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Samenvatting

De poelkikke(Pelophylax lessonaés een Europees beschermde en opwlaamseRode Lijst

Ffa W{oSGaollINR |Fy3dISRddZARS &22NIlid 581 S aG§dzRAS ¢
de genetische structuur, verspreiding en leefgebiedsvereisten van de Vlaamse populaties, als
wetenschappelijke onderbouw voor het Soortbeschermingsmogna (SBPHiermee karhet

SBPverbeterd wordenmet concrete maatregelen om de poelkikker te beschermen en in een

gunstige staat van instandhouding te brengen.

Verspreiding en trends

Poelkikker komt nog voor in een beperkt aantal kerngebieden in de Kempen en in enkele
geisoleerde clusters in WeSlaanderen. Belkikkerppulaties komen in Vlaanderenaltijd

samen voor met bastaardkikker K. kl. esculentu} populaties met enkel poelkikker zijn
nagenoeg verdwenen. De soort is de voorbije decennia zeldzamer geworden ten opzichte van
bastaardkikker, vooral door habitatverlies, versnippering en concurrentie met de invasieve
meerkikker P. ridibundus.l).

Genetische diversiteit en structuur

Het genetisch onderzoek op meer dan 900 individuen toont een duidelijke scheiding tussen de

Westzf I ' YAS Sy RS 22adGdStAae1S o!yisSNLBAS Sy [AYo
genetische differentiatie laag, wat wijst op beperkte dispersie maar nogeenitwisseling

binnen lokale netwerken. De genetische diversiteit van meerdere populaties, o.a. Brechtse

Heide, is echter laag. WeSlaamse populaties wijken genetisch én morfologisch af en

verdienen bijzondere aandacht als mogelijke relicten of unigke |

Habitat en ecologie

Poelkikker is een pioniersoort van open, kleinschalige en structuurrijke landschappen met
kleine, vaak tijdelijke, visvrije wateren. De soort verkiest oligotrofe tot mesotrofe poelen met
dichte oevervegetatie, in een mozaiek van waterpartijen varil@00 n%. Op het land gebruikt

ze vochtige, goed doorgaghare bodems in open terrein (natte heiden, vochtige graslanden).
Grote permanente vijvers zijn doorgaans ongeschikt en bevorderen eerder basemard
meerkikker.

Belangrijkste bedreigingen

De kernproblemen zijn verdroging, habitatfragmentatie, verlies van tijdelijke wateren en de
opmars van meerkikker. Hybridisatie met bastaardkikker vormt geen rechtstreekse bedreiging.

Onzeresultaten bevestigen dat behoud van de poelkikker enkel mogelijk is via gebiedsgerichte
maatregelen die hydrologie, poelkwaliteit en ruimtelijke samenhang combineren, met
structurele inbedding in het Vlaams natden waterbeleid.
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Aanbevelingen voor beheer en/of beleid

Het behoud en herstel van kleinschalige poelencomplexen vormt een belangrijke prioriteit. Deze
complexenmoeten een variatie in hydroperiodevertonen, visvrijplijiven en een natuurlijke
vegetatiestructuurbehouden ofontwikkelen. Daarnaast is het herstel van de hydrologische
dynamiek in heide en graslandcomplexen cruciaal om geschikte voortplantings
leefomstandigheden voor de poelkikker te waarborgen.

Het versterken van de landschappelijke connectiviteit tussen poelen, bij voorkeur binnen een
afstand van 500 tot 1000 meter, is essentieel om uitwisseling tussen deelpopulaties mogelijk te
maken en genetische vitaliteit te behouden. Om de toestand vanodet :#auwkeurig op te
volgen, is een gerichte monitoring via een professioneel meetnetweikgevoerd door INBO

en Natuurpuntg noodzakelijk.

Het beheemoet afgestemd worden op de aanwezigheid van de invasieve meerkikker. Daarbij
moeten permanente vijvers zoveel mogelijk worden vermeden en waar mogelijk jaarlijks
worden drooggelegd om de poelkikker te bevoordelen. Tot slot verdienen de geisoleerde West
Vlaamsepopulaties bijzondere aandacht, aangezien zij mogelijk unieke genetische eenheden
vertegenwoordigen binnen het Vlaamse verspreidingsgebied.
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English abstract

The pool frog Pelophylax lessonaés protected under the European Habitats Directive and

listed as Vulnerable on the Flemish Red List. This study provides the first comprehensive
FaaSaavySyid 2F (KS aLlSoAsSaqQ 3ISySGiAaO0 &dNHzOGdzNB =
offering asolid scientific foundation for the Species Protection Programme (SBP).

Distribution and Trends

In Flanders, the pool frog now survives in only a few core areas within the Campine region and
several isolated clusters in West Flanders. Populations almost always occur alongside the edible
frog (P.kl. esculentu} while pure pool frog populations have nearly disappeared. Over recent
decades, the species has declined relative to the edible frog, mainly due to habitat loss,
landscape fragmentation, and competition with the invasive marsh frogidibundus.l).

Genetic Diversity and Structure

Genetic analyses of more than 900 individuals reveal a clear genetic distinction between West
Flanders and the eastern populations in Antwerp and Limburg. Within regions, genetic
differentiation is low, suggesting limited dispersal but some ongoing gemedinong nearby

sites. Several populations, such as those in Brechtse Heide, show reduced genetic diversity. The
West Flemish populations differ genetically and morphologically and may represent distinct or
relict lineages that warrant particular conseriat attention.

Habitat and Ecology

The pool frog is a pioneer species of open, si@le, structurally diverse landscapes containing
small, often temporary, fistiree ponds. It favours oligotrophic to mesotrophic water bodies
with dense shoreline vegetation, embedded in a mosaic of peadging from 10 to 1000 m2,

On land, the species uses moist, withined soils in open habitats such as wet heathlands and
humid grasslands. Large, permanent ponds are generally unsuitable and instead favour edible
and marsh frogs.

Key Threats

Major threats include hydrological drying, habitat fragmentation, loss of temporary ponds, and
the spread of the invasive marsh frog. Hybridisation with the edible frog does not pose a direct
NA&A]l G2 GKS L2t FTNRIQAa LISNEAaAGSYyOSO®

Conservation Implications

Effective conservation of the pool frog in Flanders requires integrated;lzasad action that
combines hydrological restoration, improvement of pond quality, and reinforcement of spatial
connectivity. These measures should be embedded within broaderisHenature and water
management policies to ensure lotgrm population viability.
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Verklarende woordenlijst

Allel

Zie ooklocus op een specifieke plaats op een chromosoom
locus kunnen verschillende varianten optreden. De
verschillende varianten worden allelen genoemd.

Allelenrijkdom AR

Het gemiddeld aantal allelen per locus datorkont binnen
een bepaalde groepf populatie Hoe hoger de rijkdom, ho
meer genetische variatie.

Diploid Zie ookheterozygooten homozygoot een diploid organisme
heeft twee kopieén per chromosoonfofwel twee allelen per
locus) Dit is de regel bij gewervelde dieren.

Gametogenese De gametogenese is het volledige proces waarbij

geslachtscellen of gameten worden geproduceerd.

Genetische differentiatie

Genetische differentiatie verwijst naar het verschil

genetische samenstelling tussen verschillende populaties
een soort. Het ontstaat doordat genetische variatie, z¢
verschillende allelen op specifieke genetische locaties, ziq
verschillende rate voordoet binnen elke populatie. Factorg
zoals genetische drift, natuurlijke selectie en migratie kun
bijdragen aan genetische differentiatie tussen populatiesn
voorbeeld van een maat van differentiatie is de fixatidexFsz

Genetische drift

Genetische drift is een willekeurig proces waarbij toevall
veranderingen irallelenfrequenties optreden in een populat
over generaties.

Genetischemerker

Zie ookmicrosatellieten); eengekend stukje DNA dat gebrui
kan worden om verschillen tussémdividuen en/of populaties
op te sporen

Genomotype

Variantvan een soort/taxomet verschillende combinaties va
ouderlijke genomen binnen ednybridecomplex.

Genoom

Het genoom is de volledige genetische samenstelling van
organisme.

Genotype

Het genotype is de specifieke genetische code (de combir
van allelen) van een organismBe DNAanalyse die leidt tof
het bepalen van individuele genotypes noemen
genotypering.

Heterozygoot

Zie ookdiploid, locusen allel; door het bezitten van twee
kopieén per chromosoonis een diploid individdneterozygoot
voor een bepaald locusls dezetwee verschillendeallelen
bezit.
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Homozygoot

Zie ookdiploid, locusen allelen; door het bezitten van twee
kopieén per chromosoonis een diploid individthomozygoot
voor een bepaald locuss dezawee dezelfde allelen bezit

Hybridisatie

De genenpoelen van soorten zifan elkaargescheiderdoor
reproductieve barriéres die succesvolle voortplanting tus
soortenbelemmeren Wanneer twee soorten toch met elka
kruisen, spreken we varhybridisatie. Hybriden hebben
meestal lagere overlevingskans en/of fertiliteit.

Inteelt

Het kruisen van verwante individuen binnen een populatie.
verwantschap tussen beide individuen is daarbij groter dar
gemiddelde verwantschap tussen individuen van de populg

Klepton

Eentaxonop soortniveau (incl. niet zuivere biologische soor
zoals bastaardkikkeat genetischeinbrengvan een andere
soort nodig heeft om zich voort te planten

Locus

Zie ookallel; een specifieke plaats op een chromosoom.

Metapopulatie

Een metapopulatie is een verzameling van gedeelte
geisoleerde  populaties, verbonden door occasionel
genenuitwisseling, waarbij elke lokale populatie een zek
waarschijnlijkheid om te verdwijnen heeft. Volgens Har
(1999) zijn er bepaalde voorwaardevaaraan een ruimtelijk
gestructureerde populatie moet voldoen om als metapopule
te mogen doorgaan: 1) habitatvlekken ondersteunen lok
populaties, 2) geen enkele lokglepulatie is groot genoeg or|
op lange termijn te blijven bestaan, 3) habitatden zijn
dichtbijgenoeg om herkolonisatie toe te laten, en 4) simultg
extinctie van alle lokale populatiesaswaarschijnlijk. Volgen
Smith & Green (2005) voldoen niet alle amfibiepopulaties
dezevoorwaarden en wordt daarom soms een andere te
gebruikt, zoals ruimtelijk gestructureerg®pulatie.

