en 8% van de totale patrijzenpopulatie; BirdLife International 2015).
De totale Belgische patrijzenpopulatie bestaat uit een geschatte 5400 tot 13 600 paren
(BirdLife International 2015, 2017), wat overeenkomt met minder dan 1% van de volledige
Europese populatie (Bijlage 1; BirdLife International 2015). De Vlaamse populatie op zijn beurt
zou zo’n 5000 broedparen tellen (periode 2013-2018, Vermeersch et al. 2020). In Vlaanderen
zijn densiteiten het hoogst in de provincie West-Vlaanderen en nabij de gewestgrens met
Wallonié inde Vlaamse Ardennen. In de provincies Antwerpen en Limburg is de verspreiding
het meest versnipperd, met hogere densiteiten rond Hoogstraten, Zuidoost-Brabant en
Haspengouw (Figuur 1; Devos 2004; Vlaamse Vogelatlas 2021). In Wallonié worden de meeste
patrijzen waargenomen in het noordwesten waar de grootste concentraties zich tegen de
Franse grens bevinden in Henegouwen en Waals-Brabant (Bijlage 1; AVES 2020).

aanwezig (4)
1-3(45)
4-10(77)
11 - 25 (63)
26 - 50 (16)
51-100 (6)

Figuur 1. Voorlopige schattingen van het aantal broedvogels van patrijs in 2020-2022 (Vlaamse
Vogelatlas 2021).
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Ondanks deze schijnbaar hoge aantallen, gaat de patrijs sinds enkele tientallen jaren sterk
achteruit. Na een lange geschiedenis van fluctuaties in populatieaantallen vertoont de
Europese enVlaamse patrijzenpopulatie sinds enkele decenniaeen dalendetrend (o.a. BirdLife
International 2017; Devos et al. 2016a, 2016b; Kuijper et al. 2009; Vermeersch et al. 2020,
2021). Bovendien voorspellen populatiemodellen, op zowel korte als lange termijn, een
verdere achteruitgang (Bijlage 1; BirdLife International 2015). Op Europese schaal onderging
de soort sinds 1980 een erg steile daling van maar liefst 94% (PECBMS in Buner & Gottschalk
2021). Op Vlaams niveau kende de patrijzenpopulatie een sterke afname van 47% over de
periode 2007-2020 (Onkelinx et al. 2021, Vermeersch et al. 2021). Figuur 2 toont deze trend,
aangeduidalsindex, in Vlaanderen voor patrijs voor de periode 2007-2018 (Vermeersch et al.
2020). Een gelijkaardige dalingwordt ook waargenomen in de afschotstatistieken bijgehouden
door de Vlaamse wildbeheereenheden (Scheppers et al. 2019). Deze trends in de
populatiedynamiek van patrijs zorgden er voor dat de soort werd opgenomen in de rode lijst
van bedreigde Europese vogelsoorten en dat de status op Vlaams niveau in de meest recente
versie van de IUCN rode-lijst van de Vlaamse broedvogels als kwetsbaar werd aangeduid
(Devos et al. 2016a).

100% —

index

40% -

1 1 I I
2007 2010 2013 2016

Figuur 2. Trend van de patrijs (index) in Vlaanderen tijdens de periode 2007-2018 waarbij het
referentiejaar 2007 op 100% werd gezet (Vermeersch et al. 2020). Indexen voor 2019-2020 werden nog
niet toegevoegd.

1.1.1 De achteruitgang van patrijs

De achteruitgang van de patrijs wordt doorgaans toegewezen aan een verminderde
habitatkwaliteit en -geschiktheid ten gevolge van de intensivering van de landbouw. De
modernisering en de daarbij behorende nieuwe landbouwtechnieken resulteren vaak in het
verwijderen van smalle hagen en verwilderde grasstroken waar diverse grassen en kruiden
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gedijen (Southwood & Cross 1969). Deze landschapselementen zijn cruciaal voor het
voortbestaan van de patrijs, dewelke hierin hun voedsel en toevlucht vinden tijdens de
broedperiodeenterbescherming dienentegen predatoren. Hieraan samenhangend mogen de
potentiéle gevaren van ongelukkig gekozen maaimomenten niet vergeten worden, daar het
uitmaaienvan nesten en kuikens zware gevolgen kan hebben voor populaties van akkervogels
(ANB 2020).

Bovendien leidt hetintensiveren vanlandbouw vaak tot een verhoogd gebruik van pesticiden
en herbiciden. Verschillende studies (o0.a. Kuijper et al. 2009; Southwood & Cross 1969)
toonden intussen aan dat dit in direct verband staat met een veranderend en verminderd
voedselaanbod in verschillende kritieke periodes van het jaar. Volwassen individuen
consumeren voornamelijk zaden, granen, klaver, groeitoppen van gewassen en insecten
(McGowan & Kirwan 2013). Hierbij foerageren patrijzen tussen gewassen binnen een straal
van 500m verwijderd van de nestplaats (Green 1984). Kuikens daarentegen zijn in de vroegste
fases van hun leven voornamelijk aangewezen op het eten van verschillende insecten
(Southwood & Cross 1969). De overleving van de kuikens speelt een sleutelrol in de algemene
populatiedynamiek bij patrijs (Blank et al. 1967; Kuijper et al. 2009; Manly 1977 in Bro et al.
2000; Southwood & Cross 1967, 1969). Wanneerer mindervoedsel voorhandenis, in dit geval
door eenlage densiteit aan insecten door pesticidengebruik en landbouwingrepen zoals het
ploegenvan grond waarin insectenlarven en -poppen gedijen, moeten kuikens vaak langere
afstanden afleggen om geschikt voedsel te vinden. Dit maakt de kans op sterfte door honger of
door eenverhoogde blootstelling aan predatoren groter. Voor het voortbestaan van de patrijs
ishet dus cruciaal om de negatieve impact van het pesticidengebruik en landbouwbeleid op
het voedselaanbod te verminderen (Kuijper et al. 2009).

1.1.2 De jacht op patrijsin Vlaanderen

De achteruitgang van de patrijs heeft onder andere geleid tot een verstrenging van de
jachtwetgeving. De jacht op de patrijsis momenteel geopend van 15 september tot en met 14
november (BVR 09/10/2015%). Deze verstrenging houdt ook in dat er enkel gejaagd mag
worden op patrijs binnen een erkende wildbeheereenheid waarvan uit het faunabeheerplan
blijkt dat er een patrijsvriendelijk beheer wordt uitgevoerd en, wanneer er gedurende drie
voorafgaande jaren een gemiddelde voorjaarsstand van drie koppels per 100 ha open ruimte
geteld werden (BVR 25/04/2014°). Voor een meer uitgebreide informatie inzake de
voorwaarden waaraan voldaan moet worden om de jacht op patrijs te laten doorgaan,
verwijzen we naarde rapportenvano. a. Scheppersetal. (2019) en Verzelen et al. (2020). Het
bejaagbaar zijn van een soort die sterk achteruitgaat leidt echter tot heel wat controverse.
Overbejaging kan nefast zijn wanneer een soort al onder druk staat door veranderingen in
omgeving en habitatkwaliteit, zeker in gebieden met lage populatiedensiteiten. Onderzoek

L Art. 4.5 1. Besluit van de Vlaamse Regering betreffende de jachtopeningstijden in het Vlaamse Gewest
[citeeropschrift: "het jachtopeningsbesluit"] (B.S. 2015)

% Art. 22. Besluitvan de Vlaamse Regering houdende vaststelling van de voorwaarden waaronder de jacht kan
worden uitgeoefend [citeeropschrift:"het Jachtvoorwaardenbesluit van 25 april 2014"] (B.S. 2014)
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toont bovendien aan dat de voorjaarsstand van patrijzen lager is in situaties waar jacht
toegelatenisendatdeze verhoogde mortaliteitamperwordt gecompenseerd door een daling
in natuurlijke mortaliteit (Scheppers et al. 2019).

Uitzettingen van allerlei klein jachtwild, in functie van de jacht, komen nog steeds frequent
voor in grote delen van Europa. In Frankrijk is het vrijlaten van in gevangenschap
grootgebrachte dieren in functie van de jacht (en soortherstel) volledig legaal. Deze
uitzettingen worden onderandere gereguleerd door het Franse voedselagentschap. Volgens
het Syndicat National des Producteurs de Gibier de Chasse (SNPGC) zouden jaarlijks een
geschatte 5 miljoen patrijzen (zowelgewoneals rode patrijzen, Alectoris rufa) uitgezet worden
en zo’n 30 tot 40 miljoen eieren (fazant, rode en gewone patrijs) geproduceerd worden,
waarvan een groot deel bedoeld is voor export binnen Europa. Met ongeveer 300
gespecialiseerde kwekerijen zijn uitzettingen ten behoeve van de jacht ook in het Verenigd
Koninkrijk alomtegenwoordig. Jaarlijks zouden hier gemiddeld 200.000 uitzettingen van patrijs
plaatsvinden (Aebischer 2019 in Buner & Gottschalk 2020). Zo zou 83% van het afschot in het
Verenigd Koninkrijk afhankelijk zijn van geintroduceerde individuen afkomstig uit kwekerijen
(The Game Farmers’ Association 2021).

In Vlaanderen daarentegenis hetsinds hetJachtdecreetvan 24 juli 1991, verboden om wild uit
te zetten. In Wallonié is sinds 2021 de uitzetting van patrijzen voor de jacht sensu stricto ook
verboden. Enkel in functie van bijplaatsingen of herintroducties is de uitzetting nog onder
specifieke voorwaarden mogelijk. Ondanks het uitzetverbod in Vlaanderen werd in het najaar
van 2020 een lokaal jachtverbod uitgevaardigd nadat uitgezette patrijzen werden
teruggevonden in de regio rond Veurne (Schauvliege & De Bruyn 2020). Na dit voorval rees
opnieuw de vraag welke gevolgen dergelijke introducties kunnen teweeg brengen. Het
uitzetten van gekweekt jachtwild blijkt zelden te leiden tot duurzame populaties omwille van
de zeer beperkte overlevingskansen van de uitgezette dieren (Homberger et al. 2021).
Daarnaast verhoogt de kans dat wilde patrijzen mee geschoten worden met de gekweekte
dieren, hetgeen overbejaging van de wilde patrijzen in de hand we rkt. Bovendien kunnen
uitzettingen ook nadelige gevolgen hebben voor natuurlijke populaties, wanneer genetische
en/of gedragsmatige verschillen tussen wilde en gekweekte individuen te groot zijn en er
kruisingen optreden (Karlsson et al. 2016; Lavretsky et al. 2020; Putaala & Hissa 1998). Om na
te gaan wat de genetische effecten zijn van uitzettingen is het daarom nuttig om de genetische
diversiteit en structuur van overblijvende populaties in kaart te brengen.
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1.2 POPULATIE-EN.CONSERVATIEGENETICA

Het bestuderen van de populatiegenetica van patrijs in Vlaanderen kan ons belangrijke
informatie verschaffen omtrent de genetische populatiestructuur, de invloed van uitzettingen
en de huidige status van de soort. Voldoende genetische diversiteit is essentieel voor het
behoud van het adaptief potentieel van populaties, zeker wanneer men kijkt naar de snelle
verandering van de omgeving (Frankham et al. 2010). Indien blijkt dat de genetische diversiteit
laagisinbepaalde regio’s kunnen bovendien bepaalde maatregelen, zoals hetlegaal uitzetten
of het verplaatsen van individuen, genomen worden. Het bestuderen van de genetische
structuur daarentegen geeft een beeld overde genetische verschillen tussen populaties, en de
connectiviteit en dispersie-afstanden van patrijzen. De genetische structuur van patrijs in
Vlaanderen kan echter beinvioed zijn door (al dan niet recente) uitzettingen van in
gevangenschap gekweekte individuen.

