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Dankwoord

De auteurs willen uitdrukkelijk het Agentschap voor Natuur en Bos bedanken (ANB;
boswachters, faunabeheerders, natuurinspecteurs en andere medewerkers), voor het verlenen
van de meerderheid van de nieuwe stalen die voor dit rapport zijn geanalyseerd. Stalen werden
ook aangeleverd door Vlaamse jagers, Alain Licoppe (DEMNA, Wallonié) en Jean-Francgois
Maillard (OFB, Frankrijk). Uiteraard danken wij ook nog steeds degenen die stalen hebben
aangeleverd voor het eerdere rapport (die ook hier zijn opgenomen). Dit rapport is verder
gerealiseerd met de hulp van INBO-collega’s die hielpen met de ophaling en verwerking van
stalen, en collega Karen Cox voor het suggeren van waardevolle verbeteringen.
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Samenvatting

Dit rapport is een vervolg van de genetische studie van Deflem et al. (2022). In die studie werden
voor het eerst stalen van Chinese muntjak (Muntiacus reevesi) uit Vlaanderen onderzocht op de
mate van genetische diversiteit, structuur en onderlinge verwantschap. Daarbij werd een
protocol ontwikkeld voor eenvoudige (routinematige) monitoring. Dit rapport behandelt de
verwerking van nieuwe stalen volgens dit protocol.

De muntjak is een klein hert dat werd geintroduceerd in Europa vanuit China. In het Verenigd
Koninkrijk is de soort lokaal ondertussen één van de meest algemene hertensoorten geworden.
Muntjakpopulaties kunnen lokaal hoge dichtheden bereiken, met schade tot gevolg, vooral in
bossen. Om een toename op het Europese vasteland te vermijden, is muntjak opgenomen op
de lijst van voor de Europese Unie zorgwekkende invasieve soorten (Verordening EU nr.
1143/2014).

Sinds 2012 is muntjak veelvuldig vastgesteld in Vlaanderen, dat nu het zwaartepunt blijkt te zijn
van de soort in de Europese Unie. De verspreiding is complex, als een gevolg van natuurlijke
processen enerzijds (bv. dispersie, natuurlijke mortaliteit) en menselijk handelen anderzijds (bv.
illegaal bezit, beheer). Het exacte areaal en de huidige trend (toename of afname) zijn
onduidelijk. Daarom is het relevant om de populatie genetisch nauw te monitoren.

Zowel nieuwe stalen (2021 tot 2024), als eerder verzamelde maar nog niet succesvol
geanalyseerde stalen werden onderzocht. Het betreft 45 en 29 stalen, respectievelijk, uit
Vlaanderen, Wallonié, Nederland, Frankrijk en het Verenigd Koninkrijk. De resultaten werden
toegevoegd aan de genetische databank, die nu gegevens van 212 dieren bevat.

De genetische diversiteit binnen locaties in Vlaanderen varieert sterk, maar binnen genetische
clusters niet. De diversiteit van de gevestigde populatie in de Antwerpse rand ligt in lijn met de
diversiteit van populaties uit het Verenigd Koninkrijk. Er is binnen deze relatief grote populatie
geen genetische differentiatie tussen de eerdere en nieuwe stalen.

Het algemene beeld van de genetische structuur blijft een combinatie van geografische en niet-
geografische patronen. In diverse gevallen blijken locaties uit aangrenzende gemeenten (in
West-Vlaanderen, Oost-Vlaanderen en op de grens Antwerpen-Limburg) duidelijk met elkaar
geclusterd, wat kan wijzen op natuurlijke dispersie of op uitwisseling van individuen op een
lokaal niveau. Maar algemeen wordt clustering ook gestuurd door niet-nabijgelegen locaties,
wat duidt op uitwisseling op een bovenlokaal niveau, of op een gemeenschappelijke herkomst.
Daarnaast zijn er ook een aantal stalen met onduidelijke toewijzing aan één van de clusters.

De locaties Schoten-Brasschaat-Wuustwezel tekenen opnieuw het sterkst af van de rest. Nieuw
is dat ook een staal uit Breda (Nederland) hieraan gelinkt kan worden, wat sterk bewijs vormt
van verspreiding van deze populatie op Nederlandse bodem. De link met een staal uit de
provincie Luik blijft onverklaard, maar pleit voor een uitgebreidere analyse van stalen uit
Wallonié, waar muntjak ondertussen ook gevestigd blijkt. Ook voor een aantal andere (lokale)
situaties bieden de analyses nieuwe inzichten. Handhavers en terreinbeheerders kunnen
contact opnemen met de auteurs voor de interpretatie van casus-specifieke resultaten.
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Aanbevelingen voor beheer en beleid

Vlaanderen kent nog steeds een belangrijke aanwezigheid van Chinese muntjak. In
overeenstemming met Verordening EU nr. 1143/2014 moet de populatie zo goed als mogelijk
worden beheerst. Dit omvat een strikte handhaving van het verbod op bezit, kweek, uitwisseling
en vrijlating van gehouden muntjakken enerzijds, en het verwijderen van dieren uit het wild
anderzijds.

De nieuwe analyses bevestigen dat het beleid rond muntjak zich op beide sporen moet blijven
richten. De vondst van een Nederlands staal met een duidelijke herkomst in Vlaanderen, en de
aanwezigheid van muntjak in de provincie Luik, onderstrepen het toenemend belang van een
grensoverschrijdende aanpak.

De genetische databank die in het vorig rapport is opgestart, en met dit rapport is uitgebreid,
kan (1) handhavers bijstaan in het blootleggen van illegale activiteiten met muntjak, (2)
beheerders informeren over de herkomst van dieren in het wild, en (3) wetenschappers helpen
om de populatiedynamiek van de soort te bestuderen.
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English abstract

This report is a follow-up to the genetic study by Deflem et al. (2022). In that study, samples of
Chinese muntjac (Muntiacus reevesi) from Flanders were examined for the first time to
determine their genetic diversity, structure and relatedness. A protocol was developed for
simple (routine) monitoring. This report deals with the processing of new samples according to
this protocol.

Muntjac is a small deer that has been introduced to Europe from China. In the United Kingdom,
the species has become one of the most common deer species. Muntjac populations can reach
high densities locally, causing damage, especially in forests. To prevent an expansion on the
European mainland, muntjac has been included in the list of invasive species of Union concern
(Regulation (EU) No 1143/2014).

Since 2012, muntjac has been frequently observed in Flanders, which has now become the
stronghold of the species in the European Union. Its spread is complex, due to natural processes
on the one hand (e.g. dispersion, natural mortality) and human activity on the other (e.g. illegal
possession, management). The exact distribution and current trends are unclear (increase or
decrease). It is therefore important to monitor the population genetically.

Both new samples (recently collected, 2021 to 2024) and previously collected but unsuccessfully
analysed samples were examined. This concerns 45 and 29 samples, respectively, from Flanders,
Wallonia, the Netherlands, France and the United Kingdom. The results were added to a genetic
database, which now contains data from 212 animals.

Genetic diversity within locations in Flanders varies greatly, but not within genetic clusters. The
diversity of the established population in the Antwerp area is in line with that of populations
from the United Kingdom. Within this relatively large population, there is no genetic
differentiation between the earlier and new samples.

The overall picture of the genetic structure remains a combination of geographical and non-
geographical patterns. In several cases, locations in neighbouring municipalities (in West
Flanders, East Flanders and on the Antwerp-Limburg border) appear to be clearly clustered
together, which may indicate natural dispersal or exchange of individuals at a local level.
However, clustering is also generally driven by non-neighbouring locations, which may indicate
exchange above the local level, or a shared origin. In addition, there are also a number of
samples that cannot be clearly assigned to one of the clusters.

The Schoten—Brasschaat—Wuustwezel area once again stands out as genetically distinct. A
sample from Breda (the Netherlands) clusters with this group, providing strong evidence for the
spread of this population across the national border. A genetic link with a sample from the
province of Liege remains unexplained and underscores the need for a more comprehensive
analysis of samples from Wallonia, where muntjac now also appears to be established. The
analyses further yield new insights into several other local contexts. Enforcement officers and
site managers may contact the authors for interpretation of case-specific results.
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1 INLEIDING

Voor een meer uitgebreid verslag van de situatie van muntjak verwijzen we naar het eerste
rapport (Deflem et al. 2022; zie ook Casaer et al. 2015 en D’hondt et al. 2023). We hernemen
hier de meest essentiéle zaken, en vullen aan met recente informatie.

1.1 ACHTERGROND

De Chinese muntjak (Muntiacus reevesi Ogilby, 1839), kortweg muntjak, is een kleine
hertensoort die inheems is in Centraal- en Zuid-China (M. reevesi reevesi) en Taiwan (M. reevesi
micrurus). Door menselijk handelen heeft deze soort zich de afgelopen decennia ook in Europa,
dus buiten het inheemse verspreidingsgebied, weten te vestigen. Aangenomen wordt dat de
aanwezigheid van muntjak in Europa het resultaat is van onopzettelijke ontsnappingen enerzijds
(bv. uit private collecties en dierentuinen) en opzettelijke vrijlatingen anderzijds (bv. voor
jachtbelangen; Tsiamis et al. 2017, Ward et al. 2021).