Microsatelliet

Zie ookgenetische merker een microsatelliet is een stu
repetitief DNA waarin bepaalde DMNAotieven worden
herhaald. Het motief kan bestaan uit twee tot tien nucleotidé
Het aantal herhalingen bepaalt over welk allel (variant van
gen) het gaat.

Multiplex

Zie ook Polymerasekettingreactie (PCR)een multiplex-
polymerasekettingreactie (multiplex PCR) verwijst naar
gebruik van eerpolymerasekettingreactie om verschillenc
DNAsequenties tegelijkertijd te amplificeren in eesnkel
reactiemengsel. Daarvoor worden meerdere primerparen
het mengsel toegevoegd.

Polymerasekettingreactie
(PCR)

Laboratoriumtechniekvaarmee (delen van) DNgequenties in
zeer grote hoeveelheden vermenigvuldigd (geamplificeg
kunnen worden waarna verdermalyse mogelijk is.

T T T T M
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Polymorf locus

Een locus in het DNAvaarbij meerdere allelenvoorkomen
binnen een populatie waardoor genetische variatie kg
worden gedetecteerd.

Polyploidie

Zie ooktriploid endiploid; Het voorkomen van meer ddwee
kopieén per chromosoom. Het voorvoegsel dat ploidie vo
gaat, staat voor het aantal sets; een individu met bv. drie
chromosomen wordt eetriploid genoemd.

Privaat allel

Zie ookallel; Eenprivaat allel is een allel dat niet algeme
voorkomt in andere(onderzochte) populaties van dezelfc
soort.Het kan ontstaan zijn als gevolg \gaografische isolatie
genetische drift of andere factoren die leiden tegrschillen
tussen populaties.

Triploid

Zie ookdiploid en polyploidie; een triploid organisme heel
drie kopieén per chromosoom.

Verwachte
heterozygositeit He)

Ook welgendiversiteit is een maat voor genetischiBiversiteit
en geeft het verwachte aandeel heterozygote genotypes w
op een locus, berekend uit de allelfrequentida de
veronderstelling dat er geen mutatie, migratie, natuurlij
selectie, genetische drift ofwillekeurige paringseffectel
plaatsvinden Heterozygositeit kawaarden aannemen tusse
0 en 1, waarbij 0 betekent dat alle individuen homozygzijt
en 1 dat alle individuen heterozygoot zijn.

Waargenomen
heterozygositeit Ho)

Ook welgeobserveerdeheterozygositeit;is de waargenomer
frequentie van heterozygote genotypeldeterozygositeit kar
waarden aannemen tussen 0 en 1, waarbij O betekent dat
individuen homozygootzijn en 1 dat alle individue
heterozygoot zijn.
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1 INLEIDING

Op Europees niveau valt de poelkikker onder de Habitatrichtlijn. In Vlaanderen staat de soort op de
w2RS [A2al fa WwWieSiaollFINR IFy3aISRdZAR 2L) ol aia
populatietrends in Vlaanderen (Speybroeek al. 2024). Voor de poelkikker is specifiek een
soortenbeschermingsprogramma (SBP) uitgewerkt (Antea, 2019). Dat programma bevat concrete
beheer, monitoring en herstelmaatregelen (looptijd & evaluatieprocedures) om metapopulaties te
vrijwaren en te versterke. Het SBP stutide praktische uitvoering in Vlaanderen aan. Op provinciaal
vlak is de poelkikker opgenomen als provinciaal prioritaire soort (PPS) in elke provincie waar de soort
momenteel voorkomt (Maegt al. 2021a, b, ¢, d). Antwerpen, Limburg, VlaaBrabant en West
Vlaanderen noemen de soort expliciet als prioriteit, wat extra aandacht en lokale maatregelen
(herstelprojecten, monitoring, ruimtelijke aandacht) stimuleeYtoor het natuurbeleid in Vlaanderen
vormt de poelkikker een bijzondere uitdaging. Als Habitattijnsoort @ijlage V) geniet hij strikte
bescherming, ondanks dat de soort hier uitsluitend in hybridesystemen voorkomt.

In 1882 beschreef Camerano een kortpotige variant van de bastaardkikdephylax esculentysr.
lessonag¢ uit Piemonte (Noordtali€) die later door Karaman (1921) als zelfstandige soort werd
beschouwd. Kruisingsexperimenten van de Poolse zodloog Leszek Berger (1964) toonden aan dat
paring tussen poelkikker en bastaardkikker dieren met bastaardkikkerfenaipfeerden, terwijl
paringen tussen bastaardkikkers onderling in de meeste gevallen leidden tot dieren die reeds tijdens
de larvale ontwikkeling &rven. In de jaren 1970 kon de in eerste instantie op argwaan onthaalde
hybridehypothese van Berger bekrachtigd worden. Toen werd aangetoond dat bij Oostenrijkse
bastaardkikkers het genetisch materiaal niet de Mendeliaanse overerving volgde, maar enkel he
meerkikkergenoom klonaal werd overgeérfd terwijl het poelkikkergenoom verwijderd werd (Tunner

et al.1974).

Deze inzichten in het hybridesysteem van groene kikkers rogpagen op over de praktische invulling

van de beschermingan poelkikkerMoet men inzetten op het behoud van zoveel mogelijk genetische
diversiteit binnen de mengpopulati@gsd eerder op het veiligstellen van leefgebieden waarin de
poelkikker functioneel kan blijven voortbestaa®@? sporen deze twee doelstellingen in de praktijk
gewoon samen, omdat zorgen voor het ene ook zorgen voor het andere implideaathaast zijn
versnippering van hetahdschap, verdroging, intensieve landbouw en de aanwezigheid van
(uitheemse)vis maar ook de uitheemse en invasieve meerkikker (idibunduss.l.) belangrijke
bedreigingen die zowel het voortbestaan van de poelkikker als van andere amfibieénsoorten onder
druk zetten.

Hoewel het genetisch onderzoek naar lgepenekikkercomplegxponentieel toenam, bestaan tot op
heden nog belangrijke kennislacunes. Populatiegenetisch onderzoek naar de genetische diversiteit en
ruimtelijke samenhang van poelkikkerpopulaties en de van nature ermee samen voorkomende
bastaardkikker in Vlaanderen tmeekt.

Met deze onderzoeksopdracht willen we kennislacunes verhelpen rond de Vlaamse
poelkikkerpopulaties.

1 Populatiegenetisch onderzoek: waar treffen we de genetisch gezien meest robuuste
poelkikkerpopulaties aan™Mierbij schatten we de genetische variatie binnen en tussen
populaties in, met de focus op poelkikkerrijke populaties.

9 Ecologisch onderzoek

o0 Verspreiding, populatie en trends:
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A Wat is het actueel voorkomen van de soort?

A Hoe evolueren de Vlaamse poelkikkerpopulaties in verhouding tot die van
andere groenekikkersoorten?

A X

0 Habitat:

A Wat zijn de kenmerken van het actuele Vlaamse habitat van de poelkikker?

A Kan er beheerd worden ten voordele van poelkikker (en eventueel ten nadele
van bastaardkikker en zeker meerkikker)?

A X

De bekomen onderzoeksresultaten moeten toelaten beheer en behoud van de soort te informeren.

T T T T T M
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2 ONDERZOEK

2.1 GENETISCH ONDERZOEK

2.1.1 Hybridogeneseen genoomexclusi®ij groene kikkers

Soorten onderscheiden zich van elkaar door het hebben van reproductieve en/of moleculaire barriéres

die succesvolle voortplanting tussen twee verschillende soorten belemmert. Wanneer twee soorten

toch met elkaar kunnen kruisen, spreken we Vvaridisatie® +F 1 Aa KSG NB&adz G I
niet levensvatbaar of steriel. De hybride bevat in het geval van hybridisatie genetische informatie van

beide oudersoorten

Wanneer bij de vorming van hybriden slechts één deel van het ouderlijke erfelijke materiaal wordt
doorgegeven aan de nakomelingen, spreken we olrgbridogenese Dit proces kan worden
teruggevonden bij verschillende dieren waaronder ook kikkera. Deduktet al., 2019; Lavanchy &
Schwander, 2019)Een voorbeeld van hybridogenese in Vlaanderen is te vinden binnen het groene
kikkercomplex(o.a. Holsbeelet al., 2008, 2009; Holsbeek & Jooris, 2D1Dit type wortplanting
wordt gekenmerkt doordaeen deel van hegenoont onveranderd (klonaal), en een ander deel
seksueeldoorgegeverwordt aan de nakomelingerHet is &n bijzondere manier van voortplanting
teruggevonden bij hybriden tussen twee soortemarbij het DNA vaslechtséén oudesoort wordt
doorgegeven Het DNA van de andere oudersoort wordt geélimineeBthnen de hybridogenese
variéren de patronen van genoomexclusie naargelang het systeem (zie verder) waarbinnen de
verschillende soorten samenlevéRagghianteet al, 2007) In de context van dit rapport gadtet
voornamelijk over de exclusie van het poelkikkergenoom en het (klonale) behoud van het
meerkikkergenoom tijdensle gametogenesebij bastaardkikkers(maar ook het omgekeerde komt
voor; zie verder). Deze vorm van voortplanting wordt ook wel hemiklonale voortplanting gen@emd
Lavanchy & Schwander, 2019yaarbij de voordelen van zowel seksuele als klonale reproductie
worden gecombineer@Bullini, 1994)Het is een vorm van seksueel parasitisme door het uitbuiten van
de voortplantingsinspanning van de poelkikker; het poelkikkergenoom wordt immers geélimineerd.
Het overblijvendeouderlijke genoom(meerkikker)wordt vervolgens gedupliceerdDe gameten van
bastaardkikkers bevatten bij hybridogenese finaal enkel genetisch materiaal afkomstig van het niet
geélimineerde ouderlijke genoofzzell & Berger, 1975)