1.2.1 Genetische aanpassingen aan gevangenschap

De mogelijke genetische problemenvan het uitzetten vanin gevangenschap gekweektedieren
zithemin de afkomst en achtergrond van deze individuen. In het algemeen worden individuen
afkomstig uit kwekerijen blootgesteld aan condities die sterk verschillen van een natuurlijke
omgeving. Bovendien zijn effectieve populatiegroottes van kweekpopulaties vaak laag.
Hierdoor kan het kwekenvanindividuen in gevangenschap een sterke invloed hebben op de
genetische achtergrond van individuen en populaties, wat kan resulteren in een verlies aan
genetische diversiteit, inteelt, accumulatie van nadelige mutaties (‘inbreeding load’) en
adaptatie aan gevangenschap (Frankham et al. 2002; Frankham 2008; Laikre et al. 2010).
Adaptatie aan gevangenschap wordt vaak bestudeerd bij vissen en amfibieén, maar is ook een
welbekend fenomeen bij vogels en zoogdieren (Frankham 2007) en kan al optreden binnen
enkele generaties (Araki et al. 2007; Christie et al. 2012; Laikre et al. 2010). Deze snelle
aanpassingenzijnvaak hetgevolgvan de hoge selectiedruk die individuen in gevangenschap
ervaren.Voorbeelden van zulke aanpassingen zijn veranderingen in gedrag, een stijging in het
aantal nakomelingen en veranderde timing in reproductie (Gilligan & Frankham 2003).

Wanneergekweekte individuen vervolgens worden vrijgelaten in een natuurlijke omgeving,
blijkt hun overlevings- en voortplantingssucces over het algemeen vrij laag (Buner & Schaub
2008; Champagnon et al. 2012; Parish & Sotherton 2007; Sokos et al. 2008). Dit wordt vaak
toegewezen aan de afwezigheid van anti-predatiegedrag (Kraaijeveld-Smit et al. 2006), lage
stresstolerantie, suboptimale habitatselectie (Brittas et al. 1992; Sage et al. 2003) en lage
reproductieve output van gekweekteindividuen in een natuurlijke omgeving (Araki et al. 2007,
Frankham et al. 2002). Naast de lage overlevingskansen onder andere ten gevolge van
maladaptatie, kunnen gekweekte individuen ook een negatieve invloed hebben op de
genetische integriteit van wilde individuen en populaties. Bij kruisingen tussen beide
(introgressie) kunnen maladaptieve genvarianten zich verspreiden, wat leidt tot fitnessverlies
door deze genetische vermenging (McGinnity et al. 2003; Mufioz-Fuentes et al. 2007; Randi
2008).
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1.2.2 Genetische aanpassingen aan gevangenschap in patrijs

In functie van de jacht, worden patrijzen afkomstig uit gevangenschap al decennia lang
uitgezet in verschillende Europese landen. Doorgaans worden patrijzen gekweekt in
grootschalige industriéle complexen met behulp van broedmachines. Meer conservatieve
kwekerijen daarentegen proberen meer natuurlijke condities na te bootsen en proberen
inteelt tegen te gaan door inmenging van individuen uit het wild (Bech et al. 2020; Bro et al.
2017; Soko et al. 2008). De sterk verschillende condities in kwekerijen ten opzichte van een
natuurlijke omgeving uiting zich onder meer in een onbeperkte toegang tot kunstmatige
voeding, de hoge densiteit aan pathogenen en het gebruik van anti-parasitaire middelen, het
gebrek aan natuurlijke omstandigheden en mogelijkheid tot sociaal gedrag, en de incubatie
van een onbeperktaantal eieren. Dit leidt verder tot het verbreken van de ruilfunctie tussen
tussen legselgrootteen de kans op het succesvol uitbroeden van alle eieren, aanpassingen aan
een onnatuurlijk dieet, verlaagde vluchtrespons en verhoogde stresstole rantie. Sommige
producenten gebruiken al tientallen generaties bepaalde kweeklijnen, wat onvermijdelijk leidt
tot sterke adaptatie aan gevangenschap (Gilligan & Frankham 2003).

Bovendien toont een groot aantal studies uit verschillende Europese landen aan dat de
overlevings- en voorplantingskansen van gekweekte patrijzen erg laag zijn. Deze lage
overlevingisvaak het resultaat van de gebrekkige habitatselectie en de afwezigheid van anti-
predatiegedrag in gekweekte individuen. Andere verschillen die de overlevingskansen van
gekweekte individuen verlagen zijn verminderde waakzaamheid, een gebrek aan correcte
voedingsstrategie en vaak gebrekkige resistentie tegen ziektes. De patrijzen die wel langere
tijd overleven, planten zich zelden succesvol voort (Buner et al. 2005; 2011; Morris & Gilroy
2008; Parish & Sotherton 2007; Putaala et al. 2001; Rantanen et al. 2010; RymesSova et al.
2012).

Slechts een beperkt aantal studies heeft de genetische structuur van patrijs onderzocht
(Andersen & Kahlert 2012; Bech et al. 2012; 2014; 2020; Liukkonen-Anttila et al. 2012). Van
deze studies bestudeerde enkel Bech et al. (2020) de genetische verschillen tussen wilde en
gekweekteindividuen, enmeteen zeer beperkte genetische resolutie. Uit deze studie bleek
dat wilde en gekweekte patrijzenin het noordenvan Frankrijk niet sterk van elkaar verschillen.
Bovendientoont geen enkele studie aan dat hybriden frequent voorkomen, in tegenstelling tot
bij rode patrijzen (Barbanera et al. 2010; Blanco-Aguiar et al. 2008; Casas et al. 2011). Deze
afwezigheid of lage densiteit van hybriden kan worden verklaard door de lage
overlevingskansen van uitgezette patrijzen, zoals eerder vermeld, door de lage
overlevingskansen van gekruiste individuen, of door het gebrek aan statistische kracht om
kruisingen te detecteren (Bech et al. 2020).
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1.23 Genetische identificatie van (illegale) introducties

Genetische verschillen tussen gekweekte en wilde patrijzen, die we kunnen verwachten ten
gevolge van eenverschil in herkomst en adaptaties aan gevangenschap, geven de mogelijkheid
om illegale uitzettingen te detecteren. Er zijn verschillende complementaire methodes
waarmee we in principe kunnen achterhalen of en op welke schaal individuen gekweekt in
gevangenschap worden uitgezet.

e Wahlund effect. Wanneer populaties met eenverschillende genetische samenstelling
vermengd worden (bv. een autochtone populatie waar dieren van een andere
herkomst worden aan toegevoegd), is de waargenomen heterozygositeit lager dan
verwacht onder random paarvorming tussen de ouders van de bemonsterde dieren.
Zo’'n afwijking is een eerste indicatie van een illegale uitzetting. We verwachten dit
echter enkel te kunnen waarnemen wanneer het aandeel van uitgezette en
autochtone dieren van dezelfde grootteorde is.

e Multivariate ordinatie. De genetische samenstelling van alle dieren laat toe om
genetische afstanden te bepalen tussen genotypes. Die genetische afstanden
gebruiken we om met een Principiéle Componenten Analyse (PCA) de belangrijkste
genetische structuren te onderscheiden. Genotypes die sterk op elkaar gelijken zijn
nauw verwant als gevolgvan een gemeenschappelijke oorsprongen groeperen samen
op een diagram. Wanneer in eenzelfde gebied patrijzen voorkomen die in een PCA -
diagram niet samen clusteren, geeft dit aan dat er recent twee of meer populaties
vermengd werden met elkaar..

e Discriminant analyses, clustering en toewijzingen. Aan de hand van de gekende
oorsprong van stalen (bv. gekweekt versus wild) is het mogelijk om na te gaan hoe
goed elk dier via de genetische samenstelling wordt toegewezen aan zijn
referentiegroep. Dieren die als mogelijk wild werden geidentificeerd (afschot,
ringvangst, verkeersslachtoffer ..) maar die toch worden toegewezen aan een
referentiepopulatie van gekweekte dieren hebben met hoge zekerheid een herkomst
uitgevangenschap. Complementair hieraan kunnen Bayesiaanse clustering-methodes
toelaten om zonder voorkennis groepen van elkaar te onderscheiden.

De combinatie van bovenstaande methodes laat ons bovendien toe om een onderscheid te
maken tussen recente (geen introgressie) en oudere introducties (introgressie).
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1.3 DOELSTELLINGEN

Dit project heeft als doel het ontwikkelen van een genetische methode die toelaat om te
detecteren waar en of patrijzen illegaal uitgezet worden in Vlaanderen. Om dit na te gaan
zullen we genetischeverschillen tussen wilde populaties onderling en tussen wilde populaties
en kweekpopulaties onderzoeken. Algemeen zal deze studieons een beterinzichtgeveninhet
genetische verleden, heden en toekomstvan patrijzenin Vlaanderen. Verdere conclusies over
de populatiestructuur kunnen hieruit getrokken worden. Meer concreet hebben we volgende

doelstellingen:

e Nagaan of en waar er illegaal patrijzen werden uitgezet, met uitrol van een
eenvoudige genetische identificatiemethode om routinematig, via steekproeven of
gerichte controle, patrijzen toe te wijzen aan referentiegroepen.

e De genetische diversiteit, structuur en connectiviteit van patrijs in Vlaanderen
bepalen, met het oog op evaluatie van de noodzaak tot bijplaatsingen.
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2 WERKWIZE

2.1 STAALNAME

2.1.1 Wildvangst patrijzen

Patrijzen ‘in de vrije wildbaan’ werden tijdens twee fases bemonsterd. Beide staalname-
campagnes gebeurden met medewerking van de lokale jagers. Er zijn dus geen stalen
afkomstig uit gebieden waar de lokale jagers niet wilden meewerken aan dit onderzoek.
Tijdens de eerste fase, in oktober 2020, werd via Hubertus Vereniging Vlaanderen (HVV) aan
alle wildbeheereenheden (WBE’s) gevraagd om van geschoten patrijzen een poot of teen te
bewaren bij -20 °C. Op deze manier werden 326 stalen ingezameld uit 28 WBE’s (Figuur 3,
Tabel 1). Om ook stalen te verzamelen van gebieden waar we geen of onvoldoende stalen van
hadden ontvangen, werd er tijdens een tweede fase, van 31 januari tot en met 16 april 2021,
een staalnamecampagne georganiseerd om patrijzen in het veld te bemonsteren in
samenwerking met HVV en de lokale WBE’s. Deze campagne werd goedgekeurd door de
Ethische Commissie Dierenwelzijn (ECINBO13). In samenwerking metlokale jachtrechthouders
werd er een lokgeluid afgespeeld op geschikte locaties. Solitaire hanen, dewelke hierop
reageerden, werden vervolgens gevangen. Van de gevangen vogels werd een bloedstaal
genomen. De bloedstalen werden vervolgens bewaard in Queen’s Lysis buffer met een
verhouding 100 plL bloed in 1000 pL buffer. Het nemen van een bloedstaal werd in dit
genetisch onderzoek geprefereerd door de hoge kwaliteit en kwantiteit aan DNA die op deze
manier verzameld kan worden (Guidelines for Taking Samples from Birds and Mammals for
DNA Extraction, n.d.). Elk gevangen individu kreeg vervolgens een wetenschappelijke metalen
ringen werdlevendterugvrijgelaten op de locatie van vangst. Op deze manier werden er 169
stalen (168 hanen, 1 hen) uit 30 WBE’s toegevoegd (Figuur 3, Tabel 1). Op basis van het
ruipatroon ende slijtage van de twee buitenste handpennen werd de leeftijdsklasse geschat.
Van de 169 individuen waren 45 vogels met zekerheid ouder dan 1 jaar, 114 vogels waren
jonger dan 1jaar, en van 10individuen was de leeftijdsbepaling onzeker.