1.2 SITUATIE IN.EUROPA

In het Verenigd Koninkrijk heeft de introductie inmiddels geleid tot een aanzienlijke populatie.
De muntjak werd aan het einde van de 199 en het begin van de 20°¢ eeuw geintroduceerd in
Zuid-Engeland, als sier- en jachtwild op private landgoederen (Chapman 2021, Cooke 2019). Als
gevolg van opzettelijke en onopzettelijke introducties breidde het verspreidingsgebied zich uit
naar andere delen van het Verenigd Koninkrijk (Ward 2005). Tegen het einde van de 205 eeuw
was de populatie sterk toegenomen. Hoewel de geschatte aantallen uiteenlopen, is duidelijk dat
muntjak in verschillende regio’s één van de meest algemene hertensoorten is geworden (Croft
et al. 2017, Harris et al. 1995, Mathews et al. 2018). Modellen suggereren dat er nog een ruime
marge is voor verdere kolonisatie in zowat alle delen van het Verenigd Koninkrijk (Freeman et
al. 2022).

Om een soortgelijke ontwikkeling in de Europese Unie te voorkomen, werd de muntjak
opgenomen op de lijst van voor de Unie zorgwekkende invasieve uitheemse soorten
(Verordening EU nr. 1143/2014%). De Verordening verbiedt het opzettelijk importeren, houden,
kweken, vervoeren, verhandelen, gebruiken en vrijlaten van deze soorten. Daarnaast moeten
lidstaten maatregelen nemen om vestiging te voorkomen en bestaande populaties in de mate
van het mogelijke te verwijderen. Voor muntjak zijn de bepalingen sinds 2016 van kracht. De
implementatie van de Verordening in het Vlaamse Gewest is geregeld via het Soortenbesluit?,

! Europese verordening nr. 1143/2014 betreffende de preventie en beheersing van de introductie en
verspreiding van invasieve uitheemse soorten (22 oktober 2014).

2 Besluit van de Vlaamse Regering met betrekking tot soortenbescherming en soortenbeheer (15 mei
2009).
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en het toezicht via het Milieuhandhavingsbesluit®. Het houden van muntjak was in Vlaanderen
al sinds 2009 verboden, daar de soort niet is opgenomen op de Positieflijst*.

Muntjak is in verschillende lidstaten gemeld, waaronder lerland, Denemarken, Oostenrijk en
Polen (Chapman 2022, Schertler et al. 2024, Ward et al. 2021). In de meeste van deze landen
lijkt het vooralsnog om heel sporadische meldingen te gaan, waarbij onduidelijk is of de
aanwezigheid geisoleerd en kortstondig was, dan wel of er sprake is van vestiging met eventuele
voortplanting.

In Duitsland zijn sinds 2015 regelmatig individuen gesignaleerd, met name in het noorden van
het land (Schleswig-Holstein). Daar zouden in 2020 meerdere exemplaren zijn uitgezet (Schulz
& Borkenhagen 2021). Op andere plaatsen, onder andere nabij Miinchen (Zuid-Duitsland), is
muntjak enkel sporadisch gerapporteerd (Nehring & Skowronek 2017, Schertler et al. 2024).

Een overzicht van de historische en huidige situatie in Frankrijk wordt gegeven door Maillard et
al. (2024). Er zijn recente waarnemingen uit verschillende regio’s, maar deze lijken opnieuw heel
sporadisch van karakter. Anders is het gesteld in de regio Centre-Val de Loire (departementen
Indre-et-Loire, Loir-et-Cher en Indre). Hier wordt een gevestigde populatie vermoed. Het aantal
waarnemingen is namelijk toegenomen gedurende de afgelopen 15 jaar, met name rond de
gemeente Céré-la-Ronde, maar veldonderzoek doet een (heel) lage dichtheid vermoeden. De
populatie in deze regio is vermoedelijk ontstaan door ontsnapte individuen uit particuliere
collecties (Bottiau 2018, Hurel et al. 2018). In de regio Normandié (Cleres) zou zich tussen 1950
en de jaren ‘80 een kleine, ontsnapte populatie in het wild hebben gehandhaafd (Chapman
2022, Maillard et al. 2024).

Ook in Nederland wordt muntjak sporadisch gemeld (Hollander 2015, Waarneming.nl 2025). De
meeste waarnemingen bevinden zich in de zuidelijke helft van het land, waarbij een bijzondere
positie is weggelegd voor het grensgebied met Vlaanderen. Van stabiele, gevestigde populaties
lijkt actueel geen sprake, al valt niet uit te sluiten dat hun aanwezigheid onderbelicht is vanwege
hun verscholen levenswijze (van Norren et al. 2019, van Veen & D’hondt 2023).

Muntjak lijkt ondertussen wel gevestigd te zijn in Wallonié. Buiten sporadische meldingen,
verspreid over het gewest, en een vermoedelijk kwijnende populatie in de omgeving van
Frasnes-lez-Anvaing (net ten zuiden van de Vlaamse Ardennen), blijken er namelijk verschillende
(deel)populaties te bestaan in de Maasvallei tussen Andenne en Flémalle. Daarbij zijn er
duidelijke tekenen van voortplanting (Tinel & Legat 2023).

3 Besluit van de Vlaamse Regering tot uitvoering van titel XVI van het decreet van 5 april 1995 houdende
algemene bepalingen inzake milieubeleid (12 december 2008).

4 Koninklijk besluit tot vaststelling van de lijst van niet voor productiedoeleinden gehouden zoogdieren
die gehouden mogen worden (16 juli 2009).
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1.3  SITUATIE IN VLAANDEREN

Ondanks de waarnemingen binnen andere lidstaten, lijkt Vlaanderen nog steeds het
zwaartepunt voor muntjak te vormen in de Europese Unie, gelet op het aantal locaties waar de
soort is vastgesteld, en de regelmaat van meldingen. Een overzicht van de waarnemingen werd
gegeven door Deflem et al. (2022). Bijgevolg beperken we ons hier tot een update met
toevoeging van de meest recente jaren.

Figuur 1 toont, na de terugval in 2022, een jaar met veel (2023) en een jaar met weinig (2024)
waarnemingen. Het is uit deze cijfers dus nog steeds niet duidelijk of er sprake is van een reéle
terugval na de piek uit de periode 2019-2021.

[}
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o
1

[}
o
1

# hokken (1 km?, EEA-raster)

o
1

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022 2024
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Figuur 1 Het aantal kilometerhokken met waarnemingen van muntjak in het Vlaamse Gewest (paars: alle
waarnemingen; grijs: gevalideerde waarnemingen). Bron: GBIF (2025), data voornamelijk van
Casaer et al. (2025), D’hondt et al. (2025) en Vanreusel et al. (2025); aangevuld met data uit
het e-loket Afschotmeldingen.

Een afname zou conform zijn met een verdere uitdoving van gehouden populaties, ten gevolge
van het toezicht op het verbod op bezit. Daarnaast worden meer dieren met succes uit het wild
verwijderd: in totaal zijn er 87 meldingen van afvangst of afschot in het e-loket van de Vlaamse
overheid voor de periode tot en met 2024, waarvan de helft uit de laatste twee jaren. Doordat
afschotmeldingen niet wettelijk verplicht zijn voor muntjak, is voornoemd cijfer mogelijk een
onderschatting.

Figuur 2 toont de verspreiding van alle waarnemingen tot op heden. Op vele plaatsen is de
aanwezigheid sporadisch (kortstondig) gebleken. De huidige verspreiding is ten opzichte van het
vorige rapport feitelijk ongewijzigd. De oostelijke rand van Antwerpen (Voorkempen) vormt nog
steeds het belangrijkste bolwerk. Op andere locaties is muntjak (vermoedelijk) aanwezig, maar
zijn weinig details gekend (bv. Noordoost-Antwerpen, Zuid-Oost-Vlaanderen). In de gemeente
Schoten (Antwerpen) is de populatie van muntjak ondertussen in detail bestudeerd (D’hondt et
al. 2023, 2025).
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Figuur 2 Waarnemingen van muntjak in het wild in Vlaanderen (2004-2024). De kleuren geven het jaar
van de waarneming weer. Ook de niet-gevalideerde waarnemingen zijn opgenomen. Bron:
zoals in Figuur 1.

De situatie in Vlaanderen is dus nog steeds in belangrijke mate onzeker, zowel wat de actuele
verspreiding als de te verwachten trends betreft. In de nabije toekomst kan een toename
worden verwacht indien het beheer de vestiging, voortplanting en dispersie onvoldoende zou
drukken, of indien illegale activiteiten met de soort zouden worden voortgezet. Daarom blijft
het uiterst relevant om de populatie van heel nabij te monitoren, ook op genetisch vlak.