Simpel gesteld bestaat het groene kiklemmplex uit drie groene kikkersoorten: deaheemse

poelkikke (Pelophylaxessonag de uitheemse meerkikker (voor de eenvoudigheid werd meerkikker

in dit project beperkt totPelophylax ridibund}sen de hybride bastaardkikkePélophylaxki.
esculentuy RAS R22NJ | NHzZAaAy3I @Gy RS SSNRGS G8SS wWw2dzRS
ontwikkelen normaal en kunnen zich, mits enkele voorwaarden, succesvol voortplanten. De hybride is

voor zijn voortplanting in eerstinstantie afhankelijk van de aanwezigheid van een van de twee
oudersoorten. Op deze manier kunnen verschillende systemen ontstaan waarin de hybride al dan niet
samenleeft met een oudersoort. In onze contreien resulteert dit voornamelijk in het samen voerko

van de bastaardkikker met de poelkikker in zogenaamdeysiemen (zie 1.2.1), waarbij de
bastaardkikker voor zijn voortplanting afhankelijk is van de poelkifthelsbeelet al,, 2008; Uzzell &

Berger, 1975)Deze afhankelijkheid wordt ook meegenomen in de soortbenaniedpphylaxkl.

esculentu® 2 NJ RS Wt ®Q Ay KiepOnQit i e¥rdodrdieifildengvanteéni @2 2 N.
andere soort nodig heeft om zich voort te planten.

f SRA3IS 3ISySoe OK

2 Aa RS @2t S alySyaaSttiay3a @
(298¢ 68 19RA @S X R&ISIaND A0aR(Fa A3 wiBER| §Fy 3 d

S LIN2 RdzO 8 S NR
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Ly ¢l G @230 g2NRG LRSTE{A1L1ISNI2F F12YaidAira gLy
soortnaamlessona®@ Y SSNJ A1 1SN 2F | F12YadAaal Gy YSSN]A]
soorthaamridibundus Hieruit volgt dat individuele bastaardkikkers aangeduid kunnen worden met

Gl wéd 9SSy ANRSLI ol adltFNR]TA]T1SNE &2 NdRdulengiis | { 2271 |

L.
1S

Het geslacht van groene kikkers wordt, net zoals bij de mens, bepaald dedmrofifYosomen

(Schempp & Schmid, 1981hlet hebben van twee -ghromosomen resulteert in het vrouwelijke

geslacht, het hebben van zowel eena¥s een Ythromosoom resulteert in het mannelijke geslacht.

Omdat wordt aangenomen dat, op basis van gedrag, de meeste primaire kruisingen tussesnpoel
meerkikker gebeuren door kruising van een grotere vrouwelijke meerkikkd®)(Rn kleinere

mannelijke poelkikker (v), wordt geslachtsbepaling eengerelateerde aangelegenhe{@ergeret

al,1988p 58S dzA 1 2Yaid Gy 1 2Qy LINARGuXkINS | NdzA aAy 3 42N

Gameten Ry Ry
J LyLx Ly J LRy & LRy
Lx ? LRy ? LRy

Figuurl  Schematisch overzicht van een primaire kruising tussen een vrouwelijke meerkijdRreiReen
mannelijke poelkikker (L), mogelijke gameten en de uitkomst van een paring (dit zijn de
combinaties van LR).

2.1.1.1 Verschillende systemen, polyploidie en genetische merkers

De voortplanting van de bastaardkikkételophylaxkl. esculentusis een complex proces dat zeer
gevarieerd is en aangepast aan dentspisch voorkomendeoudersoorten, P. lessonaen/of P.
ridibundus Hun gametogenetische processen (geslachtscelvorming) zijn populatieafhariBeaiijh

et al, 2016; Deduklet al., 2019) In de meeste gevallen worden nieuwe hybriden niet langer gecreéerd
door primaire hybridisatie, maar door terugkruisingen met de ouderlijke soort of met andere hybride
vormen. Er zijn drie hoofdtypen voortplantingssystemen die hun instandhouding mogellkn
(Uzzell & Berger, 1975§1) coéxistentie meP. lessonaéhet LEsysteem) (2) coéxistentie meP.
ridibundus(het REsysteem) en (3) zelfvoorziening met uitsluitehgbride bastaardkikkerghet E
systeem).

In sommige gevallen komen ook individuen met een afwijkend aantal sets van chromosomen voor. In
de meeste gevallen bezit een individu 2 kopieén van een chromosoom, d. diperd individu. Bij
groene kikkers kan in bepaalde systenpetyploidievoorkomen, hierbij bezitten individuen meer dan

2 kopieén per chromosoom. Het voorvoegsel dat ploidie vooraf gaat, staat voor het aantal sets; een
individu met bv. drie sets chromosomen wordt etiploid genoemd. Het aantal chromosomensets
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dat een individu bezit heeft op zijn beurt invioed op hoeveel verschilletigéen mogelijk te vinden

Zijn per genetische merker. Egenetische merkers eengekend stukje DNA dat gebruikt kan worden

om verschillen tussenindividuen en/of populatiesop te sporen Het is als het ware een
herkenningspunt in een stukje erfelijke materiaal. In het geval van deze studie werd gebruik gemaakt
van microsatellieten®. Op een specifieke plaats op een chromosoontoofis kunnen verschillende
varianten optreden; dit zijn dallelen Voor een diploid individu zijn op deze manier voor een bepaald
locus twee verschillende allelen mogelijk. Wanneer een individu voor een locus twee verschillende
allelen bezit, spreken we over e@eterozygoot Zijn de beide allelen hetzelfde spreken we over een
homozygoot De termen heterozygoot en homozygoot worden enkel gebruikt bij diploide individuen.

In onderstaande onderdelen worden de verschillende voortplantingssystemen kort toegelicht. Hierop
bestaan nog variaties waarvan verwacht wordt dat ze niet in Vlaanderen voork@meena. Dufresnes

& Mazepa, 2020Elk systeem heeft een andere invloed op de genetische variatie van poelkikker en bij
uitbreiding van het igenoom.

2112 LEsysteem

Een eerste soort systeem dat kan worden gedefinieerd is haytteem Figuur2). Het LEsysteem
kenmerkt zich door het naast elkaar voorkomen van poelkikkersegcsonaeen bastaardkikkerd?(

kl. esculentuk Tot nog toe wordeangenomen dat ditatuurlijksysteem dominant is in onze contreien
(o.a. Holsbeek & Jooris, 201Matuurlijk is (Uzzell & Berger, 1975) en bovendien het meest
wijdverspreid (0.a. Pruvogt al., 2013a, 2015; Hoffmanet al,, 2015; Hermaniulkt al., 2020). Zowel
mannelijke als vrouwelijke bastaardkikkers komen erin voor, maar toch vind reproductie in-het LE
systeem voornamelijk plaats via de vrouwelijke bastaardkiki@rsistianseret al., 2005) Dit volgt

ook uit het feit dat binnen mannelijke hybriden (LR) hehYomosoom, dat net zoals bij de mens voor
de geslachtsbepaling zorgt, geisoleerd zit binnen hgeénoom (Christiansen, 2009Dit L.genoom
wordt bij kruising geélimineerd waardoor meer vrouwelijke hybride nakomelingen geproduceerd
worden Figuur 2). Bastaardkikkers (LR) elimineren hegdnoom tijdens de gametogenese en
produceren in LiSystemen enkel klonale-gameten. Nieuwe hybriden kunnen in dit type systeem
daarom enkel worden geproduceerd met behulp van poelkikkeesordeeld door o.a. Graf & Polls
Pelaz, 1989De poelkikker gedraagt zich ingystemen dus als een afvloeisysteem voor hgéhoom

(0. a.Lehtonenet al, 2013. Kruisingen tussen tweéiploide bastaardkikkers die resulteren in een
genetische meerkikker (RR)n niet levensvatbaaren dragen bijgevolg niet bij aan de volgende
generatie (0.a. Guexet al, 2002) Door het gebrek aan seksuele recombinatie in de hybride
voortplanting van de bastaardkikker stapelen schadelijke mutaties (mutatielading) zich op in het R
genoom, wat leidt tot fatale ontwikkelingsfouten wanneer twee van deze ongezorgenBmen
combineren(o.a. Guexet al., 2002. Door invasie van meerkikkers kan dit echter veranderen (zie
verder). De stabiliteit van het L-Eysteem wordt onder meer in stand gehouden door de seksuele
voorkeur van vrouwelijke poelkikkers en bastaardkikkers dewelke mannelijke poelkikkers lijken te
verkiezen boven mannelijke bastaard@Roesli & Reyer, 2000; Skiergkal., 2023)

39Sy YAONRalFGStEtASGH Aa SSy afwepSHBMS#28RSYb KSHKI NX R o6
0Saidlty dAG G8SS (G20 oSy ydzOf S2aRSy® 1S IFydlf KSNXI
rraoe

T T T T T M

www.vlaanderen.be/inbo doi.org/10.21436/inbor.136187742 Paginal5van118



QLL LR

Gameten L R
L, of L L,L of LL L,R of LR

JL,L

RR

Figuur2  Schematische voorstelling van de voortplanting in het diploidesysteem. Groen staat voor
poelkikker, bruin staat voor meerkikker. Een combinatie van de beide kleuren staat voor de hybride.
Wanneer een individu eendhromosoom heeft, hebben we te makemet een mannelijk individu.
Het grijze kadertje wijst op het niet levensvatbaar Ajiguur naar voorbeeld uit Christiansen (2009).