2.1.2 Kwekerijen

Eendagskuikens afkomstig uit een Franse, een Vlaamse en een Nederlandse/Duitse kwekerij
werden geéuthanaseerd, alvorens ereen bloed- en weefselstaal werd genomen. Individuen uit
Kwekerij 1werden opgedeeld intweegroepen (Kwekerij 1A en Kwekerij 1B), waarbij patrijzen
uit Kwekerij 1A volgens de leverancier speciaal worden gekweekt voor
conservatietranslocaties/populatieherstel. Verder werden er op 6 november en 30 oktober
2020, respectievelijk 7en 23 volwassen patrijzen, afkomstig uit een niet nader gekendeeneen
gekende Franse kwekerij, in beslag genomen door Natuurinspectie West van het Agentschap
voor Natuur en Bos (Tabel 2).
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Tabel 1. Overzicht van het aantal wildvangst stalen verzameld door de wildbeheereenheden (WBE's,
aantal jachtstalen) en tijdens de staalnamecampagne (aantal INBO stalen). Alsook het totale aantal
wildvangst stalen en het aantal stalen dat uiteindelijk mee werd genomen in de genetische analyses per
WABE. De stalen meegenomen inde genetische analyses zijn stalen waarvan de kwaliteit voldoende hoog
was en die vervolgens ook succesvol gegenotypeerd werden. Per WBE werd aangeduid aan welke regio
de stalen werden toegewezen in functie van de verdere analyses.

WBE Regio Jacht INBO Totaal Geanalyseerd
Antwerpse Polders Noord Noorderkempen 1 0 1 1
De Beneden-Marck Noorderkempen 4 0 4 4
Essen Noorderkempen 0 3 4 2
Groot Brecht Noorderkempen 57 0 57 13
Maxburg Noorderkempen 14 6 20 17
Noorderkempen Noorderkempen 0 0 1 1
Kinrooi Limburg - Noord 0 4 4 3
Molenbeersel Limburg - Noord 0 1 1 1
Jekervallei Limburg - Zuid 0 2 2 2
Patrijzenkuilen Limburg - Zuid 0 4 4 4
Havengebied Gent OostVI - Noord 0 14 14 13
Langs de Hoge Kale OostVI - Noord 14 5 19 17
Meetjesland-Noord OostVI - Noord 9 0 9 8
Moerstuiver-Damkeuken OostVI - Noord 6 0 6 2
Rond Kale, Lieve & Burggrave OostVI - Noord 15 0 15 10
Etbos OostVI - Oost 8 0 8 7
Scheldevallei OostVl - Oost 0 18 18 18
Klaverbeek OostVl - Oost 0 9 9 9
De Zavelputten OostVI - Zuid 7 0 7 6
Dendervallei OostVI - Zuid 21 0 21 19
Scheldeoord vzw OostVI - Zuid 4 0 4 4
De Bekkevoortse Oost-Brabant 0 5 5 4
Meerdaal-Honsem Oost-Brabant 0 1 1 1
ROW Oost-Brabant 17 6 23 14
Tussen Voer & Yse Oost-Brabant 0 5 5 5
Velpedal Oost-Brabant 16 4 20 16
Walenbos Oost-Brabant 0 2 2 2
Land van Aalst Pajottenland 4 0 4 4
Dendervallei West-Pajottenland Pajottenland 0 1 1
Nederbrabant Pajottenland 0 2 2
Oost-Pajottenland Pajottenland 0 12 12 12
De Kemmelbeek leper 4 4 8 7
Hoppeland leper 0 1 1 1
In Flanders Fields leper 10 15 25 24
Achterhaven Zeebrugge Kust - Oost 0 2 2 2
Damme-Oostkust Kust - Oost 11 0 11 7
Paddegat Kust - Oost 0 12 12 10
De Middenkustvallei Kust - West 22 8 30 25
Tussen ljzer en Houtland Kust - West 9 0 9 6
Westhoek Kust - West 0 2 2 2

Y s

www.vlaanderen.be/inbo

doi.org/10.21436/inbor.62125143

Pagina 19van 57




‘t Veld WestVI - Centraal 6 1 7 6
Baekeland WestVI - Centraal 4 0 4 4
De Hazebeek WestVI - Centraal 3 0 3 2
Driekoningen WestVI - Centraal 10 0 10 6
Houtland WestVI - Centraal 0 3 3 3
Mandelvallei WestVI - Centraal 26 0 26 20
De Harelbeek- en Heulebeekvallei ~ WestVI - Zuid 16 15 31 26
leperlee WestVI - Zuid 3 0 3 3
Leie- en Schelde kouters WestVI - Zuid 5 1 6 2
Totaal 326 169 495 378

Tabel 2. Overzicht van het totaal aantal patrijzen per kwekerij en het aantal dat werd meegenomen in
de genetische analyses. De stalen meegenomen in de genetische analyses zijn stalen waarvan de
kwaliteit voldoende hoog was en die vervolgens ook succesvol gegenotypeerd werden.

Afkomst Totaal Geanalyseerd
Kwekerij 1A (Frans) 20 19
Kwekerij 1B (Frans) 20 19
Kwekerij 2 (Frans) 7 7
Kwekerij 3 (Belgisch) 30 28
Kwekerij 4 (Nederlands/Duits) 20 13
Kwekerij 5 (Onbekend) 23 18
Totaal 120 104

2.2 GENETISCHE ANALYSES

2.2.1 Sequencing

In een eerste stap werd DNA van alle stalen geéxtraheerd met de DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen). De concentratie van het geéxtraheerde DNA werd bepaald met de Quant-iT
PicoGreen dsDNA kit (Thermo Fisher Scientific Inc.). DNA kwaliteit werd gecontroleerd via
Agarose gel elektroforese (1% agarose in TAE, 30 min/100 V). De kwaliteit van 67 stalen bleek
onvoldoende. Het DNA van deze stalen werd opnieuw geéxtraheerd met de QlAamp DNA
micro kit (Qiagen). Van 47 stalen was de kwaliteit na deze nieuwe extractie nog steeds niet
voldoende. Al deze stalen waren tenen of pootjes afkomstig van de jacht. Van deze locaties
werden wel nogandere stalen meegenomen waarvan de kwaliteit wel goed was. Op basis van
de kwaliteit en aantal stalen per WBE, werden uiteindelijk 546 stalen gebruikt voor verdere
genetische analyses (Tabel 1, Tabel 2). Deze stalen werden willekeurig verdeeld over zes pools
van 90 individuen. Aan elke pool werden telkens zes replicaten toegevoegd.

Als genetische merker werd er gekozen om met Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) te
werken. Bijvoorbeeld, in een populatie kan op een bepaalde plaats in het genoom de DNA -
sequentie 5'-CACTATACCGAG-3’ voorkomen, maar ook 5'-CACTATGCCGAG-3'. De variabele
positieishier Aof G (inhetvetaangeduid). In sommige populaties komt de ene variant meer
voor dande andere. Wanneer zulke informatie op honderden tot tienduizenden plaatsen op
hetgenoom wordt gecombineerd, krijgje een beeld van de genoomwijde genetische structuur
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binnen entussen populaties. Voor het identificeren van SNPs volgden we een Doubl e Digest
Genotyping-by Sequencing (GBS) protocol, gebaseerd op methodes beschrevenin Elshireet al.
(2011) en Poland et al. (2012).

Van elk individueel staal werd 100 ng DNA gefragmenteerd met behulp van de restrictie
enzymen Pstl en Msel gedurende 2 uur op 37°C. Vervolgens werden per pool aan elk
individueel staal een unieke barcoded (Pst/) en gemeenschappelijke (Msel) adapter geligeerd
met behulp van T4 DNA ligase op een temperatuur van 22°C gedurende 60 minuten, gevolgd
door 30 minuten op 65°C. Alle stalen werden na ligatie opgezuiverd met behulp van Ampure
XP beads (1:1 verhouding). Hiernawerd het geknipte DNA geamplificeerd (16 cycli van 30s op
96°C, 20s op 65°C en 30s op 68°C), waarna de stalen opnieuw werden opgezuiverd met behulp
van Ampure XP beads (1:0.8 verhouding). De finale concentratie DNA in elk staal werd bepaald
met het QuantiFluor One ds DNA system (Promega). Gebaseerd op deze concentratie werd van
elk van de 96 stalen voor elk van de zes pools 10 ng samengevoegd. Vervolgens werden er
voor elk van de zes pools, DNA fragmenten geselecteerd met een grootte tussen 310 en 460
baseparen (zonder adapters) met een 2% agarose cassette op een Blue Pippin toestel (Sage
Science). De keuze van de enzymen en de selectie van de fragmenten werd gebaseerd op in
silico genome digestion in SIMRAD v0.96 in R (Lepais & Weir 2014). De zes pools, die elk 96
stalen (90 individuen + 6 controlestalen) bevatten, werden vervolgens 150 bp paired-end
gesequenced op een lllumina HiSeq 2500 platform door Admera Health (New Jersey,
Verenigde Staten).