1.4  GENETISCHE MONITORING

De eerste genetische analyses hebben aangetoond dat er in Vlaanderen een duidelijke
genetische structuur bestaat, gekenmerkt door clusters waarin zowel dieren uit gevangenschap
als vrijlevende exemplaren genetisch verwant blijken (Deflem et al. 2022). Deze structuur volgt
echter maar gedeeltelijk een geografisch patroon, wat duidt op een aanzienlijke mate van
menselijk handelen. De oorsprong van de wilde populatie in de oostelijke rand van Antwerpen
is met zekerheid vastgesteld. Deze populatie vertoont geen genetische verwantschap met de
overige (voormalig) gehouden populaties die waren geanalyseerd. Bovendien wezen de
genetische gegevens erop dat deze populatie relatief groot is en het verspreidingsgebied
gestaag uitbreidt. Op basis van de resultaten is het duidelijk dat de verspreidingsdynamiek van
muntjak in Vlaanderen complex is en verschilt per situatie, waarbij er zowel sprake is van
menselijke factoren (bv. ontsnappingen, uitwisselingen, lethaal beheer) als van natuurlijke
processen (zoals voortplanting, dispersie en natuurlijke mortaliteit).

In het rapport uit 2022 werd vervolgens een methodiek ontwikkeld voor een genetische
screening op een relatief snelle en eenvoudige wijze. Hierbij wordt gebruikgemaakt van variaties
van één nucleotide binnen het genoom, de zogenoemde Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP’s). Deze SNP’s kunnen worden ingezet om genetische verschillen of, omgekeerd,
verwantschappen tussen individuen of populaties te kwantificeren. Bijvoorbeeld: in een
populatie kan op een specifieke positie in het genoom de DNA-sequentie 5'-CACTATACCGAG-3’
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voorkomen, terwijl bij andere individuen op dezelfde locatie 5’-CACTATGCCGAG-3’ wordt
aangetroffen. De variabele positie, in dit geval A of G, vormt de SNP.

Op basis van een grootschalig onderzoek naar ongeveer 20.000 SNP’s in het genoom van
muntjak zijn de meest informatieve variaties geselecteerd om een specifiek panel van 151 SNP’s
te ontwikkelen. Uit resultaten van het eerdere rapport blijkt dat dit SNP-panel robuust en
geschikt is voor toekomstige monitoring. Hiermee kunnen nieuwe stalen dus voortaan snel en
efficiént worden geanalyseerd. Dit laat een routinematige monitoring toe, en het is de intentie
om nieuw-beschikbare stalen van muntjak op regelmatige basis in bulk te analyseren. De
resultaten worden dan toegevoegd aan een dataset die alle genetische informatie van de
geanalyseerde individuen bundelt.

1.5 DOELSTELLINGEN

Het eerder ontwikkelde SNP-panel werd gebruikt om stalen van muntjak te screenen. Het
betreft (1) nieuwe stalen, die ons sinds het vorige rapport hebben bereikt, en (2) stalen die
eerder waren verzameld, maar waarvan de eerdere analyse niet was gelukt. Op basis van deze
stalen worden patronen van genetische diversiteit, genetische structuur en onderlinge
verwantschappen bestudeerd.
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2 WERKWUZE

2.1 STALEN

In het onderzoek uit 2022 werden in totaal 175 stalen uit VIlaanderen verzameld (Tabel 1, Figuur
3), aangevuld met stalen uit het Verenigd Koninkrijk (18), Frankrijk (3) en Nederland (2). Van
deze stalen werden er uiteindelijk 143 succesvol geanalyseerd met het SNP-panel’. In dat
onderzoek werden stalen opgenomen die tot en met december 2021 werden ingezameld.

Sinds die datum zijn er 45 nieuwe stalen ingezameld, waaronder 23 in de provincie Antwerpen
(2021-2023), 12 in Oost-Vlaanderen (2022-2024), vijf in West-Vlaanderen (2021-2022), drie uit
Wallonié (2023-2024) en twee uit Frankrijk (2023). Hiernaast werden 29 eerder ingezamelde
(2010-2021), maar nog niet succesvol geanalyseerde stalen betrokken (Tabel 1, Figuur 3).

Alle verzamelde stalen betreffen weefselstalen (tong, overig spierweefsel, oor), met
uitzondering van enkele orale swabs (Lierde). De dieren zijn ofwel afkomstig uit gevangenschap
(meestal verkregen via handhavingsacties) of uit het wild (0.a. verkeersslachtoffers, bestrijding).
Omwille van de vertrouwelijkheid van de handhavingsdossiers wordt de informatie beperkt tot
het niveau van de betrokken gemeente (deelgemeente of hoofdgemeente, afhankelijk van de
beschikbare informatie).

> Sommige stalen konden dus niet succesvol in het SNP-panel worden betrokken. Van locaties met een
groot aantal stalen (zoals Langdorp en Schoten) waren ook niet alle stalen opgenomen.
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Tabel 1 Overzicht van de locaties. De Belgische locaties zijn alfabetisch gerangschikt per provincie (LIM,
Limburg; ANT, Antwerpen; VBR, Vlaams-Brabant; OVL, Oost-Vlaanderen; WVL, West-
Vlaanderen; LUX, Luxemburg). Gevang. = dieren uit gevangenschap; wild = vrijlevende dieren.
N2o24 verwijst naar de nieuw-geanalyseerde stalen (nieuw ingezameld (*) of al eerder
ingezameld, zie tekst). N2024,analyse is het aantal hiervan dat met succes werd geanalyseerd.
N2022 is het aantal stalen dat in de vorige analyse met succes werd geanalyseerd. Niotaal is het
totaal aantal succesvol geanalyseerde stalen.

Land Prov. Locatie Code Herkomst N2024 N2024, analyse  N2022, analyse ~ Ntotaal
Belgié LIM  Bocholt Boc Wild 0 0 1 1
Belgié LIM  Lommel Lom Gevang. 1 1 0 1
Belgié LIM  Overpelt Ove Gevang. 0 0 10 10
Belgié LIM  Tessenderlo Tes  Wild 1 1 0 1
Belgié LIM  Zolder Zol  Wild 1 1 0 1
Belgié ANT Arendonk Are  Gevang. 0 0 3 3
Belgié ANT Boechout Boe Wild 1* 1 0 1
Belgié ANT  Brasschaat Bra  Wild 1 1 1 2
Belgié ANT Mol Mol Gevang. 1 1 3 4
Belgié ANT  Muizen Mui  Gevang. 1 0 3 3
Belgié ANT  Oud-Turnhout OuT NA 2* 2 0 2
Belgié ANT Retie Ret  Wild 0 0 1 1
Belgié ANT  Schoten Sch  Gevang./wild 20* 20 23 43
Belgié ANT Wechelderzande Wec Gevang. 0 0 5 5
Belgié ANT  Wuustwezel Wuu  Wild 0 0 1 1
Belgié VBR Langdorp Lan  Gevang. 0 31 31
Belgié OVL Aalst Aal  Wild 5* 5 0 5
Belgié OVL Eksaarde Eks  Gevang. 5 0 5
Belgié OVL Evergem Eve Wild 0 1 1
Belgié OVL Herdersem Her  Wild 0 4 4
Belgié OVL Kruibeke Kru  Gevang. 0 5 5
Belgié OVL Kruisem Kruis Wild 4* 3 0 3
Belgié OVL Lierde Lie Gevang. 5% 4 0 4
Belgié OVL Lokeren Lok  Wild 1 1 2
Belgié OVL Meerbeke Mee Wild 0 1 1
Belgié OVL Nazareth Naz Wild 0 1 1
Belgié OVL Oostakker Oos Gevang. 0 2 2
Belgié OVL Sint-Gillis-Waas SGW NA 1* 1 0 1
Belgié OVL Stekene Ste  Wild 1* 1 0 1
Belgié OVL Sint-Martens-Latem StM  Gevang. 0 0 4 4
Belgié OVL Vinderhoute Vin  Gevang./wild 0 0 9 9
Belgié OVL Waasmunster Waa Gevang. 1 1 1 2
Belgié OVL Zulte Zul  Wild 1* 1 0 1
Belgié WVL Harelbeke Har  Wild 1* 1 0 1
Belgié WVL Hooglede Hoo Gevang. 2 2 2 4
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Land Prov. Locatie Code Herkomst N2022  N2024,analyse  N2022,analyse  Nitotaal
Belgié WVL Izegem Ize Gevang. 0 0 3 3
Belgié WVL Merkem Mer Gevang. 0 0 0 1
Belgié WVL Oeselgem Oes Gevang. 2 2 2 4
Belgié WVL Roeselare Roe Gevang. 4* 4 0 4
Belgié WVL Staden Stad Gevang. 2 2 1 3
Belgié WVL Stalhille Stal  Wild 2 2 1 3
Belgié WVL Zeebrugge Zee Wild 1 1 0 1
Belgié LUX Bouillon Bou Wild 1 0 0 0
Belgié LUIK Wanze Wan Wild 2 1 0 1
Nederland - Breda Bre  Wild 1 1 0 1
Nederland - Stein Ste  Wild 0 0 1 1
Frankrijk - Céré-la-Ronde CLR  Wild 0 0 3 3
Frankrijk - Manthelan Man Wild 1 1 1 1
Frankrijk - - Nan Wild 2 2 0 2
VK - Gloucestershire Glo Wild 0 0 7 7
VK - Lincolnshire Lin  Wild 0 0 2 2
VK - Norfolk Norf Wild 0 0 2 2
VK - Northamptonshire  Nort Wild 0 0 1 1
VK - Suffolk Suf  Wild 0 0 6 6
Totaal 74 69 143 212