21.1.21 Aangepast L-Bysteem

Het aangepaste L&/steem lijkt, zoals de naam al doet vermoeden, op hedyiskEeem maar met dat
verschil dat dit binnen dit systeem opbklyploidie optreedt. Het gaat in dit geval over het voorkomen
van triploidie, dit is een vorm van polyploidie waarbij het individu 3 chromosoomsets bezit. In
aangepaste LBystemen komen LLR mannetjes voor die altijd diploide, klonalgarketen
produceren(Pruvostet al, 2013a) In tegenstelling tot het 8ysteem (zie verder), is haangepaste
LEsysteem niet afhankelijk van triploiden om te blijven voortbestaan

In dit type systemen is de genetische differentiatie tussen hgeéhoom van de triploide LLR en de
diploide LL groot. De genetische diversiteit van hgehoom in LLR is daarbij lager dan dat van de
diploide bastaardkikkers, omdat het-aandeel klonaalvordt doorgegeven aan de nakomelingen
(Figuur 3). Het niveau aan genetische diversiteit van hejeboom bij LL en LR is daarnaast
vergelijkbaarPruvostet al., 2013a) De triploideLLR kikkers fungeredoordat ze hun Rjenoom niet
doorgeven tijdens de vorming van gameten, als een soort afvloeisysteem voordgetdem. De
verspreiding van het-Benoom gebeurt in aangepaste systemen daarom voornamelijk door de LR
kikkers die zorgen voor eengameet. Triploide LLR mannetjes zijn hifjg niet noodzakelijk voor het
voortbestaan van diploide LR in dit systeem. Het lijkt er op dat de polyploide bastaardkikker hier een
manier gevonden heeft om te overleven binnen het agragte LESysteem door te parasiteren op het
Rgenoom van de L-Rdividuen waarmee ze samenlevéPruvostet al, 2013a)In het aangepaste LE
systeem kunnen doode kruising van eenmannelijke, triploide bastaardikker (LLR) met een
vrouwelijkediploide poelkikker (LL) triploide poelkikkers (LLL) ontsta@ur3). Over de invioed en
overleving van deze triploide poelkikkers binnen dit systeem is echter weinig géterabk 2.1.1.4
Esysteem) Doorgaans komen ze in lage aantallen vade nemen dan ook aan dat hun rol op
populatieniveau eerder beperkt is.
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Figuur3  Schematische voorstelling van het aangepastydfeem voorgesteld volgeigeigandet al.(2022)
naar voorbeeld uiPruvostet al.(2013a) Aan de linkerkant worden de aanwezige vrouwtjes en hun
gameten voorgesteld, bovenaan de aanwezige mannetjes met hun gameten. Het grijze kadertje
wijst op het niet levensvatbaar zijn of het niet bereiken van volwassenheid.

Female

2.1.1.3 REsysteem

Het REsysteem, waar meerkikker samen voorkomt met bastaardkikkker, komt minder vaakGuadr
& Polls Pelaz, 1989en wordt voornamelijk waargenomen in Centraah OostEuropa (o.a.
52t SO 0F @ bt &l.201B; Falaschei al., 2020; Fedorovat al, 2025; Hoffmanret al., 2015;
YNRT YIYAD 9 L@ y2.cBdFaardkikkersifii in [dipléide SREystemenvallemaal
mannelijk (Christiansen, 2009roducerenL-gameten (in mindere mate ook-ggameten) en zijn voor
de voorplanting dus afhankelijk van de meerkikkers, dit in tegenstelling tot de situatiesistenen
(Figuur 4; Christiansen, 2009; Christianetal., 2005; Graf & Polls Pelaz, 1989; Plétner, 2005)
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Figuur4  Schematische voorstelling van de voortplanting in het diploidesyRtem. Groen staat voor
poelkikker, bruin staat voor meerkikker. Een combinatie van de kleuren staat voor de hybride.
Wanneer een individu eenéhromosoom heeft, hebben we te maken metremannelijk individu.
Figuur naar voorbeeld uit Christiansen (2009).

2.1.1.4 Esysteem

Het Esysteembestaat uitsluitend uit bastaardkikkers. Dype systeemnkan blijven bestaan door het
voorkomen varpolyploidie. In Esystemen komertriploiden en heel uitzonderlijk tetraploiden voor
(Arioli, 2007; Ariolet al, 2010; Borkiret al, 2004; Christiansen, 2009; Christiansen & Reyer, 2009;
Jakobet al, 2010; Pruvoset al, 2015) In een laboratoriumsetting werd pentaploidie ook al eens
vastgesteldFedoroveet al,, 2025; Hermaniukt al., 2020)

Door het voorkomen vadrie verschillende hybridetypesliploide LR entriploide LLR en LRR, zorgt
triploidie voor stabiliteit binnen het-Bysteem. De bastaardkikkers in hesysteem zijn namelijk in

staat om op zichzelf alle gameten te produceren die nodig zijn voor een succesvol voortbestaan van
de bastaardkikker, zonder dat ééhy RS (G 6SS WLIZNEB Q (CArtRIBMEZDEONI Sy
Pruvostet al., 2013a) Het systeem kan zich dus succesvol voortplanten, zonder oudersoorten, en is
hierdoor als het ware zelfvoorzienend.

Diploide hybriden (LR) ontstaan door de versmelting vayarheten die exclusief geproduceerd
worden door triploide LLR endadmeten geproduceerd door triploide LRR en diploidgChRstiansen,
2009; Pruvostt al,, 2013a) Triploide LLR kunnen op twee manieren ontstaan: (1) door kruising van
LRvrouwtjes die LRjameten voortbrengen en mannelijke L-h&staardkikkers die voor eengameet
zorgen(verschillend van gameetvorming in aangepassygteem Figuur3)); (2) in mindere mate door
de kruising van een LRR of LR mannetje dat eganfeet produceert met een LLR vrouwtje die voor
een LL gameet zorgChristiansen, 2009; Pruvost al, 2013a)(Figuur5). LRR kan enkel ontstaan bij
versmelting van LRitjes afkomstig van L-Rouwtjes met Rgameten van LRof LRR mannetjes
(Christiansen, 2009; Pruvost al, 2013a) Door de versmelting van kdameten afkomstig van een
vrouwelijke LLR endgameten van een mannelijke LU&®nnen in dit systeem ook triploide poelkikkers
(LLL) ontstaanDe vorming van kgameten komt echter voor in zeer lage frequenties (Pruedstl.,
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2013a)en over de potentiéle reproductieve impact van deze triploide poelkikkers is ook weinig
geweten. De overleving en vruchtbaarheid van deziet-hybride nakomelingen in een-gysteem

wordt verder doorgaans als laag beoordee{€hristiansenet al., 2009; Christiansen, 2009ken
samenvatting van de mogelike combinaties wordt weergegeven Figuur 5. Polyploide
bastaardkikkers vertonen verschillende patronen qua overerving in vergelijking met hun diploide
hybride tegenhangers. Op deze manier heeft polyploidie een impact op de genetische variatie en
stabiliteit. De gameten van triploide bastaardkikkekunnen bijvoorbeeld gerecombineerd zijn
(Christiansen & Reyer, 20092ecombinatie is het proces dgewoonlijk plaatgindt wanneer het
genetisch materiaal van de beide ouders wordt gemixt. Dit proces leidt tot nakomelingen die een
unieke combinatie bevatten van eigenschappen afkomstig van beide ouders.

In Esystemen kan een triploid individu dus als het ware de poelkikker vervanged@t®Lt bij paring

met een diploide hybridéHolsbeelet al., 2008) Ondat het geslachgekoppeld is aahet L-genoom,
worden in dit type systeem minder mannelijke LiR&viduen geproduceerd. De laatste rij
weergegeven ifriguur5is dus eerder illustratief, al zijn er uitzonderingen op deze regel (Christiansen
et al, 2009). Hoewel terugkruising naar de diploide oudersoorten theoretisch mogelijk zou zijn,
metamorfoseren larven met deze genotypes (LL of RRYBe&ger, 1988 in Holsbeek & Jooris, 2010)
Omdat hybriden soms twee klonaal gekopieerde genomen van dezelfde soort erven, ontbreekt
gezonde genetische menging en stapelen fouten zich(g t S O4Yf O @ hgtla @018)
Daardoor ontwikkelen veel larven zich niet goed en sterven ze meestal voordat ze volwassen worden.
Toch wordt verwacht danitriploidebastaardkikkergowel het Lals het Rygenoom geregeld opnieuw
gecombineerdworden (L in LLR, R in LRRJerdoor zoudenschadelijke mutaties telkens worden
verwijderden stapelen ze zich niet qReyeret al.,2015).Er is alleszins een pesygotische selectie
gaande die ervoor zorgt dat4ploelkikkers en RRieerkikkers niet overleven.

CLLR LR ?LRR
Gameten LenLL* R*enLR R
JdL,LR LyenL L,LenLL L,R* en LR* LLRenLR
L,LL* en LLL* L,LRen LLR
JdL\R R LR en LLR* RR* en LRR RR
JdL,RR R LR en LLR* RR*en LRR RR

Figuur5  Schematische voorstelling van de voortplanting in heygieem. Groen staat voor poelkikker, bruin
staat voor meerkikker. Een combinatie van de kleuren staat voor de hybride. Wanneer een individu
een ¥chromosoom heeft, hebben we te maken met een mankehdividu.* wijst op schaars
voorkomen. Het grijze kadertje wijst op het niet levensvatbaar zijn of het niet bereiken van
volwassenheid. Door het zelden tot niet voorkomen van mannelijkeihd®Rduen, is de laatste rij
eerder illustratief. Figuur naavoorbeeld uit Christiansen (2009).
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2.1.2

Doelstellingen: genetische soortenidentificatie en populatiegenetica

Om een antwoord te bieden op de vraag hoe het met de poelkikkers in Vlaanderen is gesteld, is
het enerzijds belangrijk om na te gaan wdarsoort aanwezig is en anderzijds wat de genetische
toestand van deze populaties is. Dit project werd daarom opgedeeld in twee fasen:

Fasel (2023) Soortensamenstelling en soortenidentificati®eze fase omvatte het opsporen

van poelkikkers in Vlaanderen. Waar komen ze voor en samen met welke andere groene
kikkersoorten? Groene kikkers worden verzameld op verschillende plaatsen in Vlaanderen.
Omdat er initieel onzekerheid heerste over de acctinaa van de soortentoewijzing op basis

van morfologie in het veld, werd deze toewijzing tijdelase 1 getoetst door middel van
soortspecifiekemicrosatellietmerkersen allelen voor poel en meerkikker. Hiervar werd de
genetische identificatiemethode ontwikkeld voor het meetnet poelkikker gebruikt (het meetnet
werd nadien op basis van de resultaten methodologisch omgevormd naar het gebruiken van de
morfologie). Samengevat: tijdens fase 1 werd de accuraatheid van een morfologische
soortentoewijzing in het veld door experten nagegaan.