2.2.2 Bio-informatische data-analyse

Ruwe DNA sequenties werden geleverd in twee FastQ bestanden per pool. Eerst werd de
kwaliteit van de sequenties gecontroleerd met behulp van FastQC software versie 0.11.9
(Andrews 2015). De gepoolde sequenties werden vervolgens gescheiden op basis van de
unieke barcodestoegevoegd aan elkindividueel staal tijdens de ligatie via de process_radtags
module van Stacks versie 2.54 (Catchen et al. 2011, 2013; Rochette et al. 2019). Op deze
manierwerden de sequenties opnieuw verzameld per individu. Reads met een uncalled base
en lage kwaliteit (Phred score < 10) werden verwijderd. Vervolgens werden de adapter
sequenties en overblijfselen van de RE cutsites verwijderd met behulp van Cutadapt versie 3.5
(Martin 2011). De sequenties werden hierna gemapt ten opzicht van het referentiegenoom
van kip (Gallus gallus domesticus), fazant (Phasianus colchicus), rode patrijs (Alectoris rufa) en
kalkoen (Meleagris gallopavo) met bowtie2 versie 2.4.1 (Langmead & Salzberg 2012). Beste
alignmentrates werden bekomen op basis van het genoomvan fazant, dewelke werd gebruikt
voor de volgende analyses. De alighnment rate varieert tussen 1.39 en 83.80%, met een
gemiddelde van 78.66%. Individuen met lage alignment rate (<70%) werden verwijderd. De
aanwezigheid van SNPs werd bepaald met de gstacks module van Stacks versie 2.54 en
vervolgens een eerstekeergefilterd met de populations module (Paris et al. 2017; Rochette &
Catchen 2017; Rochette etal. 2019). Verdere filtering vanindividuen en SNPs werd uitgevoerd
met VCFtools (Danecek etal. 2011). Individuen met meer dan 20% afwezige genotypes werden
verwijderd. Vervolgens werden enkel SNPs met MAF groter dan 0.01, MAC groter dan 3,
missingness (uitval van loci) lager dan 20% en sequencing depth van minstens 8 behouden.
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Na kwaliteitscontrole varieerde het aantal reads per pool tussen 537 951 948 (Pool 1) en 713
315 417 (Pool 4). Het aantal reads per individu varieerde tussen 10 156 en 28 206 569, met
eengemiddeldevan 6 059 954 reads. Negenindividuen met minderdan 500 000 reads werden
verwijderd. Vervolgens werden 20individuen metalignment rate lager dan 70% verwijderd om
dat deze in eenvolgende fase de analyses bemoeilijken. Van de zes controlestalen, die aan
elke pool werden toegevoegd, werd telkens het staal met het meeste aantal reads behouden;
30 stalenwerden dus verwijderd. Vervolgens werden er nog 35 individuen verwijderd waarvan
meer dan 20% van de SNPs niet gegenotypeerd werden. De finale dataset bedraagt 30 194
SNPs gesequeneerdin 482 individuen afkomstig uit 49 WBE’s en vijf kwekerijen (Tabel 1, Tabel
2). Gemiddelde read depth per individu is 14.431x (range = 5.289 - 60.796). Gemiddelde
missingness is 3.8% per individu (range = 1.3% - 23.6%).

223 Data-analyse

De data-analyse werd uitgevoerd in twee stappen. Alle individuen gevangen in de ‘vrije
wildbaan’ (zie 2.1.1), vanaf nu aangeduid als wildvangst individuen, werden opgedeeld op
basis van regio, zoals weergegeven in Figuur 4 en Tabel 1. In de eerste stap werden alle
wildvangst en kweekindividuen samen geanalyseerd. De term weekindividuen refereert naar
de stalengenomen uit kwekerijen (zie 2.1.2). Ineentweede stap werden vervolgens, op basis
van de resultaten en de toewijzingen, de stalen geidentificeerd als wildvangst maar afkomstig
uitkweek en de kweekindividuen verwijderd. Alle analyses in deze stap werden vervolgens
uitgevoerdvoordeze autochtone groep. Alle analyses werden uitgevoerd in R versie 4.0.2 (R
Core Team 2021).

Noorderkempen [l leper

Limburg - Noord @ Kust - Oost

Limburg - Zuid A Kust - West B OostV| - Noord
Oost-Brabant ~ [J WestVl - Centraal @ QostVI - Oost
Pajottenland € WestVl - Zuid A OostVl - Zuid

Figuur 4. Overzicht van alle wildvangst (geschoten en eigen vangst) patrijzen. Kleuren en symbolen
geven de opdelinginregio’s, zoals gebruikt voor de verdere analyses, weer.
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Genetische diversiteit - De genetische diversiteit werd uitgedrukt aan de hand van de
gemiddelde waargenomen heterozygositeit (Hy), die per locus 0 of 1 kan zijn (het locus is wel
of niet variabel binnen dat individu). Op niveau van een groep van individuen (“populatie”)
werd de Hg berekend (hetaandeel verwachte heterozygote genotypes onder Hardy-Weinberg
evenwicht) en de gemiddelde waargenomen heterozygositeit (Ho). Dit werd berekend met
behulp van R package Hierfstat versie 0.5-7 (Goudet 2005). Hy, en H: kunnen waardes
aannemen tussen 0 (geen genetische variatie, alle loci of individuen zijn homozygoot) tot 1
(maximale genetische variatie, alle loci of individuen zijn heterozygoot). Onder normale
omstandighedenis de maximale gemiddelde waarde van H;= 0.5 vooreen SNP-locus met twee
allelen, wanneer de twee allelen een gelijke frequentie hebben in de populatie.

Genetische structuur - De genetische structuur werd visueel weergegeven metbehulp van een
PCA plot (Principal Component Analysis) met R package ade4 versie 1.7-18. PCAis een techniek
die toelaatom de hoogdimensionele complexe datate reduceren tot enkeledimensies die het
gros van de structuur in de data weergeven. Op een PCA-plot clusteren individuen met een
gelijkaardige genetische samenstellingsamen. Vervolgens werd de fixatie-index (Fsr), een maat
voor genetische afstand tussen groepen, berekend met R package Hierfstat versie 0.5-7
(Goudet 2005).

Om eenbeeldte krijgen van de invloed van geografische afstand op genetische afstand tussen
wilde individuen, werd een Mantel correlogram opgesteld met behulp van R package Vegan
versie 2.3-5 (Oksanen etal. 2007). In een correlogram wordt de correlatie tussen genetische en
geografische afstand weergegeven voor een bepaald aantal afstandsklassen. In deze dataset
werd gekozen voor afstandsklassen van 2 km.

Toewijzingen - Om individuen toe te wijzen aan groepen, werd een Discriminant Analysis of
Principal Components (DAPC) uitgevoerd. DAPC transformeert de data eerst met behulp van
een PCA, waarna het aantal clusters en toewijzingen van individuen aan deze clusters wordt
bepaald met behulp van Discriminant Analysis (DA). Deze analyse werd uitgevoerd zonder
priorinformatie over hetaantal groepen op basisvan het K-means algoritme. Hierbij wordt het
optimaal aantal clusters (K) geschat op basis van het Bayesian Information Criterion (BIC).
Vervolgens werd elk individu toegewezen tot één van de clusters (Jombart & Collins 2015).

Aansluitend werd een STRUCTURE analyse uitgevoerd met R package ParallelStructure versie
1.0 (Besnier & Glover 2013; Falush et al. 2003; Pritchard et al. 2000). Net als bij een DAPC gaat
het STRUCTURE algoritme op zoek naar genetische clusters (K) in de dataset. Dit kan zowel
zonderals met prior informatie over het aantal groepen. Vervolgens wordt voor elk individu de
afkomstvan elk van deze groepen bepaald. STRUCTURE laat beter dan DAPC toe om (recente
enminderrecente) genetische vermenging tussen populaties te kwantificeren. De STRUCTURE
analyse werd drie keer uitgevoerd. Hierbij gebruikten we een admixture model zonder prior
informatie over hetaantal groepen (burn-in = 10 000, iteraties = 100 000). Het optimaal aantal
clusters Kwerd daarna bepaald op basis van DeltaK en loglikelihood met behulp van Structure
Harvester v0.6.94 (Earl & vonHoldt 2012).
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3 RESULTATEN

3.1 STAP 1: GENETISCHE DIVERSITEITEN.STRUCTUUR VAN ALLE

In deze eerste stap werden alle 482 (zowel wildvangst als kweek) individuen, die succesvol
gegenotypeerd werden, opgenomen in de analyse.

Genetische diversiteit - De waargenomen heterozygositeit Hp varieerde tussen 0.231 (Regio
Noorderkempen) en 0.247 (Regio Limburg-Zuid) voor de wildvangst populaties, en tussen
0.239 (Kwekerij 4) en 0.250 (Kwekerij 5) voor de kweekpopulaties (Tabel 3). Verwachte
heterozygositeit Heverschilde niet significant van waargenomen heterozygositeit Ho (Tabel 3).

Tabel 3. Waargenomen en verwachte heterozygositeit (Ho en Hg) en het aantal individuen (n) voor elk
van de wildvangst groepen en de kweekpopulaties.

Regio n Ho He
Noorderkempen 38 0.231 0.224
Limburg - Noord 4 0.238 0.235
Limburg - Zuid 6 0.247 0.238
OostVI - Noord 50 0.230 0.226
OostVI - Oost 34 0.237 0.236
OostVI - Zuid 29 0.231 0.225
Pajottenland 19 0.237 0.233
Oost-Brabant 42 0.242 0.234
leper 32 0.234 0.229
Kust - Oost 19 0.229 0.223
Kust - West 33 0.232 0.224
WestVI - Centraal 41 0.235 0.227
WestVI - Zuid 31 0.232 0.228
Kwekerij 1A (Frans) 19 0.244 0.238
Kwekerij 1B (Frans) 19 0.244 0.236
Kwekerij 2 (Frans) 7 0.248 0.235
Kwekerij 3 (Belgisch) 28 0.243 0.237
Kwekerij 4 (Nederlands/Duits) 13 0.239 0.231
Kwekerij 5 (Onbekend) 18 0.250 0.237

Genetische structuur - De kweekindividuen clusteren samen en worden duidelijk gescheiden
van de autochtone individuen op basis van PC1 (Figuur5a). Binnen deze groep clusteren enkel
de stalen afkomstig uit Kwekerij 1A licht apart van de andere kweekindividuen. Wildvangst
stalen afkomstig uit regio Noorderkempen clusteren vervolgens apart op basis van PC2 van de
andere wildvangst en kweekstalen en lijken een genetische groep te vormen. Op basis van
Figuur 5b kunnen we duidelijk zien welke wildvangst individuen clusteren met de
kweekindividuen. Dit zijn 47 individuen afkomstig uit de regio’s Oost-Brabant (n = 20),
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Pajottenland (n = 7), Noord- en Zuid-Limburg (n =2 en 6) en het Oosten en Zuiden van Oost-
Vlaanderen (n = 9 en 2). De exacte afkomst van deze individuen is toegevoegd als bijlage
(Bijlage 2). Gelijkaardige resultaten worden gevonden op basis van genetische differentiatie
(gemeten als paarsgewijze Fg;) tussen de regio’s (Tabel 4). Over hetalgemeenis de genetische
differentiatie laag (overall Fs;=0.022, range =0- 0.042).