Figuur 3 Overzicht van de (hoofd)gemeenten waaruit Vlaamse stalen zijn verzameld. Gearceerde
gemeenten verwijzen naar nieuwe stalen; dubbel gearceerde gemeenten naar nieuw-
geanalyseerde stalen en stalen uit het vorige rapport. De kleuren verwijzen naar de
provincies.
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2.2  GENETISCHE ANALYSES

2.2.1 Genotypering

Genomisch DNA van de weefselstalen werd geéxtraheerd met de DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen). De kwaliteit van het geéxtraheerde DNA werd geévalueerd via agarose-
gelelektroforese (2%), en de DNA-concentratie werd bepaald met de Quant-iT PicoGreen dsDNA
Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

De genotypering van de 74 nieuwe stalen gebeurde voor 151 SNP’s uit het eerder gepubliceerde
SNP-panel (Deflem et al. 2022), via het GTseg-protocol (Campbell et al. 2015) ontwikkeld door
GTseek (Idaho, VS). GTseek ontwierp voor elk SNP-locus in het SNP-panel locus-specifieke
primers op basis van de flankerende sequenties.

In de eerste stap werd per staal een multiplex-PCR uitgevoerd waarin alle 151 primerparen
simultaan werden gebruikt. De PCR-reactie werd uitgevoerd met de Qiagen Plus Multiplex
Master Mix. Hierbij werden de primers voor alle SNP-loci gecombineerd met het staal en de PCR-
mastermix, waarna elk SNP-locus specifiek werd geamplificeerd. Het PCR-verloop omvatte een
initiéle hot-start bij 95 °C gedurende 15 minuten, gevolgd door vijf cycli van denaturatie (95 °C,
30 s), annealing (57 °C, 30 s) en extensie (72 °C, 2 min), gevolgd door tien cycli met verhoogde
annealingtemperatuur (65 °C, 30 s) en verkorte extensietijd (72 °C, 30 s).

In een tweede (simplex) PCR-reactie werden staal-specifieke i5-barcodes (bestaande uit zes
nucleotiden) en een plaat-specifieke i7-barcode toegevoegd, opnieuw uitgevoerd met de
Qiagen Plus Multiplex Master Mix. De i5-barcode maakt het mogelijk om de sequeneringsdata
correct te koppelen aan de individuele stalen. Omdat slechts één plaat met 85 stalen (inclusief
twee plaatduplicaten en negen duplicaten van vorige sequencing runs, dus 74 nieuwe en unieke
individuen) werd geanalyseerd, werd één plaat-specifieke i7-barcode gebruikt. Het PCR-verloop
omvatte een hot-start bij 95 °C gedurende 15 minuten, gevolgd door tien cycli van denaturatie
(95°C, 10 s), annealing (65 °C, 30 s) en extensie (72 °C, 30 s), afgesloten met een finale
extensiestap van 5 minuten bij 72 °C.

Na de barcoding (simplex) PCR werden de PCR-producten genormaliseerd met de SequalPrep
Normalization Kit (Thermo Fisher Scientific) en vervolgens samengevoegd. De pool van stalen
werd vervolgens opgezuiverd met AMPure XP beads (Beckman Coulter). De kwaliteit en de
concentratie van de opgezuiverde pool werden beoordeeld met behulp van ddPCR. De
uiteindelijke DNA-bibliotheek werd vervolgens gesequeneerd op een /llumina MiSeq toestel (2
x 150 bp, V2 flow cell).
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2.2.2 Bio-informatica

De resultaten van de MiSeg-sequencing bestaan uit twee FASTQ-bestanden (voor de forward en
reverse reads), waarin alle sequenties voor de 85 stalen zijn opgenomen (74 nieuwe stalen, 11
duplicaten). De kwaliteit van de ruwe sequenties werd beoordeeld met FastQC software (versie
0.11.9, Andrews 2015), en vervolgens samengevat met multiQC software (Ewels 2016). De
forward en reverse reads, met een minimale overlap van 10 bp, werden samengevoegd met
PEAR software (versie 0.9.11, Zhang 2014). De genotypes van de individuen voor de 151 SNP’s
werden vervolgens bepaald met een aangepast Perl script, gebaseerd op Campbell et al. (2015).

Vijf stalen werden uitgesloten van verdere analyses, aangezien hun genotypes voor meer dan
25% van de SNP’s ontbraken (telkens één individu uit Muizen, Kruisem, Lierde, Wanze en
Bouillon). Voor de overige stalen bedroeg de gemiddelde hoeveelheid ontbrekende genotypes
3%. Voor slechts één staal (het tweede staal uit Wanze) bedroeg dit percentage meer dan 20%.
De genotypes van de elf duplicaten per run werden vergeleken voor kwaliteitscontrole
(vergelijking van de twee plaatduplicaten met hun analogen binnen de run; vergelijking van de
negen duplicaten met hun analogen uit vorige runs; Deflem et al. 2022). Van de 151 SNP’s uit
het panel werden er 11 verwijderd omdat het aantal missende genotypes over alle individuen
meer dan 20% bedroeg.

De nieuwe data werd geintegreerd met de gegevens uit het vorige rapport. De finale dataset in
dit rapport omvat de genotypes voor de 140 SNP’s uit het SNP-panel, bepaald voor 212
individuen, inclusief 69 nieuw geanalyseerde stalen (Tabel 1).

2.2.3 Dataverwerking

Op basis van het SNP-panel werden voor de 212 stalen drie parameters onderzocht: (1)
genetische structuur (het onderscheid tussen, en de toewijzing van individuen aan, verschillende
groepen), (2) genetische diversiteit en (3) verwantschap tussen dieren. Voor een nadere
toelichting over de interpretatie van deze parameters wordt verwezen naar Vanden Broeck &
Cox (2017) en Deflem et al. (2022). Alle analyses werden uitgevoerd met behulp van R (versie
4.4.2, R Core Team 2024).

Genetische structuur — Ten eerste werd de fixatie-index (Fsr, Weir & Cockerham 1984), een maat
voor de genetische afstand tussen locaties, berekend met het R-pakket hierfstat. Voor de
berekening van de genetische differentiatie werden enkel locaties met minstens vijf individuen
meegenomen (Overpelt; Schoten, Wechelderzande; Langdorp; Aalst, Eksaarde, Kruibeke,
Vinderhoute; Gloucestershire en Suffolk). Voor de individuen uit Schoten maken we bovendien
een onderscheid tussen de eerdere stalen en de nieuwe stalen. Daarnaast werd de fixatie-index
berekend tussen genetische clusters (zie verder).

Vervolgens werd de genetische structuur over alle stalen weergegeven met behulp van een
Principale Componenten Analyse (PCA) met het R-pakket ade4 versie 1.7-18 (Dray & Dufour
2007). In een PCA-plot clusteren individuen met een gelijkaardige genetische samenstelling
samen. Om individuen toe te wijzen aan specifieke groepen, werd een Discriminante Analyse
van Principale Componenten (DAPC) uitgevoerd met het R-pakket adegenet versie 2.1.11
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(Jombart 2008). DAPC transformeert de data met behulp van PCA en bepaalt het aantal clusters,
evenals de toewijzing van individuen aan deze clusters, via Discriminante Analyse (DA). Deze
analyse werd uitgevoerd zonder voorafgaande informatie over het aantal clusters, met het K-
means algoritme. Het optimale aantal clusters (K) werd geschat op basis van het Bayesiaans
Informatiecriterium (BIC). Elk individu werd vervolgens toegewezen aan één van de clusters
(Jombart et al. 2010).

Daarna werd een STRUCTURE-analyse uitgevoerd (Falush et al. 2003, Pritchard et al. 2000). Net
als bij de DAPC zoekt het STRUCTURE-algoritme naar genetische clusters (K) in de dataset,
zonder voorafgaande informatie over het aantal locaties. Voor elk individu werd de
waarschijnlijkheid van toewijzing aan elk van deze clusters berekend. De STRUCTURE-analyse
werd drie keer herhaald met een admixture-model zonder voorafgaande informatie over het
aantal clusters (burn-in = 10.000, iteraties = 100.000). Het optimale aantal clusters (K) werd
bepaald op basis van Delta K en log-likelihood, met behulp van Structure Harvester (versie
0.6.94, Earl & vonHoldt 2012).