Fase 20 H n H Populatiegenetica Tijdens deze vervolgfase werd, na evaluatie van de
morfologische identificatie, genetisch onderzoek ingezet om genetische variatie en diversiteit
van poelkikker te onderzoeken. Hiervoor werd een andere set microsatellieten samengesteld,
bruikbaar voor poplatiegenetisch onderzoek van poelkikker. De genetische structuur en
variatie binnen en tussen populaties werd onderzocht.

2.1.3
2131

21311

Werkwijze

Staalname

Fase 1 (2023)

{22NISyalyYSyadSttAay3a Sy

a22NISYAR

Tussen 2023 en 2024 werdea deskundig oordeeferschillende Vlaamse locatigsselecteerd

die interessant werden geacht voeerderonderzoekTabell, Figuur6). De staalname uit 2023
en de resultaten die hieruit volgden behoren ttase 1. Waar mogelijk werden 30 stalen
willekeurig verzameld per site, uitgezonderd in de Maten waar meer individuen werden
bemonsterd. Per individu werd een teenclip genomen en bewaard in absolute ethar)Up.

Tabell

Provincie

WestVlaanderen
WestVlaanderen
WestVlaanderen
WestVlaanderen
WestVlaanderen
WestVlaanderen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen

Overzicht van de onderzochte locaties en hoeveelheid stalen per locatie waarvan
morfologische soorttoewijzing werd gecontroleerd door middel van de genetische
soortentoewijzing (fase 1). NP staat voor Nationaal Park.

Nr

© 0o N o o bk~ W N RO
©

e
L O

Site

1Jzervallei
Bulskampveld
Bulskampveld
DammeWest
DammeWest
Vloethemveld
Blakheide
Blakheide
Buitengoor
Eksterheide
Eksterheide

Subsite Aantal
stalen
De Blankaart meetnet 30
Aanwijsputten 28
Bornebeek 21
Damme W noord 27
Damme W zuid 23
Vloethemveld 30
Blakheide meetnet 23
Blakheide s.s. 27
Buitengoor meerkikker 6
Eksterheide s.s. 7
bij Duivelskuil 2b 23

T T T T
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Provincie Nr Site Subsite Aantal

op stalen

Antwerpen 12 Kalmthoutse Heide Pluisven 25
Antwerpen 13 De Bonte Klepper Bonte Klepper 30
Antwerpen 14 Ravels Poppel meetnet 9

Antwerpen 15 Retiesebaan & Tikkebroeken Retiesebaan meetnet 22
Antwerpen 16 Rijmenam, Broekelei & Rijmenam 30
Antwerpen 17 Ronde Put, Den Diel, Postel = nabij meetnetpt Postel 8

Antwerpen 18 Ronde Put, Den Diel, Postel = nabij meetnet Postel 2 5

Antwerpen 19 Merkske & Wortel Wortel 1 20
Antwerpen 20 Merkske & Wortel Wortel 2 29
Limburg 21 Dauteweijers Dauteweijers 2

Limburg 22 NPHoge Kempen Zuid Zijpbeek Gaarvijver 10
Limburg 23 De Maten Grote & Kleine 49
Limburg 24 Tommelen Tommelen 30
Limburg 25 Vijvergebied MiddefLimburg = Populierenvijver 14
Limburg 26 Vijvergebied MiddefLimburg = Voortbeek 18
Limburg 27 Vijvergebied MidderLimburg  Ganske 6

Figuur6  Overzicht van de bemonsterde locaties waar morfologische soortenidentificatie werd
getoetst door middel van een genetisch gebaseerde soorttoewijzing (fasel). De cijfers geven
de locaties weer, een legende kan worden teruggevondératell.

21312 CI &S wu Populatisgenetica

De staalname van 2024 en de bijhorende populatiegenetische resultaten behorémsto®R
Genetisch materiaal werd op deze locaties verzameld door het nemen van buccale moadswab
Hierbij wordt een wisser (of swab) in de mondholte van de kikkers gebracht om zo buccale cellen
te verzamelen. De swabstalen werdep -20°C bewaardDaarnaast werden enkele stalen uit
fase 1 meegenomen voor verdere analyBe. geselecteerde locaties vofase 2zijn plaatsen

waar volgens de veldbezoeken in 2023 een aanzienlijke proportie poelkikker aanwezig bleek te
zijn (Tabel 2 Figuur?7). Voor de analyses vdase 2werd minimaaleen 3:1 ratio poelkikker
versus bastaardkikker per locatie beabdzgn. LEystemen). Door deze selectie werden
potentiéle populaties met louter bastaardkikkergizstemen) en locaties met aanwezigheid van
meerkikker bijgevolg niet verder genetisch onderzocht. Voor de populatiegenetische analyse
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werden telkens waar mogelijk 20 poelkikkers en zes bastaardkikkers bemonsterd per site. In het
geval van een groter gebied, zoals de Kalmthoutse Heide, werd het aantal stalen verhoogd naar
tien tot 15 poelkikkers en vijf bastaardkikkers per subsite; h&dbaantal stalen hangt hier
bijgevolg af van het aantal subsites. Bij twijfel van de soort op basis van morfologische
kenmerken werden daarnaast enkele stalen aangeleverd voor genetische bevestiging. Deze
stalen werden niet meegenomen in de populatiegesehe analyses (aangeduidTiabel2).

Tabel2 Overzicht van de verzamelde stalen voor fase 2 dat populatiegenetisch geanalyseerd werd,;
Aantallen bemonsterde kikkers dieper locatie, subite en per soort (N= aantal
bastaardkikkers, N= aantal poelkikkers endN= totaal aantal voor filtering) voor de verdere
populatiegenetische analyses worden gebruikt (fasel®) soortweergegeven in de tabel
gebeurde op basis van de genetische methodiek gebaseerd op soortspecifieke merkers en
allelen @ = Stalen die in fase genomen werden ter soortidentificatie, maar die niet in de
verdere dataverwerking werden behandeld= subsitestrikt gelegen invlaamsBrabantof
Limburg, maar aangeduid als deel van Antwerpse site. * = stalen verzameld tijdens fase 1
(2023) en hergebruikt voor populatiegenetische analyse fase 2 (2024), ** = stalen deels
verzameld tijdens fase 1 (2023). NP staat voor Nationaal Park.

Provincie

West
West
West
West
West
West
West
West
West
West
West
West
West
West
West
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen

Nr
op
kaart

1
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Site

1Jzervallei

1Jzervallei

1Jzervallei
Bulskampveld
Bulskampveld
Damme West

Damme West

Damme Oost

Gulke Putten

Gulke Putten
Oostkerke

Oostkerke

Oostkerke

Oostkerke
Vagevuurbossen
Averbode Bos en Heide
Averbode Bos en Heide
Brechtse Hei
Elsakker

Elsakker

Gierls Bos
Kalmthoutse Heide
Kalmthoutse Heide
Kalmthoutse Heide
Kalmthoutse Heide
Kempengrens & Rode
Kempengrens & Rode
Kempengrens & Rode

Cod | Subsite
e

Ne

BLK | De Blankaart, meetnet* 6
BLK Reninge Rijsdreef 1 6
BLK Reninge Rijsdreef 3 -

BUL Aanwijsputten*
BUL Bornebeek*

DA  Damme West, Noord*
DA  Damme West, Zuid*
DAO Damme Oost, meetnet

GUL Gulke putten, Oost
GUL Gulke putten, West

OOS Damse vaart, Noord

OOS Dorpsmolen
OOS Krakeelboomgaard
OOS Sabtsweg

VAG  Vagevuur

AVE | Langveh

AVE Tweede Groteh
BRE Caterskapetireef
ELS Elsakker 1

ELS Elsakker 2

GIE Gierls bos

KAL Biezenkuilen
KAL | Kriekelaarsven
KAL Putse Moer

KAL @ Steertse Heide

KEM Ecoduct Kempengrens

KEM Gagelbroek
KEM Reuselseweg
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Provincie

Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Antwerpen
Limburg
Limburg
Limburg
Limburg
Limburg
Limburg
Limburg
Limburg

Limburg
Limburg

Limburg
Limburg
Limburg
Limburg
Limburg
Limburg
Limburg

Limburg
Limburg
Limburg
Limburg

Limburg
Limburg

Limburg

Nr
op
kaart
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
49
50
51

52
53

54
55
56
57
58
59
60

61
62
63
64

65
66

67

Site

Klein Schietveld
Klein Schietveld
Klein Schietveld
De Liereman

De Liereman
Merkske & Wortel
Merkske & Wortel
Merkske & Wortel
Merkske & Wortel
Ravels

Ravels
Snepkensvijver
Snepkensvijver
Tielenheide
Beverbeekse Heide
Bergerven

Kamp Beverlo
Kamp Beverlo

De Brand
Hageven
Hageven
Schietveld Helchteren

Schietveld Helchteren

NP Hoge Kempen
Centraal

NP Hoge Kempen

NP Hoge Kempen Noor
NP Hoge Kempen Noor
NP Hoge Kempen Zuid
NP Hoge Kempen Zuid
Waterschei/Klaverberg

De Maten

De Maten

De Maten
Openhovenerheide
Tenhaagdoornheide, De
Teut
Tenhaagdoornheide, De
Teut
Tenhaagdoornheide, De
Teut

Tenhaagdoornheide, De
Teut

Cod

KSV
KSV
KSV
LIE
LIE
MER
MER
MER
MER
RAV
RAV
SNE
SNE
TIE
BEH
BER
BEV
BEV
BRA
HAG
HAG
HEL

HEL
HOC

HOC
HO
HO
HOZ
HOZ
KLA
MAT

MAT
MAT
OPH
TEN

TEN

TEN

TEN

Subsite Ne
KSV1 vliegveld 5
KSV2 5
KSV3 -
Bezoekerscentrum 3
Meetnet 6
Merkske 1 3
Merkske 2 3
Wortel 1* 3
Wortel 2* 3
Gewestbos Ravels 2
Ravels 2 3
Lavendelven 5
Snepkensvijver 2 5
Tielenheidé

Beverbeekse Heide 9
Bergerven 2 3
Achter de Witte Bergen 4
Mathiasven 3
De Brand 1 &2

Hageven 1 10
Hageven 2
HouthalenHelchteren 4
Oost

Osseven 5
Mechelse Hei, groeve 5
rand

Ven onder de Berg 4
Kruisven 5
Ruwmortelven 5
Kikbeekbron

Zijpbeek, Gaarvijver
Klaverberg

Grote en kleine 6
Dilikensweier*
Pastoorsvijver
Rugstreepven 1
Ophovenerheide

De Teut 2
De Teut x

Huttebeek 2 5
Molenheide 2
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20
10
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17
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13
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15
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Provincie Nr Site Cod | Subsite Ne N_ Nt

op e
kaart
Limburg 68 Tommelen TO  Tommelen** 6 |19 25
Limburg 69 Vijvergebied Midden VIJ  Terlamen poel 2 4 19 23
Limburg
Limburg 70 Winterslag WIN  Winterslag 1 1

Figuur7  Overzicht van de verzamelde swabs voor genotypering en populatiegenetisch onderzoek en
enkele stalen ter soortenidentificatie (fase 2) van groene kikker in Vlaanderen. Voor een
overzicht van de plaatsnamen horende bij de nummersJateel2.