(a)
301

201

101

PC2 (0.94%)

Noorderkempen
Limburg - Noord
Limburg - Zuid
OostVI - Noord
OostVl - Oost
QOostVI - Zuid
Oost-Brabant
Pajottenland
Ieper
Kust - Oost
Kust - West
WestVI - Centraal
WestVI - Zuid
% Kwekerij 1A
] Kwekerij 1B
o P Kweker?]: 2
s n ] A Kwekerij 3
§ Sok A P Kwekerij 4
Kwekerij 5

-101

%
:
it

15 -10 -5 0
PC1 (1.90%)

| |
eOJromOoE»>ONONRS

PC2 (0.9 ,.,

12 -8 -4
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Figuur 5. Ordinatie plot (PCA) waarbij de symbolen de verschillende patrijzenindividuen voorstellen. De
kleuren en symbolen geven aan tot welke groepen deze individuen behoren. Hoe dichter de afstand
tussen individuen op de plot, hoe meer gelijkend deze zijn qua genetische samenstelling. (a) Overzicht
van alle (wildvangst en kweek) individuen. (b) Detail van de ordinatie, gefocust op dat deel dat
overeenkomt met de kweekpopulaties.
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Tabel 4. Paarsgewijze genetische afstand (op basis van Fsy) tussen de verschillende wildvangst- en kweekpopulaties.

©

§' -§ 2 < % = ‘E b

§ = & § & 3 E B g 5 & ’8 I %8 4 o < 9w

o g g - = - S 3 o 3 = = T = = T = =

° 5 5 S S S b . e : - = = 2 2 L L g L

: ¢ ¢ % % % £ 3§ & oz & §@ % g g g f ‘g g

2 ] = o o o a o ] ™ ™ = = < < < < ] ]
Noorderkempen - 0.026 0.040 0.033 0.030 0.039 0.033 0.031 0.035 0.037 0.040 0.035 0.034 0.036 0.042 0.043 0.041 0.040 0.040
Limburg - Noord | 0.026 - 0.003 0.020 0.007 0.023 0.010 0.008 0.021 0.025 0.030 0.022 0.019 0.007 0.004 0.005 0.004 0.004 0.006
Limburg - Zuid 0.040 0.003 - 0.033 0.015 0.035 0.018 0.014 0.033 0.037 0.042 0.032 0.030 0.008 -0.001 0.000 -0.002 0.000 -0.001
OostVI - Noord 0.033 0.020 0.033 - 0.016 0.024 0.021 0.024 0.019 0.016 0.024 0.017 0.019 0.029 0.035 0.035 0.035 0.034 0.033
OostVI - Oost 0.030 0.007 0.015 0.016 - 0.021 0.009 0.013 0.019 0.021 0.026 0.019 0.017 o0.015 0.017 0.018 0.018 0.017 0.016
OostVI - Zuid 0.039 0.023 0.035 0.024 0.021 - 0.023 0.027 0.026 0.028 0.032 0.025 0.025 0.031 0.036 0.036 0.036 0.035 0.034
Pajottenland 0.033 0.010 0.018 0.021 0.009 0.023 - 0.016 0.022 0.025 0.030 0.023 0.021 o0.018 0.019 0.019 0.019 0.018 0.018
Oost-Brabant 0.031 0.008 0.014 0.024 0.013 0.027 o0.016 - 0.025 0.027 0.032 0.025 0.022 0.014 0.015 0.016 0.016 0.015 0.015
leper 0.035 0.021 0.033 0.019 0.019 0.026 0.022 0.025 - 0.021 0.024 0.018 0.014 0.029 0.035 0.035 0.035 0.034 0.033
Kust - Oost 0.037 0.025 0.037 0.016 0.021 0.028 0.025 0.027 0.021 - 0.021 0.019 0.020 0.031 0.039 0.039 0.039 0.038 0.037
Kust - West 0.040 0.030 0.042 0.024 0.026 0.032 0.030 0.032 0.024 0.021 - 0.022 0.024 0.038 0.043 0.043 0.043 0.042 0.041
WVI - Centraal 0.035 0.022 0.032 0.017 0.019 0.025 0.023 0.025 0.018 0.019 0.022 - 0.016 0.028 0.035 0.035 0.034 0.034 0.033
WestVI - Zuid 0.034 0.019 0.030 0.019 0.017 0.025 0.021 0.022 0.014 0.020 0.024 o0.016 - 0.025 0.032 0.031 0.032 0.030 0.030
Kwekerij 1A 0.036 0.007 0.008 0.029 0.015 0.031 0.018 0.014 0.029 0.031 0.038 0.028 0.025 - 0.012 0.011 0.011 0.0112 o0.012
Kwekerij 1B 0.042 0.004 -0.001 0.035 0.017 0.036 0.019 0.015 0.035 0.039 0.043 0.035 0.032 0.012 - 0.002 0.001 0.001 0.000
Kwekerij 2 0.043 0.005 0.000 0.035 0.018 0.036 0.019 0.016 0.035 0.039 0.043 0.035 0.031 o0.012 0.002 - 0.001 0.002 o0.001
Kwekerij 3 0.041 0.004 -0.002 0.035 0.018 0.036 0.019 0.016 0.035 0.039 0.043 0.034 0.032 o0.012 0.001 0.001 - 0.001 0.001
Kwekerij 4 0.040 0.004 0.000 0.034 0.017 0.035 0.018 0.015 0.034 0.038 0.042 0.034 0.030 o0.012 0.001 0.002 0.001 - 0.002
Kwekerij 5 0.040 0.006 -0.001 0.033 0.016 0.034 0.018 0.015 0.033 0.037 0.0412 0.033 0.030 0.012 0.000 0.001 0.001 0.002 -
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Toewijzingen - Het optimaal aantal clusters K dat wordt waargenomen, wordt op basis van de
DAPCresultatenin deze stap geschat op twee. Hierbij worden de kweekpopulaties duidelijk
onderscheidenvan de autochtone populaties. De membership probability is voor elk individu
hoog (>99%) en 47 wildvangstindividuen uit Noord- en Zuid-Limburg (n =2 en 6), het Oosten
en Zuiden van Oost-Vlaanderen (n =9 en 2), Oost-Brabant (n = 20) en Pajottenland (n =7)
worden met hoge waarschijnlijkheid toegewezen aan de groep met kweekindividuen ( Tabel 5).
Deze individuen zijn dezelfde alsin de PCA plot clusteren met de kweekpopulaties (Bijlage 2).

Tabel 5. Totaal aantal individuen (n) per regio in de genetische dataset, en het aantal wildvangst
individuen dat geidentificeerd werd als afkomstig uit kweek door de PCA, DAPC en STRUCTURE analyse.
In de STRUCTURE analyse maken we een onderscheid tussen zuivere kweekindividuen en een (gekruiste)
nakomeling. Tussen haakjes wordt het percentage weergegeven van het aantal individuen
geidentificeerd als afkomstig uit een kwekerij ten opzichte van het totaal aantal individuen in die regio.

Retio n pea  oarc T ler  Nakomelingen
Noorderkempen 38 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Limburg - Noord 4 2 (50%) 2 (50%) 2 (50%) 0 (0%)
Limburg - Zuid 6 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 0 (0%)
OostVI - Noord 50 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
OostVl - Oost 34 9(265%) 9 (26.5%) 9 (26.5%) 0 (0%)
OostVI - Zuid 29 2 (6.9%) 2 (6.9%) 2 (6.9%) 0 (0%)
Pajottenland 19  7(36.8%) 7 (36.8%) 5 (26.3%) 2 (10.5%)
Oost-Brabant 42 20(47.6%) 20 (47.6%) 10 (23.8%) 11 (26.2%)
leper 32 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Kust - Oost 19 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Kust - West 33 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
WestVI - Centraal 41 1(2.4%) 1(2.4%) 1(2.4%) 0 (0%)
WestVI - Zuid 31 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Totaal 378 47 (12.4%) 47 (12.4%) 35 (9.3%) 13 (3.4%)

STRUCTURE identificeerde, net als DAPC, twee genetische clusters (Figuur 6), waarbij één
clusteralle kweekindividuen bevat en de andere cluster de meeste autochtone stalen. De Q-
waarde geeftaan wat de oorsprongvan elkindividuis op basis van de waargenomen clusters.
Wanneer deze waarde voor meerdan 70% tot de cluster met kweekindividuen behoort, gaan
we ervan uit datdit individu een rechtstreekse afstammeling is van een kweekpopulatie. De
drempel van 70% werd gekozen omdat dit de gemiddelde toewijzingswaarde is die wordt
waargenomen bij de kweekindividuen van kwekerij1A aan de andere kweekpopulatie. Verder
iservoor alleindividuen een beetje statistische ruis in de toewijzing aan groepen als gevolg
van regionale genetisch verschillen. Afstamming uit kweek stelden we hier vast voor 35
individuen, dewelke ook eerder geidentificeerd worden door de PCA en DAPC als afkomstig uit
een kwekerij (Tabel 5). Een waarde tussen 50 en 70% geeft dan weer aan dat een individu
waarschijnlijk een nakomeling is van een gekweekte patrijs. In totaal werden 13 individuen
geidentificeerd als afstammeling in regio’s Oost-Brabant (n = 11) en Pajottenland (n = 2). Dit
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zijn waarschijnlijk afkomstig van genetische vermenging tussen autochtone wilde en
gekweekte patrijzen. Om een beterzicht te krijgen op de afkomst van de wildvangst stalenin
Vlaams-Brabant, werd een aparte STRUCTURE analyse uitgevoerd met de wildvangst patrijzen
uit Vlaams-Brabant en de kweekpopulaties. Deze analyse onderscheidt wel individuen uit
Kwekerij 1A als een andere herkomst (op één exemplaar na dat toch afkomstig lijkt uit de
andere kwekerij), en we zien verder ook dat individuen uit Vlaams-Brabant toegewezen
wordenaan (1) Kwekerij 1A, (2) aan andere kwekerijen, (3) aan de autochtone populatie, of (4)
aan eenmengselvandeze drie herkomsten. Dit geeft niet noodzakelijk weer dat er frequente
hybridisatie optreedt tussen verschillende kweekstammen in de vrije wildbaan; het is ook
mogelijk dat sommige kwekers (niet door ons bemonsterd) zelf een mengsel gebruiken van

deze twee herkomsten.

Q-waarde (K2)
o
b

0.75 - N
0.25 -
0.00 -

Figuur 6. Q-waarde berekend voor elk individu (weergegeven door één staaf) met behulp van
STRUCTURE software. Deze waarde geeft de admixture proportie van elk individu weer. STRUCTURE
identificeerde twee genetische clusters (geel = kweek, paars = wild). Een Q-waarde van meer dan 70%
wordt geinterpreteerd als een zuivere afstammeling van de cluster.
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Figuur 7. Q-waarde berekend voor elk individu (weergegeven door één staaf) voor de wildvangst stalen
uit Vlaams-Brabant en de kweekpopulaties. STRUCTURE identificeerde drie genetische clusters,
weergegeven door de drie kleuren.