Genetische diversiteit — De genetische diversiteit werd geévalueerd aan de hand van de
allelische rijkdom gecorrigeerd voor het minimaal aantal stalen (AR), de inteeltcoéfficiént (Fis),
gemiddelde waargenomen heterozygositeit (Ho) en de verwachte heterozygositeit onder Hardy-
Weinberg-evenwicht (Hg). Deze waarden werden per locatie en per cluster berekend met het R-
pakket hierfstat (versie 0.5-7, Goudet 2005). Individuen worden elk aan één van de vier clusters
toegewezen op basis van een STRUCTURE-analyse, uitgevoerd zoals eerder beschreven,
wanneer de Q-waarde (de toewijzingsscore) groter is dan 0,7 (zie verder). Aangezien er een
aantal locaties zijn met minder dan vijf stalen, het minimum voor een interpreteerbare
inschatting over de genetische diversiteit op locatieniveau, werd vervolgens de
gestandaardiseerde multilocusheterozygositeit (sMLH) berekend met behulp van R-pakket
InbreedR (Stoffel et al. 2016). sMLH geeft per individu het totaal aantal heterozygote loci weer
gedeeld door de som van de gemiddelde waargenomen heterozygositeit in de populatie. In dit
geval omvat de populatie alle individuen. Hierna werd per locatie de gemiddelde sMLH
berekend.

Verwantschapsanalyses — De verwantschappen tussen individuen werden berekend aan de
hand van de verwantschapscoéfficiént (r) volgens de methode van Wang (2002), met behulp
van het R-pakket related (versie 0.7, Pew et al. 2015). Een waarde rond 0,500 duidt op een
eerstegraadsverwantschap, zoals tussen ouders en nakomelingen of tussen broers en zussen.
Een waarde rond 0,250 wijst op een tweedegraadsverwantschap, bijvoorbeeld tussen
grootouders en kleinkinderen, tussen tantes/ooms en nichtjes/neefjes of tussen halfbroers of -
zussen. Een waarde rond 0,125 komt overeen met een derdegraadsverwantschap (Pew et al.
2015). In geval van inteelt verhoogt de r-waarde. Voor de verdere bespreking beperken we ons
tot de nieuw aangebrachte stalen en een ondergrens van r > 0,400 (net onder een
eerstegraadsverwantschap).
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3 RESULTATEN

3.1 GENETISCHE STRUCTUUR

De gemiddelde genetische differentiatie over de beschouwde locaties, gemeten als Fsr,
bedraagt 0,230 (Tabel 2). Over het algemeen zijn de resultaten op basis van het SNP-panel (dit
rapport) iets lager dan die op basis van de volledige SNP-set (vorig rapport).

De genetische differentiatie is het hoogst tussen de locaties Eksaarde*® en Wechelderzande (Fsr
= 0,422), en het laagst tussen de eerdere en nieuwe stalen uit Schoten (Fsr = 0,002). Dit is de
enige Fs-waarde die niet significant verschilt van 0 (cf. het betrouwbaarheidsinterval). De
recente stalen van Schoten zijn dus van dezelfde populatie afkomstig. De differentiatie tussen
de beide Britse locaties is ook laag (Suffolk en Gloucestershire; Fsr = 0,037). Hetzelfde is waar
tussen de Britse locaties en Schoten (Fsr = 0,091 - 0,129). Dat lage onderscheid werd ook in het
eerdere rapport vastgesteld, en de nieuwe stalen geven dus bevestiging.

Tussen Vlaamse locaties is de differentiatie het laagst tussen Schoten en Langdorp (Fsr = 0,145)
en tussen Vinderhoute en Langdorp (Fsr = 0,134). Een opmerkelijke bevinding is dat voor veel
locaties de differentiatie met Britse locaties lager is dan met andere locaties uit Vlaanderen. Wat
betreft de locaties die nieuw zijn betrokken, vertoont Eksaarde* een sterke differentiatie ten
opzichte van alle overige locaties, met een gemiddelde Fsrvan 0,311.

6 Locaties die (deels) nieuw zijn ten opzichte van het vorige rapport, zijn in hoofdstuk 3.1 en 3.2 met een
* aangeduid.
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Tabel 2 De paarsgewijze genetische afstand (Fsr) tussen locaties (N 2 5). De cijfers onder de diagonaal
geven het 95%-betrouwbaarheidsinterval. Sch* verwijst naar de nieuwe stalen uit Schoten.

Ove Sch Sch* Wec Lan Aal Eks Kru Vin Glo Suf
Ove ; 0,193 | 0215 | 0,209 | 0,23 | 0,327 | 0,300 | 0256 | 0,201 | 0,162 | 0,131
[0,142;
sch - 0,002 | 0,196 | 0,145 | 0,288 | 0,237 | 0,189 | 0,164 | 0,121 | 0,091
0,235]
[0,158; | [-0,005;
* -
sch* | el | 0,009] 0,250 | 0,182 | 0307 | 0,265 | 0,197 | 0,199 | 0,129 | 0,121
wec | [0136: | [0,127; | [0,168; . 0,226 | 0351 | 0,422 | 0,291 | 0,205 | 0,203 | 0,142

0,250] | 0,213] | 0,256]

[0,180; | [0,118; | [0,142; | [0,152;
tan | oo | 0183 | 0.211] | 0.255] 0,232 | 0,248 | 0,172 | 0,134 | 0,180 | 0,120

[0,247; | [0,189; | [0,215; | [0,252; | [0,151;
Aal | 001 | 0333 | 0.369] | 0.412] | 0.271] 0,384 | 0,258 | 0,145 | 0,278 | 0,254

[0,229; | [0,122; | [0,168; | [0,320; | [0,155; | [0,287;
Bks | 0,346] | 0,256] | 0.304] | 0.474] | 0267] | 0,453] 0,380 | 0331 | 0,28 | 0,258

[0,200; | [0,131; | [0,131; | [0,228; | [0,112; | [0,191; | [0,305;
Kru | 63021 | 0,225] | 0,249] | 0357 | 0,222] | 0,315] | 0,463] 0185 | 0,221 | 0,148

| [0,153; | [0,120; | [0,141; | [0,137; | [0,090; | [0,087; | [0,225; | [0,117;
Vin | 5231] | 0,202] | 0,238] | 0.261] | 0,169] | 0,182] | 0,376] | 0,246] 0,202 1 0,154

Glo | [0:105; | [0,068; | [0,082; | [0,113; | [0,130; | [0,208; | [0,212; | [0,152; | [0,126; ) 0037
0,221] | 0,167] | 0,187] | 0,256] | 0,234] | 0,343] | 0,335] | 0,285] | 0,266] ’

suf | [0092; | [0,067; | [0,157; | [0,092; | [0,101; | [0,151; | [0,176; | [0,090; | [0,109; | [0,006; )
0,179] | 0,132] | 0,256] | 0,181] | 0,161] | 0,315] | 0,297] | 0,203] | 0,213] | 0,073]

De PCA-analyse toont op basis van de eerste PC-as een duidelijke scheiding tussen de individuen
uit Schoten, Brasschaat en Wuustwezel enerzijds, en de overige individuen anderzijds (Figuur
4). Binnen de cluster Schoten-Brasschaat-Wuustwezel bevinden zich ook de nieuwe stalen uit
Brasschaat en Schoten. Daarnaast clusteren ook twee (van vier) individuen uit Roeselare*, het
individu uit Wanze* (Luik), en het individu uit Breda* (Nederland) in deze groep.

De tweede as (PC2) plaatst individuen uit het Verenigd Koninkrijk vrij sterk geclusterd aan het
ene uiterste, en individuen uit Langdorp aan het andere uiterste. Een aantal locaties blijkt binnen
of consistent nabij die Britse cluster te vallen: Overpelt, Bocholt, VOC Zolder* (Limburg), Stein
(Nederland), Arendonk (Antwerpen), Nazareth, Oostakker (Oost-Vlaanderen), Stalhille (West-
Vlaanderen). Daartegenover staan de locaties die aan de zijde van Langdorp bevinden, zoals
Vinderhoute, Kruibeke, Meerbeke, Aalst*, Lokeren*, Sint-Gillis-Waas*, Waasmunster¥,
Stekene* (Oost-Vlaanderen), Hooglede, Zeebrugge* (West-Vlaanderen), en Frankrijk*. De
overige locaties, waaronder de nieuw-betrokken stalen uit Antwerpen (Boechout*, Oud-
Turnhout*), Limburg (Tessenderlo*, Lommel*), Oost-Vlaanderen (Eksaarde*, Kruisem*, Lierde*,
Zulte*) en West-Vlaanderen (Harelbeke*) situeren zich ten opzichte hiervan in het midden. Hier
bevinden zich ook de overige stalen uit Frankrijk (Céré-la-Ronde, Manthelan*).