Locaties die in beide fases werden bestudeerd zijn: De Blankesetnet, Aanwijsputten en
Bornebeek van Bulskampveld, Wstid en WestNoord in Damme, Wortel 1 en Wortel 2 van

site Merkske & Wortel, TommelefNationaal Park (NP)Hoge Kempen ZujdGrote en Kleine
Dilikensweier in de Maten. Voor een deel van deze locaties gebeurde de populatiegenetische
analyse in fase 2 op basis van stalen die al in fase 1 waren verzdiale&l?).

2.1.3.2 DNAextractie enmicrosatellielgenotypering

Het DNAwordt uit de teenclipggeéxtraheerd doogebruikte makenvan de Blood & Tissue kit
(Qiagen) DNA wordt uit de wissers geéxtraheendet behulpvan de QlAamp extractie kit
(Qiagen. De concentratie van het DNextract werd vervolgens bepaald door middel van de
Quant it Picogreen dsDNA assay kit (Life technologipsgpen Synergy plate reader (BioTek)
Voor de genotypering van de stalererd gebruik gemaakt van microsatellieteBedurende dit
project werden twee verschillende merkersets benut.

Fase I Deeerste merkersetverd samengesteld om op basis van genetische kenmerken de
soort (poelkikker versus meerkikkeensu latd te identificerenHet is belangrijk om te

vermelden dat in dit rapport wordt uitgegaan van de meerkikéemsu lato Door de gebruikte
methodiek kunnen de verschillende (onder)soorten binnen dit complex niet van elkaar worden
onderscheidenHet is dezelfde set die eerder werd gebruikt voor het mee{Sgteybroeclet

al., 2020)en wordtin

T T T T M
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Bijlagen Tabel 8 samengevat. Het P@Rcept bestaat uit 2,2 ul DEPC water, 5 pl Qiagen Multiplex
Master Mix,0,1 ul (0,1 uM) forward en reverse priméen 1ul template DNA (18g/ul). De PCReactie

verloopt 15 minuten op 95 °C vervolgens 35 cycli van 30 seconden op 95 °C, 30 seconden met een
touchdown procedure startend bij 60 °C en zakkend tot 460@ (C per cyclus) en 30 seconden op

72 °C. De reactie eindigt met 10 minuten @b °C, 15 minuten op 4 °C en dan continu op 15 °C. De
PCRoroducten werdenfinaal met7 microsatellietmerkersin 1 multiplex gelopen op de ABI 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) met de6DIZ standaard. Het identificeren van de allelen
gebeurde in Geneious Prime 2019.h#s://www.geneious.con

Fase z; De tweede fase bestaat uit de populatiegenetica van populaties met een substantiéle
proportie aan aanwezige poelkikkergekvoorwordt een selectie gemaakt van verschillende loci die
geschikt bleken te zijn voor populatiegenetisch onderagak poelkikker en tevens weergeven of we
met hybriden te maken hebbemel6 microsatellieterwerdengelopenin 3 multiplexeacties(Tabel

K in Bijlagen. Voor demicrosatellietanalyséestaat hetPCRrecept uit 36 ul DEPC wateib ul

Multiplex MastermixvanQiagen, QL pl (0,1 uM) van beideprimersen 1pul template DNA (1@g/ul)

en de PCRondities zijn 15 minuten aan 95 °C; 35 cycli 30 seconden op 95 °C, 30 seconden op 54 °C,
30 seconden 72 °C; 10 minuten 72 °C; 15 minuten 4 °C en afsluitend comfiBl’CDe PCR

producten worderfinaal gelopen op de ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) met de LIZ
600 standaard. Het identificeren van de allelen gebeurde in Geneious Prime 2019.3.2
(https://www.geneious.com en Genemapper 6 (Applied Biosystems).

2.1.3.3 Verwerken van de genetische data

2.1.3.3.1 Genetische identificatie van de soort en hervangsten

Fase 1 en 2 In beide fasen van dit project wordt aan de hand van genetische, soortspecifieke
merkers (loci) en allelen afgetoetst of de morfologische identificatie klopt. Aan de hand van de
poelkikker en meerkikkerspecifieke allelen werden individuen finaal toegmen aan een soort (zie

ook Tabel 3 in Bijlagen. Hierbij wordt ook een onderscheid gemaakt tussen de verschillende
genomotypes (zie verder). Sommige locaties werden meerdere nachten bemonsterd; om eventuele
hervangsten te achterhalen werd controle van uniekheid van de genotypes uitgevoerd in R (R4.5.
Core Team, 2021)

2.1.3.3.2 Onderzoek naar polyploidie

In de onderzochte hybride systemen viase 2(LEsystemen) kunnen individuen met verschillende
ploidie voorkomen: diploide poelkikker (LL), eventueel triploide poelkikker (LLL), diploide
bastaardkikker (LR), triploide bastaardkikker (LLR) en eventuele tetraploide bastaardkikker. Ook het
voorkomen va triploide LRR is niet uitgesloten.

Naast gescoorde triploidi@lit is het vertonen vawrie verschillendeallelen per locus in een individu

die rechtstreeks vertaald kunnen worden naar LLR, LRR okanh tliploidie ooloptreden onder de

vorm van het hebben vameerderekopieén van eenzelfdallel (m.a.w. homozygoot zijn voor
bijvoorbeeld het klgenoom in LLRPeze vorm van polyploidie kan worden opgespoordagis van
deallelendosering. Allelen worden via fragmentanalyse weergegeven als pieken in een grafiek (een
beetje zoals geluidsgatn). Zie je twee pieken van gelijke hoogte, dan zijn er twee verschillende
allelen. Is de ene piek veel hoger dan de andere, dan zijn er vermoedelijk drie allelen, waarbij het ene
allel met de veel hogere piek twee keer voorkomt en het andere maar één Kear gelang (het

natuurlijk logaritme van) de verhouding tussen verschillende piekhoogten werd dyesgissing
genomenof een allelal dan niet in enkelvoud af meervoud voorkom{Christiansen, 2005;

‘a8l dAlGl 2y RERByP! 08y wSanwnz 22N RST S YSNJ SwBA B2 NR G
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https://www.geneious.com/
https://www.geneious.com/

Christianseret al., 2005) De verhouding kan variéren naargelang de combinatie van allelen binnen
en tussen loci. Allelendosering worldff eenselectie van 9 merkerf@abel S2n Bijlager) onderzocht.
De keuze voor deze 9 merkers werd gebaseerd op voorgaand geciteerde litg@auChristiansen,
2005; Christianseat al., 2005)

Finaal gebeurde dmewijzing van triploidigoer individu door gedetecteerde triploidie oveée 16 loci

samen te brengerEen individu werdndermeert £ & G NALX 2 OR 06S&a0K2dzw R 61 yy &
van de 16) een signaaian triploidie vertoonde (d.idrie gescoorde allelen binnen een locok

toegewezen triploidievia allelendosering Dit was in alle gevallen een combinatie van signalen.
Wanneer minder dan 4 lo@en indicatie gaven voor polyploidieverd een bijkomende afweging

gemaakt Scoringen medrie verschillende allelen (echte triploide scoringker®genmeer gewicht dan
aanwijzingen op basis van dosering. Zo werd een individu met bijvoorbeeld slechts 3 positieve loci,
waarvan 2 via triploide scoringen, alsnog als triploid toegewdzemindividu werd nooit als polyploid

aangeduid wanneer slechts één locus triploidie vertoonde.

Het is belangrijk om te achterhalen welksastaardkikkerstriploidie vertonen, aangezien we
geinteresseerd zijn in de diversiteit van lpetelkikkegenoom. Omdatle kruising ende overerving
voor diploide en triploide bastaardkikkers andgebeurt en afhankelijk is van het type systeem waarin
ze voorkomenheeft de ploidie tegelijk een invioed op de poelkikkers.

Triploidie werd voor de stalen vdase lenkel op basis van triploide scoringen toegekend. Wegens
het beperkt aantal merkers in deze fase werd hier geen grenswaarde van een minimaal aantal merkers
met een positief sighaal gehanteerd.

2.1.34 Populatiegenetica: studie van hetdienoom

Populatiegenetisch onderzoek wordt enkel uitgevoerdase 2ran dit onderzoek. Dit project focust

zich op het bepalen van de genetische gezondheid van de poelkikkers in Vlaanderen. Daarom wordt er
voor de populatiegenetische studie geopteerd om enkel het poelkikkeraandeel verder te onderzoeken,
en dus het tgenoom We onderscheiden verschillende genomotypes (tkispecifieke combinatie

van ouderlijke genomen binnen een hybride organisme of comptet verschillende ploidieén die

we binnen deze studieukinen verwachten:

1 3 Lallelen voor triploide poelkikkers (LLL).

1 2 L-allelen voor diploide poelkikkers (LL) en triploide bastaardkikkers (LLR).

1 1 Lallel voor diploide bastaardkikkers (LR) en triploide bastaardkikkers (LRR), deze individuen
Zijn haploid voor het-genoom.