U i

Pagina 28 van 57 doi.org/10.21436/inbor.62125143 www.vlaanderen.be/inbo



Wildvangst individuen (n = 35) die door elke methode (PCA, DAPC, STRUCTURE)
geidentificeerd werden als afkomstig uit een gekweekte populatie worden weergegeven in
Figuur 8a. Bovendien werden er door STRUCTURE 13 individuen als nakomelingen van
gekweekteenwilde individuen gedetecteerd regio’s Oost-Brabant en Pajottenland (Figuur 8b).
Vandeze 13 individuenzijner12 die eerder werden toegewezen aan de kweekpopulatie door
PCA en DAPC (Tabel 5).

Figuur 8. Overzicht van alle wildvangst patrijzen met in het geel aangeduid welke individuen werden
geidentificeerd als (a) zuivere kweekindividu en (b) nakomeling van een kweekindividu.
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3.2 STAP 2: GENETISCHE DIVERSITEIT EN.STRUCTUUR VAN

In hettweede deelvan de analyses werden alle individuen die gevangen werden in het wild,
maar in voorgaande analyses werden toegewezen als afkomstig uit kweekpopulaties (n =48)
verwijderdomzo eenbeeldte krijgen van de populatiegenetische structuurvan de autochtone
patrijzeninVlaanderen. Met uitzondering van Noord en Zuid-Limburg (n=2 en0), bleven er in
elke regio nog voldoende individuen over. Ook de kweekindividuen (n = 104) werden
verwijderd uit deze dataset. Uiteindelijk bleven er autochtone 330 individuen over (Tabel 6).

Genetische diversiteit - Waargenomen heterozygositeit van de autochtone populaties varieert
tussen 0.229 (Regio Kust - Oost) en 0.242 (Oost-Brabant) en verschilt niet significant van
verwachte heterozygositeit (Tabel 6). Heterozygositeit is over het algemeen lager na het
verwijderenvan kweekindividuen en wildvangstindividuen die in voorgaande analyses werden
toegewezen als afkomstig uit kweekpopulaties, maar dit effect is verwaarloosbaar (range =0 -
0.007).

Tabel 6. Waargenomen en verwachte heterozygositeit (Ho en Hg), en het aantal individuen (n) per groep
voor alle individuen en voor alle autochtone individuen (exclusief kweekindividuen wildvangst
individuen die in voorgaande analyses werden toegewezen als afkomstig uit kweekpopulaties). In het
vet staat aangeduid uit welke groepen individuen afkomstig uit kweek werden geidentificeerd.

Totaal Autochtoon
Regio n Ho He n Ho He
Noorderkempen 38 0.231 0.224 | 38 0.231 0.224
Limburg - Noord 4 0.238 0.235 2 0.231 0.223
Limburg - Zuid 6 0.247 0.238 0 - -
OostVI - Noord 50 0.230 0.226 | 50 0.230 0.226
OostVI - Oost 34 0.237 0.236 | 25 0.233 0.231
OostVI - Zuid 29 0.231 0.225 | 27 0.230 0.224
Pajottenland 19 0.237 0.233 | 12 0.232 0.226
Oost-Brabant 42 0.242 0.234 | 21 0.242 0.229
leper 32 0.234 0.229 | 32 0.234 0.229
Kust - Oost 19 0.229 0.223 | 19 0.229 0.223
Kust - West 33 0.232 0.224 | 33 0.232 0.224
WestVI - Centraal | 41 0.235 0.227 | 40 0.235 0.227
WestVI - Zuid 31 0.232 0.228 | 31 0.232 0.228

Genetische structuur - De autochtone individuen uit de regio Noorderkempen vormen zoals in
de vorige analyses een duidelijke aparte cluster (Figuur9). Verder clusteren enkele individuen
uit de regio centraal West-Vlaanderen apart. Al deze individuen zijn afkomstig uit één WBE
(Bijlage 3). Fs; waardes variéren tussen 0.014 en 0.042 (overall Fs; = 0.026). Genetische
differentiatie is het grootst tussen de Noorderkempen en Oost-Vlaanderen Zuid (Tabel 7).
Zowel DAPCals STRUCTURE (Figuur 10, Figuur11) bevestigen dit resultaat en geven aan de er
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twee of drie genetischeclusters zijn: de Noorderkempen, een cluster met enkele individuen uit
West-Vlaanderen en alle andere regio’s.

Genetische en geografische afstand tussen individuen is het sterkst gecorreleerd bij korte
afstanden (<2 km). Deze correlatie is significant maar veel minder sterk voor afstanden tot 20
km (Figuur 12).
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Tabel 7. Paarsgewijzegenetische afstand (op basis van Fsr) tussen de verschillende autochtone groepen.

P T -
E‘ 8 ] 1] © © € € B
g = 2 & & § 3 % g o R
© 80 - - ~ S < o 2 - -
T 2 % %3 3 § § 9z £ i & 3%
3 £ 8 8 8 g 8 g 3 k. = =
Noorderkempen - 0.029 0.033 0.034 0.042 0.041 0.036 0.035 0.037 0.040 0.036 0.034
Limburg - Noord 0.029 0.024 0.022 0.033 0.030 0.028 0.026 0.030 0.035 0.028 0.024
OostVI - Noord 0.033 0.024 - 0.018 0.026 0.027 0.029 0.019 0.016 0.024 0.018 0.019
OostVI - Oost 0.034 0.022 0.018 - 0.026 0.021 0.025 0.022 0.024 0.029 0.023 0.020
OostVI - Zuid 0.042 0.033 0.026 0.026 - 0.032 0.036 0.028 0.030 0.034 0.027 0.026
Pajottenland 0.041 0.030 0.027 0.021 0.032 - 0.033 0.028 0.032 0.036 0.030 0.028
Oost-Brabant 0.036 0.028 0.029 0.025 0.036 0.033 - 0.03 0.032 0.037 0.031 0.027
leper 0.035 0.026 0.019 0.022 0.028 0.028 0.03 - 0.021 0.024 0.019 0.014
Kust - Oost 0.037 0.030 0.016 0.024 0.030 0.032 0.032 0.021 - 0.021 0.020 0.020
Kust - West 0.040 0.035 0.024 0.029 0.034 0.036 0.037 0.024 0.021 - 0.023 0.024
WestVI - Centraal 0.036 0.028 0.018 0.023 0.027 0.030 0.031 0.019 0.020 0.023 - 0.016
WestVI - Zuid 0.034 0.024 0.019 0.020 0.026 0.028 0.027 0.014 0.020 0.024 0.016 -
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Figuur 9. Ordinatie plot (PCA) waarbij de symbolen de autochtone individuen voorstellen. De kleuren en
symbolen geven aan tot welke groepen deze individuen behoren. Hoe dichter de afstand tussen
individuen, hoe meer gelijkend qua genetische samenstelling. (a) Overzichtvanalleindividuen. (b) Detail
van de cluster waartoe de meeste individuen behoren.
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Figuur 11. Q-waarde berekend voor elk autochtoon individu (weergegeven door één taartdiagram per

individu) met behulp van STRUCTURE software. Deze waarde geeft de admixture proportie van elk

individu weer voor (a) K=2, (b) K=3 (c)en K =4.
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Figuur 12. Spatiéle autocorrelatie tussen genotypes. Dit geeft de correlatie weer tussen genetische en
geografische afstanden tussen de wilde individuen voor afstandsklassen die telkens 2 km van elkaar
verschillen. Volle vierkantjes geven een significante (positieve of negatieve) correlatie tussen beide
weer, holle vierkantjes geven een niet significante waarde weer.
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4 DISCUSSIE

Het doel van ditrapport was om enerzijds een methodiek op punt te stellen die het mogelijk
maakt om wilde patrijzen van gekweekte individuen te onderscheiden, en anderzijds om de
populatie-genetische structuurvan patrijsin Vlaanderen te bestuderen (met oog op evaluatie
van de noodzaak tot translocaties). In de discussie overlopen we eerst patronen van
genetische diversiteit in populaties van autochtone, wildvangst en kweekindividuen, en de
noodzaak voor eventuele maatregelen. Vervolgens bespreken we de genetische structuur van
autochtone, wildvangst en kweekindividuen. Tot slot focussen we op de mogelijkheden om
gekweekte van autochtone individuen te onderscheiden en de ontwikkeling van een
genetische methode omdit onderscheid in de toekomst op een routi nematige wijze te kunnen
maken.

4.1 EVALUATIE VAN.DE GENETISCHE DIVERSITEIT

Geobserveerde en verwachte heterozygositeit wordt vaak gebruikt als maat voor de
genetische diversiteit van populaties (Frankham et al. 2002). Een individu is heterozygoot voor
een bepaald locus als voor dit specifieke locus twee verschillende allelen (of varianten)
aanwezig zijn. In dit geval wordt elk van de > 30000 geanalyseerde SNPs beschouwd als een
locus. De geobserveerde heterozygositeit wordt dan berekend als het percentage van loci dat
heterozygoot zijn in een bepaalde populatie of regio. Voor de wilde patrijzen varieerde de
geobserveerde heterozygositeit tussen 0.229 (Regio Kust - Oost) en 0.242 (Oost-Brabant). De
verschillen in genetische diversiteit tussen de verschillende regio’s zijn verwaarloosbaar
(grootste verschil = 0.013). Genetische diversiteit was bovendien maar een fractie hoger
(maximale verschilvan 0.018) in kweekpopulaties ten opzichte van de autochtone populaties.

Bovendienverschilde de geobserveerde heterozygositeit (Hp) niet van de heterozygositeit die
men verwacht onder Hardy-Weinberg evenwicht (i.e. verwachte heterozygositeit, Hg).
Geobserveerde heterozygositeit kan lager zijn dan verwachte heterozygositeit als een gevolg
van populatiestructuur (non-random paarvorming binnen het beschouwde staal), inteelt,
recente bottlenecks, kleine populatiegroottes en/of een Wahlund effect (i.e. wanneer
populaties met een verschillende genetische samenstelling vermengd worden).

Deze resultaten tonen aan dat diversiteit in geen enkele regio lager is en dat Vlaamse
autochtone patrijzenpopulaties niet meetbaar te lijden hebben onder inteelt, ook niet in
regio’s waardensiteiten lager zijn. Translocaties of gecontroleerde bijplaatsingen met als doel
de nadelige invloedenvan lage genetische diversiteit en inteelt tegen te gaan, lijken dus niet
nodig te zijn voor de instandhouding van patrijzenpopulaties in Vlaanderen (Weeks et al.
2011).
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4.2 EVALUATIE VAN.DE GENETISCHESTRUCTUUR

Met een gemiddelde Fs;waarde van 0.022 voorzowel alle wildvangst en kweekindividuen, en
een gemiddelde Fs; waarde van 0.026 voor de autochtone populaties, lijkt de genetische
differentiatie van patrijs over het algemeen vrij laag in Vlaanderen. F¢; (de Fixatie-index van
subpopulaties ten opzichte van de totale populatie) wordt gebruikt als maat voor genetische
differentiatie tussen populaties en varieert tussen 0 (één grote homogene populatie) en 1
(populaties verschillen volledig).