De derde en vierde as (PC3 en PC4) worden getoond in Figuur 5. Hieruit kan worden afgeleid
dat, ondanks de voorgaande clustering, bv. Céré-la-Ronde, Oostakker, een groep van locaties uit
Limburg en directe omgeving (Overpelt, Bocholt, Stein en VOC Zolder*) en in mindere mate
Langdorp toch een zekere eigenheid behouden.
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Figuur 4 Ordinatieplot (PCA) voor PC1 en PC2. Elk symbool geeft een individu weer. De
kleuren en vormen geven respectievelijk de provincie en locatie weer. Hoe
dichter de afstand tussen individuen op de plot, hoe meer genetisch gelijkend.
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Figuur 5 Ordinatieplot (PCA) voor PC3 en PCA4. Zie vorige figuur voor toelichting en legende.

De DAPC-analyse schuift vier tot zeven clusters naar voren als optimaal, met een
verwaarloosbare voorkeur. We bespreken hier met name de opsplitsing voor vier clusters, in
navolging van de analyse uit het vorige rapport (Figuur 6). (1) De individuen uit Brasschaat®,
Schoten*, Wuustwezel en Breda* worden samen met dat van Wanze* en twee (van vier)
individuen uit Roeselare* aan één cluster toegewezen. Dit stemt volledig overeen met de
eerdere clustering volgens PC-as 1 (Figuur 4). (2) De tweede cluster omvat de individuen uit
Langdorp, aangevuld met Tessenderlo*, Eksaarde* en Sint-Martens-Latem (deels). (3) De derde
cluster verzamelt de locaties uit het Verenigd Koninkrijk, en het Nederlandse staal uit Stein, met
locaties uit alle Vlaamse provincies op Vlaams-Brabant (Langdorp) na. De aangrenzende
gemeenten Bocholt, (Over)pelt, Lommel (Limburg), Mol en Arendonk (Antwerpen) zijn aan deze
cluster toegewezen. (4) Ook de vierde cluster is sterk geografisch verdeeld, al betreft het nu
enkel de provincies Antwerpen, Oost- en West-Vlaanderen, met alle Franse stalen daar aan
toegevoegd (Céré-La-Ronde, Manthelan*, en de overige*). Onder andere de aangrenzende
gemeenten Merkem, Staden, Hooglede, Roeselare (deels) en Izegem (West-Vlaanderen) vallen
binnen deze cluster. Hetzelfde geldt voor de aangrenzende gemeenten Waasmunster, Lokeren,
Stekene, Sint-Gillis-Waas en Kruibeke (Oost-Vlaanderen).
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Figuur 6 Toewijzing berekend via DAPC. Elke staaf is een individu. De kleur geeft weer aan welk van de
vier clusters een individu werd toegewezen (cluster 1 = paars, cluster 2 = groen, cluster 3 =
geel, cluster 4 = blauw).

Bij een opsplitsing in vijf clusters zijn er enkele wijzigingen, waaronder de afsplitsing van Céré-
la-Ronde en Manthelan* (Centraal-Frankrijk), maar niet de overige* Franse stalen, met enkele
Vlaamse populaties. Bij zes clusters splitst uit cluster (3) een aantal Kempische locaties af (zie
bijlage, Figuur S1).

De STRUCTURE-analyse levert een gelijkaardig, maar genuanceerder beeld (Figuur 7, Figuur 8).
De Q-waarde geeft voor elk individu de mate van toekenning aan elk van de waargenomen
clusters. Ook hier komen vier tot zeven clusters naar voren als geschikt. Uitgaande van vier
clusters, zijn de resultaten als volgt. (1) Individuen uit Brasschaat*, Schoten*, Wuustwezel,
Breda*, Roeselare* en Wanze* worden aan deze eerste cluster toegewezen. Er is amper sprake
van vermenging (admixture; Q > 0,95), behalve bij de dieren uit Roeselare* en Wanze* die
gedeeltelijk aan respectievelijk cluster 2 en cluster 4 toegewezen worden. (2) De cluster
Langdorp - Tessenderlo* - Eksaarde* - Sint-Martens-Latem is ook sterk afgetekend, maar niet
voor wat laatstgenoemde locatie betreft. De analyse suggereert voor de vier dieren uit Sint-
Martens-Latem eigenlijk een gemengde of andere herkomst (merk op dat die gemengde
toekenning ook in Figuur 6 weerspiegeld wordt). (3) De STRUCTURE-analyse laat ook beter zien
welke locaties sterk lijken op deze uit het Verenigd Koninkrijk, en welke minder sterk (d.i.
vermenging vertonen met andere herkomsten). De sterk gebonden locaties zijn nog steeds over
al de betreffende provincies verdeeld (bv. Overpelt, Arendonk, Oostakker, Stalhille*). Bij bv.
Wechelderzande en Lierde* is sprake van admixture. Ook een individu uit Herdersem wordt
vooral aan deze derde cluster toegewezen. (4) Eenzelfde gevarieerd beeld komt naar voren in
de vierde cluster, waar sommige locaties een sterke toewijzing tonen (bv. Aalst*, Hooglede*),
terwijl dat voor anderen minder het geval is (bv. Kruibeke, Oud-Turnhout*). Bij deze laatsten
kan een gemengde, of andere, herkomst dus niet uitgesloten worden. Samenvattend kan
gesteld worden dat (individuen uit) clusters 3 en 4 een sterkere vermenging (admixture) tonen
dan clusters 1 en 2. De Fsr-waardes berekend tussen de vier clusters varieert tussen 0,090
(tussen cluster 3 en 4) en 0,141 (tussen cluster 1 en 2) (Tabel S1).
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Figuur 7 Q-waarde berekend met behulp van STRUCTURE. Elke staaf is een individu. De waarde geeft de
admixture-proportie van elk individu weer. De kleur geeft weer aan welk van de vier clusters
een individu werd toegewezen (cluster 1 = paars, cluster 2 = groen, cluster 3 = geel, cluster 4
= blauw).
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Figuur 8 Gemiddelde Q-waarde berekend door STRUCTURE voor elk van de Belgische en Nederlandse
locaties. De kleur geeft weer aan welk van de vier clusters een individu werd toegewezen
(cluster 1 = paars, cluster 2 = groen, cluster 3 = geel, cluster 4 = blauw).

Bij de erkenning van een vijfde cluster worden de stalen uit Eksaarde* apart gezet, samen met
enkele, voorheen eerder onduidelijk geplaatste locaties (Roeselare*, Lierde*, Sint-Martens-
Latem). Bij K = 6 zijn moeilijker patronen te ontwaren op locatieniveau, maar komen bv. Céré-
la-Ronde en Manthelan* in de nieuwe groep terecht. In het algemeen houden de toewijzingen
aan clusters 1 en 2 bij K = 4 beter stand bij uitbreiding naar K = 5 of 6 dan clusters 3 en 4 (zie
bijlage, Figuur S2).
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3.2  GENETISCHE DIVERSITEIT

De indices voor genetische diversiteit (inteeltcoéfficiént, allelische rijkdom, verwachte en
waargenomen heterozygositeit) per locatie (voor locaties met minstens vijf individuen) worden
weergegeven in Tabel 3. De waarden liggen over het algemeen lager dan in de analyse uit het
eerdere rapport. Een rechtstreekse vergelijking tussen de waarden is echter niet zinvol, gezien
het SNP-panel (dit rapport) slechts een subset betreft van de volledige SNP-set (vorig rapport).

De inteeltcoéfficiént (Fis) varieert van -0,340 (Eksaarde*) tot 0,037 (Gloucestershire). Met
uitzondering van de stalen uit Schoten uit de vorige analyse, zijn alle waarden voor de Belgische
populaties negatief, terwijl voor de Engelse populaties positieve waarden worden vastgesteld.
De allelische rijkdom (AR) ligt tussen 1,108 (Wechelderzande) en 1,195 (Suffolk). In de Belgische
populaties variéren de AR-waarden van 1,108 tot 1,174, terwijl de Engelse populaties hogere
waarden vertonen. De waargenomen heterozygositeit (Ho) varieert van 0,128
(Wechelderzande) tot 0,184 (Suffolk). De verwachte heterozygositeit (Hg) varieert van 0,105
(Wechelderzande) tot 0,196 (Suffolk). In Kruibeke worden de hoogste waarden voor Vlaanderen
waargenomen (Ho = 0,179 en He = 0,140).

Over het algemeen is er weinig variatie in resultaten tussen de clusters zoals bekomen uit de
STRUCTURE-analyse (Tabel S2). De inteeltcoéfficiént varieert van 0,016 (cluster 2) tot 0,099
(cluster 3). De allelische rijkdom ligt tussen 1,158 (cluster 2) en 1,182 (cluster 3). De
waargenomen en verwachte heterozygositeit varieert tussen 0,158 (cluster 2) en 0,183 (cluster
3), en 0,153 (cluster 3) en 0,165 (cluster 1) respectievelijk.