Het L.genoom kon worden onderzocht voor alle 16 loci.
2.1.34.1 Genetische structuur van hetdenoom

De genetische structuur van dbploide poelkikkers(LL)werd getest door depaarsgewijzefixatie
index (Fst (Weir & Cockerham, 1984 berekenen met behulp van hetpaikketdiveRsityw1.9.90
(Keenanet al, 2013) gebaseerd op 1000 bootstrap®it is een statistische methode waarbij
herhaaldelijk steekproeven wordegenomenuit een bestaande dataset, om zo de betrouwbaarheid
van een statistische schatting te evaluer&mkel voor subsites met minimaal vijf stalen werdien
waarden berekendDe Fsrgeeft de genetische afstardifferentiatie) weer tussen(sub)sites. Om de
graad van differentiatie aan te duiden wefd/right, 1978)evolgd: Otsr< 005 weinig differentiatie,
0,05" Fst< Q15 matige differentiatie, 15 XFst< 025 hoge differentiatie; en 0,25 XXrsrzeerhoge
differentiatie. Op basis van de paarsgewifgwaarden van poelkikkers (en diploide bastaardkikkers)
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tussen subsites met minstens 5 stalen, gelegen in eenzelfde site, zal worden beslist of deze subsites al
dan niet beschouwd mogen worden als één geheel of populatie voor verdere analyse.

Vervolgens werd degenetischestructuur van diploide poelkikkers(LL) ook nagegaan vi®CA
(Principak Componenen Analy=). Ot is een ordinatiemethode waaree de genetische informatie
vereenvoudigd wordt, terwijl de belangrijkste structuren behouden wordiégt.resultaat van een PCA
analyse isualseertin dit gevalgenetische structuren of clusters zonder voorafgaande aannames over
groepen. Individuendie dichter bij elkaar liggen op de grafiek, lijken genetisch sterker op elkaar.
Daarnaast werd ooleen DAPC(Discriminanenanalysevan Principak Componenen) uitgevoerd.
Clusteringsanalysen zoals de DAdP@lyse worden uitgevoerd omerschillen tussen groepen te
kwantificeren en visualisereiierbij worden de individuen in de dataset toegewezen aan een aantal
gekozen groepen om vervolgens te kunnen nagaa@a dezegroepen (clusters) zich tegenover elkaar
verhouden.Het aantalgroepen ofclusters (K) werthepaald door gebruik te maken vae k-means
methode’, met K gaande van 1 cluster tothisters(X is het uiteindelijke aantal sites na samenvoegen
van subsites o.b.\isranalyse),en het Bayesiaans informatiecriteriufBl§ om uiteindelijk de K
waarde te selectarn. BIC is eemaat om modellen te vergelijken, waarbij een lagere BIC wijst op een
beter model.De verschillende modellen die worden getest komen in dit geval overeerhetet &
aantal clustersvaaraan de individuen in de datadainnenworden toegewezeribv. model 1 waar K

= 2, model 2 waar K = X . In model 1 worden alle individuen aan één van de twee groepen
toegewezen in model 2 aan één van de drie gpesm enzovoort).Hiervoor werden X 1 (maximaal
aantal clusters min éérrincipale componenteigeselecteerdElke K werd X keer herhaalRICAen
DAPGanalyse werden uitgevoerd met behulp van-pakketadegenet v2.1.8Jombart, 2008pp alle
diploide poelkikkersDoor het definiéren van clusters kunneve bepalen welke (deel)populaties
genetisch van elkaar verschillenogf elkaamgelijken Sitedie aan eenzelfdgenetiscle cluster worden
toegewezen, lijkemlus meer op elkaadan deze in verschillende clustehs tegenstelling tot PCAlje

de totale variatie samenvat, laat DAPZlen hoe de verschillende groepen zich tegenover elkaar
verhouden.

Tenslotte werden ooksrwaarden binnen en tusseadle genomotypegLL LR LLRenLLL)er (sub)site
met minimaal vijf stalen berekend met behulp van het programma SPAGeQHaAt, & Vekemans,
2002)

2.1.34.2 Genetische diversiteit van hetdenoom

Indien minstens viff stalen6 b x p0O 0S&aO0KA{1O6lFIFNE 6SNR RS 3ISy

poelkikkerspecifieke genoom van alle genomotypes onderzocht g@eowachte heterozygositeit
(gendiversiteit;H.) te berekenenmet het programma SPAGeDi 1.8dardy & Vekemans, 2002)e
allelenrijkdom (AR enwaargenomen heterozygositeitH,), alsook berekend met SPAGeDI 1.5d, werd
enkel voor het lgenoom van diploide poelkikkers bepaaldlet gepaste statistische toetsen
(parametrisch of nieparametrisch) werden verschillen in genetische diversiteit onderzocht tussen (1)
provincies en op globaal niveau, en tussen (2)drLRindividuen. Daarnaast werd een lineaire
regressieanalyse uitgeerd om (1) de relatie te toetsen tussen de genetische diversiteit van LL en LR
en het percentage vagestelde triploiden, en (2) het verband te onderzoeken tussen het aantal
bastaardkikkers en de genetische diversiteit. De statistische tests werden uitgevoerd in R {(R4.5.1
Core Team, 2021)Tenslotte werén voor de diploide poelkikkers, met behulp van hepakket
adegenet v2.1.%Jombart, 2008)deprivate allelenover alle onderzochte loci bepaald.
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2.1.3.5 Populatiegenetica: studie van het-Benoom

Naast de analyse van hetgenoom werd ook het f§enoom van bastaardkikkers (LLR of LR) verder
onderzocht. Zo kon worden nagegaan of de diversiteit van het ene gersaonenhangt met de
variatie binnen eenzelfde locatie tussen de verschillende aanwezige vofmedat het project zich
vooral richtte op de diversiteit en structuur van poelkikkers, werd bij het ontwikkelen van de
genetische merkerset voor populatiegenetica voornamelijk gekozen voor poelkikkerspecifieke
merkers. Daardoor waren er minderdRecifeke allelen beschikbaar om hetge@noom in detail te
bestuderen.Van de 16 loci gebruikt tijdens fase 2, bezitten 7 lesp&ifieke allelen. Twee van deze
loci bleken in deze studie monomorf voor heg@room. Op deze manier kon de diversiteit van het R
genoom geanalyseerd worden op basis van 5 lé&1819 RridO13A RCA1b5 Rtalb6 en
RelCAGK0). Om toch een eventuele vergelijking mogelijk te maken tussen de diversiteit van het L
genoom en het Rgenoom, werd de diversiteit van hetgenoom voor dezedfe 5 loci herhaald.

Het Rgenoom werd met het programma SPAGeDi IHdrdy & Vekemans, 200@pderzocht. Enkel
(paarsgewijzelsy; de verwachte heterozygositeitlf) en de vergelijking met de diversiteit binnen het
L-genoom voor dezelfde loci werden besproken.

2.1.4 Resultaten genetisch onderzoek

2.1.4.1 Genetische identificatie van de soort en eventuele hervangsten

Fase & De soortidentificatie door middel van de morfologie resulteerde in een hoog percentage juiste
toekenningen. Slecht® individuen van538 (1,7%) waarbij sorttoewijzing op basis varzowel
morfologie alsde genetische merkersnogelijk was gaven een verschil tussen morfologische en
genetische identificatieIn totaal werden 14 poelkikkers, 88 bastaardkikkers en 9 meerkikkers
geidentificeerd Figuur8).

Figuur8  Overzicht van de gevonden soorten, na genetische soorttoewijzing, uit fase 1. De grootte van de
taartdiagrammen toont het totale aantal stalen per subsite weer (N = 2 tot 49). Groen = poelkikker,
geel = bastaardkikker en bruin = meerkikker.
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Fase 2 Elfpoelkikkersverden in het veldls bastaardkikkers geidentificeerd. Twee indieidwerden
respectievelijkals meerkikker en poelkikker aangeduigywijl beide uiteindelijk bastaardkikkers

blekente zijn.Slechts 8§y A Y RA @A Rdz 1 NBS3 WaALISOASE 2y ibkdkSND (2
uiteindelijk een bastaardkikker te zijWoor de929 genetische stalefwaarvan 81 verzameld in 2023

en 848 verzameld in 2024verdop basis van morfologie ampej5¥ van de geanalyseerde kikkals

een andere soortgeidentificeerd in het veld

Voor locus Res16 bleek allel 121 dewelke aanzien werd als een poelkikkerspecifiek allel, ook te
amplificeren in meerkikker. Allel 121 werd enkel meegenomen in de analyse vaigaebam.

Vijf dubbele genotypes werden geidentificeerd en uit de dataset verwijderd voor verdere analyse. Deze
individuen waren geen hervangsten.

2.1.4.2 Onderzoek naar polyploidie

Fase I¢ Polyploidie werd in fase 1 enkel vastgesteld door middel van gescoorde triploidie (dit is het
vertonen vammeer dan tweeverschillende allelen per locus in een individDp basis van de scoringen
werden 82 triploide bastaardkikkers (LLR) geidentificeerd in 13 subsites (Blakheide meetnet, Blakheide
s.s.,De Blankaart meetnet, Eksterheide s.s., bij Duivelskuil 2b, Zijpbeek Gaarvijver, Pluisven, Bonte
Klepper, Grote & Kleine Dilikensweier, Poppel meetnet, Retiesebaan meetnet, Vloethemveld en
Wortel2) (Figuur9). Zoals eerder aangehaald, werd er in fase 1 niet verder ingegaan op eventuele
polyploidie op basis van allelendosering. De kans bestaat dat hierdoor polyploiden onder de radar
bleven na analyse van fase 1. Het percentage triploide bastaardkikkers van het totaal aantal
bemonsterde bastaardkikkers varieerde van O tot 100% (gemiddelde %; mediaan = 0kiguur9,
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Figuur9  Overzicht van het voorkomen van triploibastaardkikkersn de onderzochtesubsites van fase. 1
Oranje = percentage triploide bastaardkikker LLR van het totale aantal bastaardkikkers op die
locatie. De grootte van de taartdiagrammen toont het totale aantal bastaardkikker stalen per subsite
weer (N = 2 tot 49). In één subsite (Buitengoor in Antwerpsajden geen bastaardkikkers
bemonsterd op een totaal van 6 stalen; hier is de taartdiagram blanco.