4.2.1 Genetische afstand tussen wilde en kweekpopulaties

Overhetalgemeen kan ereenduidelijk onderscheid gemaakt worden tussen kweekindividuen
enautochtone individuen. Het verschil tussen beide is zichtbaar op de PCA plot doordat er een
afzonderlijke cluster met kweekindividuen aanwezig is. Bovendien is genetische af stand over
het algemeen groter tussen de wilde (zowel autochtone als wildvangst) populaties en de
kweekpopulaties, dan tussen wilde populaties onderling (zowel autochtoon als wildvangst). De
gemiddelde genetische differentiatietussen de kweekpopulaties en wildvangst individuen is
het grootstin de regio’s Noorderkempen (0.040), Kust-West (0.042), Kust-Oost (0.037), leper
(0.034), West-Vlaanderen Centraal (0.033) en Zuid (0.030), Oost-Vlaanderen Noord (0.034) en
Zuid (0.035). Dit verschil is beduidend kleiner in regio Oost-Vlaanderen Oost (0.017), regio
Pajottenland (0.019), regio Oost-Brabant (0.015) en nagenoeg afwezig in regio’s Limburg
Noord (0.005) en Zuid (0.001). In dit laatste geval is dit omdat nagenoeg alle individuen
afkomstig lijken te zijn van uitzettingen vanuit kweekpopulaties.

In Noord-Franse populaties van patrijs wordt een genetische differentiatie van gemiddeld
0.025 gerapporteerd tussen kweek- en wilde populaties (Bech et al. 2020). In deze studie was
het verschil bovendien groter tussen wilde populaties onderling, dan tussen wilde en
kweekpopulaties. Deze observatie valt eenvoudig te verklaren door de geografische afstand
die veel groteristussen wilde populaties in Frankrijk. De broeddieren die gebruikt worden in
Franse kwekerijen zijn afkomstig van wilde populaties uit Noord- en West-Frankrijk. Dit zou
ook deels kunnen verklaren waarom de genetische afstand met Vlaamse patrijzen, ondanks
dat deze duidelijk aanwezig is, eerder beperkt is.

Alle kweekpopulaties, met uitzondering van individuen uit Kwekerij 1A, clusteren duidelijk
samen en vormen één homogene genetische groep, zoals bevestigd door de F¢ waardes.
Hieruit kunnen we afleiden dat zowel de Franse als de Nederlandse/Duitse en Belgische
kweekindividuen waarschijnlijk dezelfde oorsprong hebben. Eénvan de mogelijke verklaringen
hiervoor kan liggen bij het feit dat enkele grote commerciéle kwekerijen uit het westen van
Frankrijk eieren exporteren naar verschillende kleinere kwekerijen binne n, maar ook buiten
Frankrijk. Een andere mogelijkeverklaring kan zijn dat meerdere kwekerijen gebruik hebben
gemaakt makenvan eenzelfde ancestrale set broeddieren, afkomstig van wilde patrijzenin het
noorden van Frankrijk. Hierdoor kunnen we over het algemeen geen onderscheid maken
tussen individuen afkomstig uit verschillende kwekerijen en kunnen we enkel aantonen
wanneer een wildvangst individu, afkomstig is uit een kweekpopulatie. Deze studie had als
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doel om te kijken of het mogelijk is een onderscheid te maken tussen autochtone en
kweekpopulaties, maar niet noodzakelijk om gekweekte individuen toe te wijzen aan bepaalde
kwekerijen. In een latere fase is het mogelijk om individuen uit andere kwekerijen te
genotyperen om te onderzoeken of dit mogelijkis.

Individuen uit kwekerij 1A zijn genetisch licht verschillend van individuen uit andere
kwekerijen. Deze individuen zijn net als individuen uit kwekerij 1B, afkomstig van een kwekerij
uit het noorden van Frankrijk. Bovendien lijken deze individuen genetisch sterker op Vlaamse
autochtone patrijzen. Deze kweekindividuen werden verkocht als zijnde ideaal voor de
aanvulling van natuurlijke patrijzenpopulaties. Waarschijnlijk wordt voor deze genetische
kweeklijn gebruik gemaaktvan een andere setvan broeddieren. De kleine genetische afstand
tot de wilde patrijzen uit Oost-Brabant, waar overigens het meest kweekindividuen werden
geidentificeerd, kan verschillende oorzaken hebben. Waarschijnlijk werden er recent en/of
minderrecent patrijzen van deze kweeklijn uitgezet in deze regio, heeft er een grootschalige
uitzetting plaatsgevonden, waardoor meer dieren overleven, of hebben deze dieren een
grotere overlevings- en voortplantingskans in het wild.

4.2.2 Genetische structuur van wilde populaties

Wanneer we kijken naar de genetischestructuur van de autochtone patrijzenpopulaties, zien
we twee genetische clusters. Belangrijke kanttekening hierbij is dat nagenoegalle patrijzen uit
Limburg (8 van de 10 individuen) een herkomst uit kweek hebben, waardoor we over deze
regio weinig conclusies kunnen trekken. Patrijzen uit de regio Noorderkempen lijken een
aparte genetische groep te vormen. Binnen de tweede groep die alle andere regio’s omvat,
zien we een subtiele genetische structuur die vooral een west-oost gradiént en een
kleinschalige ruimtelijke structuur lijkt te weerspiegelen. Over het algemeen is de
dispersieafstand van patrijzen beperkt tot enkele kilometers (Buner et al. 2005; Potts 2005).
Dit lijkt bevestigd te worden dooronze resultaten, aangezien de correlatie tussen genetische
afstand en euclidische afstand na enkele km zeer sterk afneemt. Bovendien is er geen
significante correlatie meer bij afstanden groter dan 20 km. Dit geeft aan dat de directe en
indirecte invloed van genmigratie tussen gebieden over meerdere generaties op grotere
afstanden niet meer waarneembaar is met onze gegevens.

4.3 RECENTE EN.MINDERRECENTE UITZETTINGEN VAN.PATRIIS.IN

43.1 Toelichting en validatie van methodiek

Frankrijk is binnen Europa de belangrijkste leverancier van gekweekte patrijzen. Hiervoor
worden grotendeels of uitsluitend dieren van Franse oorsprong gebruikt (Bech et al. 2020). We
kunnen dan ook genetische verschillen verwachten met Belgische patrijzenpopulaties, op basis
van een gebrek aan genmigratie over grote geografische afstanden. Het kweken van
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individuen in gevangenschap kan bovendien een sterke invloed hebben op de genetische
achtergrond van individuen en populaties, waardoor we een verschil in genetische
samenstelling verwachten tussen autochtone en kweekindividuen. Zoals toegelicht in de
inleiding van dit rapport zijn er verschillende genetische analysetechnieken beschikbaar om
uitzettingen te detecteren in wildvangst populaties.

e Een Wahlund effect wordt geobserveerd wanneer waargenomen heterozygositeit
lager is dan verwacht als een gevolg van een vermenging van populaties met een
verschillende genetische samenstelling. Zoals eerdervermeld verschilde waargenomen
enverwachte heterozygositeitin geen enkel van de regio’s. Dit geeft in het geval van
patrijzen in Vlaanderen dus geen indicatie over uitzettingen.

e Via multivariate ordinatie, op basis van een PCA in deze studie, kunnen we de
genetische afstand tussen individuen visueel weergeven op een diagram. Individuen
die genetisch gelijkend zijn clusteren hierbij samen. Zoals eerder beschreven zien we
een duidelijke groep met alle kweekindividuen en ook 47 wildvangst individuen die
samen met deze kweekdieren clusteren. Individuen die binnen deze eerste cluster
vallen zijn waarschijnlijk afkomstig van een kwekerij. Hierbij zien we ook duidelijk dat
er individuen binnen een bepaalde regio samen clusteren met zowel de wilde
populaties als de kweekpopulaties.

e Viadiscriminantanalyses, clustering en toewijzingen kunnen we individuen toewijzen
aan bepaalde genetische clusters. Via DAPC analyses werden een aantal wilde
individuen duidelijk toegewezen aan dezelfde cluster als de kweekpopulaties.
Bovendientoonde deze analyse aan dat er twee genetische clusters zijn, een cluster
met gekweekte individuen en een cluster met wilde individuen.

Op basisvan de multivariate ordinatie en de toewijzingen hebben we 47 wildvangstindividuen
kunnenidentificeren als afkomstig van een kwekerij. Dezelfde individuen werden steeds met
beide methodes geidentificeerd. Verder geven de Fs; waardes een goed beeld over regio’s
waar individuen uitgezet zijn. Dit zijn opnieuw dezelfde regio’s waarvan individuen bij de
multivariate ordinatie en toewijzingen werden geidentificeerd als een individu afkomstig uit
eenkwekerij. Zoals eerder aangehaald is het, waarschijnlijk door gelijkaardige herkomst van
individuen, niet mogelijk om een onderscheid te maken tussen verschillende kwekerijen.

4.3.2 Onderscheid tussen recente en minder recente uitzettingen

In een DAPC analyses worden individuen met een zeer hoge waarschijnlijkheid toegewezen
aan de verschillende genetische groepen. Een STRUCTURE analyse daarentegen geeft meer
genuanceerde resultaten en houdt rekening met de mogelijke aanwezigheid van genetische
vermenging tussen groepen. Op basis van de STRUCTURE resultaten kunnen we betere
conclusies maken over recente en minder recente uitzettingen. Bij een recente uitzetting
verwachten we hoge toewijzingsscores op basis van STRUCTURE, aangezien er nog geen
genetische vermenging heeft plaatsgevonden. Dit is anders bij minder recente uitzettingen,
waarbij nageslacht tussen kweek en wilde individuen deels worden toegewezen aan beide
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groepen. Hierbij verwachten we assignmentscores tussen 50en 70%. Van de 48 individuen die
werden geidentificeerd als afkomstig uit een kwekerij, zijn er 13 waarschijnlijk kruisingen
tussen wilde en kweekindividuen.

4.3.3 Uitzettingen in Vlaanderen

Wildvangst patrijzen meteen herkomst uit kweekpopulaties detecteerden we nagenoegin alle
regio’s, behalve de Noorderkempen en de meeste West-Vlaamse regio’s. Met uitzondering van
Zuid-Limburg, waren erin elk van deze regio’s telkens ook autochtone individuen aanwezig.
Vande uitgezetteindividuen waren stalen aanwezig die zowelafkomstig waren van de jacht (n
= 15 op een totaal van 216 individuen, jachtseizoen 2020) als van onze eigen
staalnamecampagne (n =33 op een totaal van 160 individuen, voorjaar 2021).