De gestandaardiseerde multilocusheterozygositeit, berekend voor alle individuen, varieert
weinig, gaande van 0,927 (Evergem) tot 1,124 (Zeebrugge*) (Figuur 9). Er werd geen geografisch
patroon vastgesteld, noch een patroon gelinkt aan de verschillende clusters.
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Tabel 3 Inteeltcoéfficiént (Fis), allelische rijkdom (AR), gemiddelde waargenomen (Ho) en verwachte (He)
heterozygositeit en standaarddeviatie per locatie met meer dan vijf stalen. Locaties waarvoor
eerder nog geen heterozygositeit bekend was (Deflem et al. 2022: Tabel 3), zijn vetgedrukt.

Locatie Provincie Land Fis AR Ho He

Overpelt LIM Belgié -0,049 1,146 0,154 + 0,216 0,145 + 0,190
Schoten ANT Belgié 0,021 1,174 0,163 +£ 0,182 0,174 £ 0,192
Schoten* ANT Belgié -0,019 1,160 0,160 + 0,186 0,178 £ 0,271
Wechelderzande ANT Belgié -0,195 1,108 0,128 £+ 0,246 0,105+ 0,187
Langdorp VBR Belgié -0,016 1,154 0,156 + 0,206 0,154 + 0,191
Aalst* OVL Belgié -0,179 1,137 0,161 + 0,268 0,134 + 0,201
Eksaarde* OVL Belgié -0,340 1,112 0,148 + 0,273 0,107 + 0,191
Kruibeke OVL Belgié -0,230 1,144 0,179 + 0,272 0,140 + 0,202
Vinderhoute OvL Belgié -0,052 1,155 0,156 + 0,204 0,155+ 0,194
Gloucestershire VK VK 0,037 1,178 0,164 + 0,188 0,179 £ 0,192
Suffolk VK VK 0,028 1,195 0,184 + 0,199 0,196 + 0,203

Figuur 9 Gemiddelde gestandaardiseerde multilocusheterozygositeit per locatie. De kleur geeft de
relatieve waarde weer (blauw = hoogste, rood = laagste); de grootte van de symbolen is
proportioneel aan het aantal stalen per locatie.
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3.3 VERWANTSCHAPPEN

We beperken ons in dit overzicht tot de verwantschappen van nog niet eerder geanalyseerde
stalen, waarbij we een ondergrens van r 2 0,400 hanteren (dus net lager dan een
eerstegraadsverwantschap). We merken hierbij op dat de verwantschappen in dit rapport
berekend zijn aan de hand van het SNP-panel, terwijl dat in het vorige rapport op basis van de
volledige SNP-set was. Dit kleiner aantal SNP’s brengt een hogere onzekerheid mee. Het
volledige verwantschapsprofiel van (een) individu(en) kan worden opgevraagd bij de auteurs.

Hieronder presenteren we de verwantschappen door elke locatie te noemen waarmee een
verwantschap is vastgesteld, in de regel met vermelding van het aantal verwante dieren van die
locatie (N), de gemiddelde verwantschap met die dieren (r), en het bereik van die
verwantschappen (minimum tot maximum, b). Indien voor een locatie slechts één waarde is
vermeld, dan verwijst dat naar de r-waarde ten opzichte van één enkel individu (N = 1).

Limburg:
e Lommel (één individu, 2019): verwant aan meerdere individuen uit Wechelderzande (N
=5,r=0,576; b =0,508-0,685).
e Tessenderlo (één individu, 2020): geen verwantschappen.
e VOCZolder (éénindividu, 2010): verwant aan individuen uit Bocholt (r=0,521), Overpelt
(n=6;r=0,553; b=0,437-0,721) en Stein (r = 0,507).

Antwerpen:

e Arendonk (drie individuen): geen verwantschappen.

e Boechout (éénindividu, 2021): verwant aan telkens één individu uit Evergem (r=0,446),
Herdersem (r = 0,415), Kruisem (r = 0,509), Oeselgem (r = 0,402), Vinderhoute (r =
0,427).

e Brasschaat (één individu, 2017): geen verwantschappen.

e  Oud-Turnhout (twee individuen, 2023): enkel verwant aan elkaar (r = 0,522).

e Mol (één individu, 2020): verwant met andere individuen uit Mol (N =3; r=0,702, b =
0,582-0,838) en uit Wechelderzande (N =2; r=0,401 en r = 0,454)

e Schoten (20 individuen, 2021-2023): deze nieuwe stalen tonen verschillende
verwantschappen aan oude stalen en onderling.

Oost-Vlaanderen:

e Aalst (vijf individuen, 2022-2023): onderling nauw verwant (r = 0,557; b = 0,735-0,309).
Ook verwant aan individuen uit Herdersem (N =5, r=0,558, b = 0,442-0,648), Langdorp
(r =0,482), Vinderhoute (N = 4, r = 0,466, b = 0,439-0,519), Waasmunster (N=2; r =
0,456 en r =0,582)

e Eksaarde (vijf individuen, 2020): onderling nauw verwant (r = 0,636; b = 0,374-0,772).

e Lierde (vijf individuen, 2020): onderling verwant (r = 0,419; b = 0,417-0,426).

e Lokeren (één individu): geen verwantschappen.

e Stekene (één individu, 2023): verwant aan een individu uit Waasmunster (r = 0,406) en
Sint-Gillis-Waas (r = 0,466).

Y

Pagina 28 van 38 doi.org/10.21436/inbor.128499361 www.vlaanderen.be/inbo



Waasmunster (één individu): verwant aan eerder staal uit Waasmunster (r = 0,586). Ook
verwant aan individuen uit Aalst (r = 0,456), Staden (r = 0,499) en Stekene (r = 0,406).
Kruisem (vier individuen, 2022): één individu verwant aan individuen uit Boechout (r =
0,509), Evergem (r = 0,502), Hooglede (r = 0,409), lzegem (r = 0,414), Langdorp (r =
0,432), Oeselgem (r=0,416 en r = 0,438).

Sint-Gillis-Waas (één individu, 2023): verwant aan één individu uit Stekene (r = 0,466).
Zulte (één individu, 2024): individu is verwant aan individuen uit Kruibeke (r = 0,444) en
Oeselgem (N =4, r=0,504, b =0,407-0,588).

West-Vlaanderen:

Harelbeke (één individu, 2021): geen verwantschappen.

Hooglede (twee individuen, 2019): één individu verwant aan één individu uit Hooglede
uit de vorige analyses (r = 0,699). Hetzelfde individu is ook verwant aan individuen uit
Evergem (r = 0,419), lzegem (r = 0,562), Kruisem (r = 0,409), Langdorp (r = 0,467),
Oeselgem (r = 0,487) en Staden (r=0,443).

Oeselgem (twee individuen): twee nieuwe individuen onderling verwant en aan andere
stalen uit Oeselgem (N =4, r = 0,520; b = 0,494-0,546) en individuen uit Boechout (r =
0,402), Evergem (r = 0,509), Hooglede (r = 0,487), Kruisem (r = 0,416 en r = 0,438),
Langdorp (r = 0,427), Staden (r = 0,512) en Zulte (r = 0,407 en r = 0,504).

Roeselare (vier individuen, 2022): onderling verwant (r = 0,587, b =0,517-0,729), en aan
individuen uit Staden (r = 0,411) en Sint-Martens-Latem (r = 0,462).

Stalhille (twee individuen): geen verwantschappen.

Staden (twee individuen, 2021): onderling verwant (r = 0,512) en één individu verwant
aan een individu uit Roeselare (r = 0,411).

Zeebrugge (één individu, 2019): verwant aan één individu uit Langdorp (r = 0,436).

Wallonié:

Wanze (één individu, 2024): geen verwantschappen.

Frankrijk:

Onbekend (twee indviduen, 2023): onderling nauw verwant (r = 0,661), alsook aan twee
individuen uit Langdorp (r= 0,539 en r = 0,536) en Vinderhoute (r = 0,583 en r = 0,583).
Manthelan (één individu, 2020): geen verwantschappen.

Céré-la-Ronde (drie individuen, 2022): geen verwantschappen.

Nederland:

Breda (één individu, 2018): verwant aan drie individuen uit Schoten (r = 0,404; r=0,518
en r=0,546).
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4 DISCUSSIE

In navolging van het eerdere rapport (Deflem et al. 2022) ontleedden we de beschikbare stalen
van muntjak op vlak van genetische diversiteit, structuur en verwantschap. We maakten daarbij
gebruik van verschillende indices, die ofwel de locaties van herkomst als uitgangspunt namen
(bv. diversiteitsindices, Fs7), of zich richtten op de individuen los van hun herkomst (bv. PCA,
DAPC, STRUCTURE, r). Daarbij werden 69 nieuw(e) (geanalyseerde) stalen betrokken.