We benadrukken dat ditgeen representatief beeld geeft van de omvang van uitzettingen van
patrijzen. De staalnames waren beperkt tot gebieden waar lokale wildbeheereenheden zich
bereid hadden getoond tot samenwerking, zowel voor hetaanleveren van stalen van gestrekte
patrijzen als voor hulp bij de vangst van levende patrijzen. Dit maakt dat we zeker voor
geschoten patrijzen relatief weinig uitgezette dieren verwachtten. Aangezien het
overlevingssucces van uitgezette patrijzen doorgaans lager wordt ingeschat dan dat van wilde
exemplaren (Buner et al. 2005, 2011; Parish & Sotherton 2007; Rymesova et al. 2012),
verwachtten we ook een onderschatting van het aandeel uitgezette patrijzen bij de
ringvangsten in de periode februari tot april 2021.

Overhetalgemeenlijken uitzettingen een groteraandeel te hebben op de totale populatie in
Oost-Brabant (21 van de 42 individuen), waar ook een aanzienlijk deel kruisingen werd
gedetecteerd (11van de 21 individuen), en Limburg (8 van de 10individuen). Een belangrijke
nuance die we hierbij moeten maken, is datin de provincie Limburg slechts 11 stalen bekomen
werden, afkomstig uit vier WBE’s. Dit ondanks hetfeitdat er in deze provincie in 2020 nog 739
patrijzen verdeeld over 11 WBE’s geschoten werden (Scheppers 2021). Van de WBE’s waar
uitzettingen gedetecteerd zijn, zijn erdrie die volgens hun gerapporteerde afschotcijfersin het
najaar van 2020 niet op patrijs hebben gejaagd (Figuur 3). Hoewel het uitzetten van patrijzen
in functie van jacht in Wallonié actueel ter discussie staat, met recente wijzigingen in de
regelgeving hieromtrent, was hetin 2020 nog toegestaan omin Wallonié gekweekte patrijzen
uitte zetten. Ditisvooral relevantvoorgebieden dichtbijde Waalse grens (vb. Zuid-Limburg).
Hierbij moet rekening gehouden worden met de (beperkte) dispersieafstand van patrijzen.
Sinds 2020 is het uitzetten van patrijzen aan strikte voorwaarden verbonden in Wallonié.
Uitzettingen zijn enkelnog mogelijkin het kadervan bijplaatsingen voor soortherstel, waarna
er gedurende drie jaren een jachtverbod bestaat. Bovendien moeten alle uitgezette dieren
voorzien zijn van een wetenschappelijke ring. Dit verkleint drastisch de kans dat in de
toekomsteenin Wallonié (legaal) uitgezette patrijs foutiefgedetecteerd zou worden alseenin
Vlaanderen uitgezet exemplaar.

Vande individuen diegevangen werden, werd ook telkens de leeftijdsklasse (<1j, >1j) geschat
in het veld op basis van het ruipatroon. Hieruit bleek dat 28% van de gevangen patrijzen
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minstens 1 j oud was, en waarvan ook enkele dieren uit kweek afkomstig waren. De
gemiddelde leeftijd van patrijzenin hetvoorjaaris 1.8 jaar, met een maximale gerapporteerde
leeftijd van 5 jaar (Robinson 2005). We kunnen echter geen conclusies maken over
overlevingssucces, aangezien we geen beeld hebben over het aantal individuen dat initieel
werd uitgezet. Bovendien detecteerden we in bepaalde regio’s (vnl. Oost-Brabant) een
aanzienlijk aandeel kruisingen tussen autochtone en kweekindividuen, wat aangeeft dat
sommige gekweekte individuen zich succesvolvoortplanten. Dit ondanks de verwachtingen dat
dit eerder zeldzaam is (vb. Buner et al. 2005; 2011; Morris & Gilroy 2008; Parish & Sotherton
2007; Putaala et al. 2001; Rantanen et al. 2010; Rymesova et al. 2012). Belangrijk om hier te
vermelden is dat een succesvolle overleving en voortplanting van kweekindividuen niet
noodzakelijk leidt tot duurzame populaties (Homberger et al. 2021).

4.4 VERVOLGONDERZOEK

De methodes gebruikt in deze studie laten toe om zowel recente als minder recente
uitzettingen van in gevangenschap gekweekte patrijzen te detecteren in Vlaanderen. De
methode die we gebruikten is zeer krachtig, maar arbeidsintensief. Met de genotypes op 30
000 genetischemerkers zullen we in 2022 een selectievan enkele honderden merkers maken
waardoorwe met een veel kleinere inspanning het onderscheid tussen gekweekte en wilde
patrijzen kunnen maken. Hiervoor gaan we gebruik maken van een Genotyping-in-Thousands
by sequencing methode (GT-seq, Campbell et al. 2015; Schmidt et al. 2020). Deze methode
laat toe om efficiént, snelenrelatief eenvoudig de afkomst van een groot aantal individuen te
bepalen (Campbell et al. 2015).

In parallel zullen we ook nagaan in welke mate eradaptieve genetische verschillen zijn tussen
patrijzen afkomstig uit kweek en autochtone patrijzen. Mogelijk heeft het lagere
reproductiesucces van uitgezette patrijzen in het wild een genetische basis die gelinkt kan
worden aan aanpassingen aan omstandigheden in gevangenschap. Dit kan een bijkomende
redenvormen om uitzettingen van patrijs te ontmoedigen, ook in landen en regio’s waar dit
nog wel toegelaten is.

4.5 AANBEVELINGEN VOORBELEID

Aangezien de stalenreeks die hier geanalyseerd werd geen willekeurige weergave is van het
totaal van wilde en gekweekte patrijzen, raden we aan om routinematig DNA in te zamelen
van het gerealiseerde afschot van patrijs. Enkel dit zal toelaten om te bepalen hoe de
verhoudingtussen wilde en gekweekte vogels in werkelijkheid is. We adviseren dan ook om
aan het afschot een verplichting te koppelen tot het bewaren van een achterteen van elke
gestrekte patrijsvoorverdere DNA-analyse. Een vergelijkbare regeling is reeds van kracht bij
ree en everzwijn, waarbij de linker onderkaak bewaard dient te worden en ter beschikking
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gesteld dientte wordenvan het ANB of het INBO (BVR 25/04/2014%). Dit kan gebruikt worden
voor monitoringvan de genetische structuuroverde jaren heen, waarbijplotse verschuivingen
ook kunnen wijzen op uitzettingen. Deze gebiedsdekkende staalname laat het beleid ook toe
om jaarlijks een selectie te maken van stalen voor de herkomstbepaling van gestrekte
patrijzen.

3 Art. 20. Besluitvande Vlaamse Regering houdende vaststelling van de voorwaarden waaronder de jacht kan
worden uitgeoefend [citeeropschrift:"het Jachtvoorwaardenbesluit van 25 april 2014"] (B.S. 2014)
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Bijlage

Bijlage 1: Supplementaire figuren
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Figuur 13. Verspreidingskaart van patrijs in Wallonié gebaseerd op recente waarnemingen. Het
zwaartepunt van het voorkomen van patrijs lijkt zich voornamelijk in de lager gelegen delen van
Wallonig, boven de (Samber-)Maaslijn, te bevinden met duidelijke ‘hotspots’ nabij de gewestgrens en de
landsgrens met Frankrijk. (AVES 2020).
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Breeding: long-term trend
Perdix perdix

Figuur 14. Populatietrends voor Europese patrijzenpopulaties op zowel korte (boven) als lange (onder)
termijn. Op de beide kaarten werden zowel de groottes van de broedpopulaties per land en de
verwachte populatietrends voor beide termijnen bepaald. Op basis van de grootteorde, het kleur en de
richting duiden de pijlen aan welke trend teruggevonden wordt per land waar patrijs aanwezig is. De
grootte van de pijl geeft de proportie, overeenkomend met het aandeel van de Europese populatie dat
per land teruggevonden kan worden, weer (210%, 1-9% en <1%). Hoe donkerder de kleur, hoe hoger het
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stijgings- of dalingspercentage geschat wordt (donker rood = daling van 250%, rood = daling tussen 20-
49%, roze = <20% en een lege pijl staat voor een daling van ongekende grootte). Enkel in Finland,
lerland en Moldavié worden op korte termijn grote stijgingen teruggevonden; op lange termijn worden
respectievelijk een grote, ongekende en gemiddelde stijging teruggevonden. Volle rechthoekjes staan
voor een fluctuerende of stabiele populatie, in landen met een leeg rechthoekje zijn de toekomstige
trends niet bekend (BirdLife International 2015)
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Bijlage 2 Overzicht genetische structuur alle individuen (per WBE)
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Figuur 15. Ordinatie plot(PCA) waarbij desymbolen de verschillende patrijzenindividuen voorstellen. De
kleuren en symbolen geven aan tot welke wildbeheereenheden (Tabel 8) deze individuen behoren. Hoe
dichter de afstand tussenindividuen op de plot, hoe meer gelijkend deze zijn qua genetische
samenstelling. (a) Overzichtvan alleindividuen. (b) Detail van de ordinatie, gefocust op dat deel dat
overeenkomt met patrijzen afkomstig uitgevangenschap.
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Tabel 8. Afkortingen gebruikt voor de wildbeheereenheden in Figuur 15 en 16.

WBE Afkorting WBE Afkorting
‘t Veld Veld Klaverbeek KIBe
Achterhaven Zeebrugge HaZe Land van Aalst LaAa
Antwerpse Polders Noord AnPo Langs de Hoge Kale HoKa
Baekeland Bala Leie en Schelde kouters LSKo
Damme-Oostkust DaOo Mandelvallei MaVa
De Bekkevoortse BeVo Maxburg MaBu
De Beneden-Marck BeMa Meerdaal-Honsem MeHo
3zul-I|:t:zletl)<(\e/ZII(I-e?n HaHe Meetjesland-Noord MeNo
De Hazebeek HaBe Moerstuiver-Damkeuken MoDa
De Kemmelbeek KeBe Molenbeersel MoBe
De Middenkustvallei MiVa Nederbrabant NeBr
De Zavelputten ZaPu Noorderkempen NoKe
Dendervallei DeVa Oost-Pajottenland OoPa
Dendervallei West-Pajottenland DeWP Paddegat PaGa
Driekoningen DrKo Patrijzenkuilen PaKu
Essen Essen Rond Kale, Lieve & Burggrave RKLB
Etbos Etbos ROW ROW
Groot Brecht GrBr Scheldeoord vzw Sc00
Havengebied Gent HaGe Scheldevallei ScVa
Hoppeland Hopla Tussen ljzer en houtland IJHo
Houtland Houla Tussen Voer & Yse TuVyY
leperlee leLe Velpedal VeDa
In Flanders Fields IFFi Walenbos WaBo
Jekervallei JeVa Westhoek WeHo
Kinrooi Kin
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Bijlage 3 Overzicht genetische structuur wilde individuen (per WBE)
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Figuur 16. Ordinatie plot (PCA) voor PC1-2 waarbij de symbolen de verschillende patrijzenindividuen
voorstellen. De kleuren en symbolen geven aan tot welke wildbeheereenheden (Tabel 8) deze
individuen behoren. Hoe dichter de afstand tussen individuen op de plot, hoe meer gelijkend deze zijn
qua genetische samenstelling.
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