41 METHODOLOGIE

We maakten hierbij uitsluitend gebruik van het eerder opgestelde SNP-panel, dat bedoeld is
voor routinematige monitoring. In vergelijking met de analyses op basis van de volledige SNP-
set (Deflem et al. 2022) blijven de conclusies feitelijk dezelfde, hoewel er in de absolute waarden
wel kleine verschillen worden vastgesteld (bv. lagere waarden voor Ho, verschillen in Fsr, hogere
waarden voor r). De genetische posities van locaties ten opzichte van elkaar blijven dus
onveranderd, maar een absolute interpretatie van de cijfers moet worden genuanceerd, ook
voor wat verwantschappen op individueel niveau betreft (r).

4.2  DIVERSITEIT

Uit de analyse van de heterozygositeit lijkt naar voren te komen dat de genetische diversiteit
verschilt tussen locaties. Verondersteld dat de Britse populaties een referentie vormen voor de
diversiteit binnen gevestigde, wilde populaties, lijken sommige Vlaamse populaties een eerder
lage tot gelijkaardige diversiteit te herbergen. Onder andere bij dieren uit de Antwerpse
Voorkempen (Schoten) lijkt de diversiteit in lijn met die uit Groot-Brittannié. Daaruit zou
(voorzichtig) geconcludeerd kunnen worden dat er vooralsnog geen genetische barriéres
(inteelt) blijken voor een verdere populatieontwikkeling. We wijzen wel op de aanzienlijke
foutenvlaggen voor de schattingen, mede veroorzaakt door het beperkt aantal stalen per locatie
(Tabel 3). Bovendien lijkt er weinig variatie in genetische diversiteit tussen de clusters; de
tweede en kleinste cluster (met o.a. individuen van Langdorp) bevat de minste genetische
diversiteit.

4.3 STRUCTUUR.EN VERWANTSCHAP

Een belangrijke motivatie voor de keuze van de analyses is om na te gaan in hoeverre de
genetische structuur een geografisch signaal vertoont (nl. de mate waarin nabijgelegen locaties
genetisch geclusterd zijn, of niet). Het ontbreken van zo’n signaal kan een belangrijke indicatie
zijn voor opzettelijke handelingen met muntjak, zoals uitwisseling of kweek.

Ten opzichte van het vorige rapport leverden de huidige analyses van de genetische structuur
geen fundamenteel nieuwe inzichten op. Het algemene beeld blijft een combinatie van
geografische en niet-geografische patronen. Deze weerspiegelen eerder natuurlijke, en eerder
menselijke processen, respectievelijk.
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De ruimtelijke samenhang tussen locaties blijkt het duidelijkst uit de DAPC-analyse (omdat
individuen daar aan één cluster worden gekoppeld). Daar worden zowel een groep
aangrenzende gemeenten in het noorden van Limburg en Antwerpen (cluster 3), een groep
aangrenzende gemeenten in het centrum van West-Vlaanderen (cluster 4), en een groep
aangrenzende gemeenten in het noorden van Oost-Vlaanderen (idem) onderscheiden.
Natuurlijke verspreiding van vrijlevende dieren kan die samenhang verklaren.

Zoals de DAPC- en STRUCTURE-analyses laten zien (met name in Figuur 8), is het globale beeld
echter veel complexer, daar niet alle individuen duidelijk aan één cluster worden gelinkt, en een
cluster in alle gevallen ook niet-nabijgelegen locaties omvat. Dit kan enerzijds het gevolg zijn van
uitwisseling tussen individuen met een verschillende oorsprong, en anderzijds wijzen op de
aanwezigheid van meer genetische clusters dan initieel gedetecteerd. In beide gevallen wordt
toewijzing bemoeilijkt.

Het meest afgescheiden blijft de cluster die de gemeentes Schoten-Brasschaat-Wuustwezel
omvat. De herkomst van deze cluster is bekend, en is gelegen binnen dit gebied. De huidige
analyse voegt het staal uit Breda (2018) aan deze cluster toe. Dit is tot nu toe het meest sluitende
bewijs van een uitbreiding naar Nederland vanuit Vlaanderen.

Aan deze cluster worden ook individuen uit Roeselare en Wanze toegevoegd. Deze toewijzing
moet voor de eerste locatie worden genuanceerd, gezien zij niet zo stabiel blijkt (Figuur S1,
Figuur S2). Bij toewijzingen aan vijf clusters in plaats van vier worden de twee individuen uit
Roeselare bovendien aan een nieuwe cluster toegewezen. Het individu uit Wanze daarentegen,
wordt consistent aan deze cluster toegeschreven. Gezien de afstand is natuurlijke dispersie
uitgesloten, en het blijft daarom gissen naar de verklaring voor deze vaststelling. Een
uitgebreidere analyse van stalen uit Wallonié dringt zich dan ook op, vooral nu de populatie
daar lijkt toe te nemen (Tinel & Legat 2023).

De op één na best afgetekende groep omvat een (voormalig) gehouden populatie uit Langdorp.
Naast een enkel staal uit het nabijgelegen Tessenderlo, clustert ook de ‘nieuwe’ locatie Eksaarde
(2020) hiermee samen. Echter, bij het overwegen van vijf clusters wordt Eksaarde aan de nieuwe
cluster toegewezen; de hoge genetische differentiatie tussen Eksaarde en Langdorp (en alle
andere locaties) bevestigt dit patroon. Bovendien zijn er geen verwantschappen boven de
drempelwaarde vastgesteld. Dit kan enerzijds aangeven dat de individuen uit Eksaarde toch een
andere herkomst kennen. Anderzijds kan een dergelijke combinatie van resultaten wijzen op
een menselijke connectie tussen locaties (een gemeenschappelijke oorsprong dan wel een
uitwisseling), maar dit kan enkel onderbouwd worden door aanvullende informatie (uit bv.
handhavingsdossiers). Deze richtinggevende maar niet-sluitende bewijsvoering gaat op voor
diverse locaties.

Het meest opmerkelijk in die zin vormen de beide nieuwe stalen uit Frankrijk (exacte oorsprong
onduidelijk). Dat uitgerekend een verafgelegen locatie een sterke affiniteit met Vlaamse locaties
vertoont (zowel in clustering [steeds cluster 4], als verwantschappen), is opmerkelijk, en
voorlopig zonder duidelijke verklaring. Natuurlijke dispersie is uitgesloten, en meer details over
de achterliggende dossiers zijn nodig om de accuraatheid van dit resultaat te bepalen.
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Niettemin dragen de resultaten bij aan een betere kennis van de lokale situatie op het terrein.
Zo kon bij de recente vaststelling van wilde dieren nabij Landschap De Liereman in Oud-Turnhout
(2023) worden vermoed dat deze via dispersie uit het nabijgelegen Arendonk kwamen. De
genetische analyses geven daar echter geen aanwijzing voor. De vaststelling dat het dier dat in
2010 in het VOC van Zolder werd binnengebracht uit de Noord-Limburgse cluster voortkomt,
toont aan dat muntjak daar al langere tijd aanwezig was (vergelijk Figuur 1).

We geven verder geen gedetailleerde beschouwing per locatie, cluster of verwantschap, maar
handhavers en lokale terreinbeheerders worden uitgenodigd om contact op te nemen met de
auteurs voor de interpretatie van casus-specifieke resultaten.
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BIJLAGE

Tabel S1 De paarsgewijze genetische afstand (Fsr) tussen de vier clusters. De cijfers onder de diagonaal
geven het 95%-betrouwbaarheidsinterval. Individuen werden aan één van de vier clusters
toegewezen op basis van de toewijzingsscore van STRUCTURE.

Cluster 4

[0,100; 0,170] [0,080; 0,139] [0,073;0,116] -

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
Cluster 1 - 0,141 0,094 0,131
Cluster 2 | [0,107;0,173] - 0,116 0,107
Cluster 3 | [0,076; 0,118] [0,090; 0,141] - 0,090

Tabel S2 Inteeltcoéfficiént (Fis), allelische rijkdom (AR), gemiddelde waargenomen (Ho) en verwachte (He)
heterozygositeit en standaarddeviatie berekend per cluster. Individuen werden aan één van
de vier clusters toegewezen op basis van de toewijzingsscore van STRUCTURE.

Cluster Fis

AR

He

Ho

Cluster 1 | 0,041
Cluster 2 | 0,016
Cluster 3 | 0,099
Cluster 4 | 0,075

1,174
1,158
1,182
1,174

0,174+0,188 0,165 +0,180
0,158 +0,187 0,157 +0,197
0,183 +0,157 0,153+0,122
0,174+0,176 0,153+0,153
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Figuur S1 Toewijzing berekend via DAPC voor vijf (boven) en zes (onder) clusters. Elke staaf is een individu.
De kleur geeft aan welk van de clusters een individu werd toegewezen.
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Figuur S2 Q-waarde berekend voor elk individu (weergegeven door één staaf) met behulp van STRUCTURE
software voor K = 5 (boven) en K = 6 (onder). Deze waarde geeft de admixture-proportie van
elk individu weer. Elke genetische cluster heeft een andere kleur.
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