Fase 2 26 bastaardkikkers en 18 poelkikkers worden uiteindelijk als triploid geidentificeerd, met de
respectievelijke LI-Ren LLigenomotypes(Figuur 10). In 24 poelen/subsites, verspreid over alle
geanalyseerde provincies worden triploiden gedetecteerd op basis van zowel gescoorde triploidie en
allelendosering. Het percentage triploiden op het totaal aantal bestudeerde stalen per subsite (N)
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varieerde van 0 tot 100% voor Weglaanderen (gemiddelde = 19%; mediaan = 6%; N = 2 tot 25), van
0 tot 20% in Antwerpen (gemiddelde = 5%; mediaan = 0 %; N = 1 tot 29) en van 0 tot 18% in Limburg
(gemiddelde = 5%; mediaan = 0%; N = 1 tot 40).

Fase 1 én fase 2 In 2023 werd polyploidie vastgesteld in Pluisven, een subsite die onder de
overkoepelende Kalmthoutse heide site werd onderverdeeld. De analyse van stalen uit 2024, die geen
stalen afkomstig uit Pluisven bevatten, vertoonden geen polyploidie. Tommedesh iw zowel 2023

als 2024 bemonsterd, maar vertoonde voor beide jaren geen polypldidiee stalen uit Damme die

in 2023 niet als triploid werden aangeduid en in 2024 werden hergebruikt, bleken na de analyse in
2024 wél triploid te zijnl(x LLR en 1 x LLL).

Figuurl0 Overzicht van het voorkomen van triploiden in de onderzochte locaties. Punten geven locaties weer
waar stalen werden geanalyseerd voor populatiegenetisch onderzoek. Groen= percentage triploide
poelkikker van het totaal aantal poelkikkers in die locatieanfe = percentage triploide
bastaardkikker van het totale aantal bastaardkikkers op die locatie. De grootte van de
taartdiagrammen duid de totale hoeveelheid van de soort aan die voor de locaties die genetisch
werden geanalyseerd (N per type = 1 tot 2i& ook Nof N, in Tabel3). Het gebied aangeduid met
a duidt op locatie Damme W Zuid waar triploidie bij beide soorten werd teruggevonden; b bestaat
uit de 2 subsites Gulke Putten Oost en Gulke Putten West. Enkel in Gulke putten West werden
triploiden waargenomen; het gebied aarntygd met ¢ bestaat uit de 2 subsites Elsakker 1 en Elsakker
2, hierin werden respectievelijk 1 triploide poelkikker en 2 triploide bastaardkikkers teruggevonden.

2.1.4.3 Populatiegenetica: studie van hetdienoom

Fase Z; Het populatiegenetisch onderzoek naar de genetische samenstelling en toestand van groene
kikkers op geselecteerde locaties, samen met het onderzoek naardeidom in Vlaanderen, werd
uiteindelijk gebaseerd op 913 individuele genotypes waarvan 67B9/LLR, 26 LLR en 17 LLL. Zoals
eerder aangegeven werden de individuen ter soortenidentificatie niet meegenomen voor de
populatiegenetische analyse.

21431 Genetische structuur van hetgenoom

Wanneerde diploide poelkikkers(LL)met elkaar vergeleken werden binnen eenzelfde siie (x p
werden ersignificante Fstwaarden (als maat voogenetische differentiatig¢ teruggevonden tussen
subsites van Nationaal Park (NP) Hoge Kempen Centraal (matige differentiatie), Putse Moer en
Biezenkuilen van De Kalmthoutse Heide (weinig differentiatie), en Damse Vaart Noord en Sabtsweg
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van Oostkerke (matige differentiati€jussen de overige combinaties van subsites binnen sites werden
geen significanté&srwaarden teruggevonden.
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Figuurll Paarsgewijzesrresultaten tussen diploide poelkikkers over de verschillende locaties. Sites na
samennemen van subsites (excl. NP Hoge Kempen Centraal). De kleuren duiden de mate van
differentiatie aan, hoe donkerder hoe groter de differentiatie; * duidt aan dat het ggewijze
resultaat significant verschillend is van nul. De sites werden gerangschikt van west (boven en rechts)
naar oost (onder en links).

Zoals in de werkwijze aangegeven, werd na de berekening van paarsdgestijssenLL-poelkikkers

beslist welke subsites al dan niet samengenomen konden wordeor subsites waar geen-LL
poelkikkers werden bemonsterd (of te weinig N< 5), werd waar mogelijk paarsgéwijetvalueerd

voor LRLR of LILR.Met uitzondering van NP Hoge Kempen Centraal (subsites Mechelse Hei en Ven
onder de Berg) werden alle subsites samengevoegd onder de overkoepelende sitenaam van de
staalnamelocatie. De hoogste paarsgewifsrna het samenvoegen van sites werd teruggevonden
voor de |Jzervallej De Liereman (0,346; 95% Bl = 0,881379). Algemeewas het genetisch verschil
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tussenWestVlaamsepopulaties en de overige onderzochte populaties makg (= 0,130; tussen
Damme en De Teut) tot zeer hodg+= 0,346; tussen IJzervallei en De Liereman)

Voor Kalmthoutse Heide en Oostkerke werd geen verdere onderverdeling geriiaaktel deFsr
waarden tussemle subsites aan de randen véet gebiediets hoger waren, wordt verwacht dat deze
kikkers genetisch slechts in beperkte mate van elkaar verschillenoverige paren van subsites
vertoonden daarnaast lagerwaarde.Dit subtiele verschil werd daarom als te gering beschouwd om
de subsiteserderapart te behandelen.

Tenslotte werden de stalen van de dicht bij elkaar gelegen sites van het Bulskampveld,
Vagevuurbossen en Gulke putten samengenonfem@s ook hier niet significant verschillend van
nul). Dit gebeurde ook voor de stalen van Damme en Dai@®wost. Het samenvoegen van subsites
leidde uiteindelijk tot 27 overkoepelende sitesdie, in wat volgt, verder populatiegenetisch
geanalyseerd werden. Damme en Oostkerke werden apart gehouden door de net significante, matige
differentiatie tussen LL uit Damm@ost en Oostkerke Damse vaaRs(= 0,05; 95% BI = 0,00@7
0,1206).

Wanneer depaarsgewijzesrresultaten tussenalle genomotypeswerden beschouwd voor de 27
gedefinieerde sites, vertoonden de vergelijkingen tussen fggtioom van LR binnen eenzelfde site

lage differentiaties. De hoogste differentiatie die werd teruggevonden bedroeg daarbij 10, @2
IJzervallei kon LL niet worden vergeleken met LR, maar was de vergelijking tussen triploiden en diploide
poelkikker wel mogelijk. De paarsgewijze resultaten waref:LLL= 0,11; HILR = 0,34 en L-LLR =

0,11. De tripbiden blijken in de IJzervallei matige differentiatie te vertontgenoverelkaar en in
vergelijking met de diploide oudersoort.

Verder vertoonden nabij gelegen sites voor zowgHidguurl1) als LRFiguur & in Bijlagern) lage
differentiatie. Er zijn enkele Kempische populaties die algemeen een relatief hoge differentiatie
t.0.v. andere populaties vertonen, zoals Gierls bos, Averbode Bos & Heide, Hageven (behalve t.o.v.
Beverbeekse Heide), NP Hoge Kempen Zuid en in némdate NP Hoge Kempen Centraalen

onder de Berg (behalve t.o.v. elkaar)

Tenslotte resulteerde de analyse van hegdnoom over alle types in een glob&gwaarde van 0,157
over alle loci, duidend op een matige tot grote differentigiieir & Cockerham, 1984)

Analoog aan de differentiatiewaarden laad BCAordinatie van delLl-poelkikkerszien dat de West
Vlaamse kikkers duidelijkerschillenvan de andere stalen Figuur 12). De kikkers uit Limburg en
Antwerpen lijken ten opziche van de WesVlaamsemeer op elkaar,maar sommige populaties
(bijvoorbeeld NP Hoge Kempen Zuid en Averbodewijsgn wat af De eerste twee assen van de PCA
verklarenslechtseen deel(resp. 11,9% en 5,2%an de totale verschillen, maar geveth een goed
overzicht van de belangrijkste patronen.
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Figuurl2 Visualisatie van de P&halyse van de Hpoelkikkers. EIk symbooltje duidt een individu aan.

Stippellijn geeft schijnbare scheiding van de stalen weer; aan de linkerkant Limburg (oranje) en
Antwerpen groen), aan de rechterkant Weatlaanderen§lauw).

Hoewel de laagste gemiddelde Bi@arde bij deDAPCanalysevan del L-poelkikkers

teruggevonden werd bij K = 20 clusters, is er nauwelijks verschil met deaBlGen voor K = 1ot
19 en worden de verschillen klein vanaf K =Higyur 2 in Bijlagen. Daarom werd een reeks van
BSNBEOKAfESYRS YQa 3SiGSaid % enhlif7%wan defdiiaties n 0 @ 22 NJ Y
respectievelijk verklaard door de eerste twee-&#3en. Deze ordinatie zorgde opnieuw voor een
verdere bevestiging van een opsplitstugsen de WesYlaamse enle overigestalen(Figuurl3;
bovenaan)5 ST S 2LJaLX AdaAy3d Aa T AOKGolFIFNIo6A2 EES ISty
schijnbaar drie Wes¥laamse clusters gevormd werden: (1) stalen afkomstig uit de 1Jzervallei, (2)
Bulskampveld & Gulke Putten en (3) Damme + Oostk&igeigrl3); dit is niet het geval is voor
bepaalde andere ¥vaarden, zoals K < 14.

Verder vormerGierlsBos en in mindere matédverbodeBos apartegenetischeclusters Dit geldt ook

voor de populatie in NP Hoge Kempen Zuid samen met een deel van het nabijgelegen NP Hoge Kempe
¢ Ven onder de Berg. Voor de overige populaties in Antwerpen en Limburg worden de meeste
individuen toegewezen aan meerdere verschillende clusters. Er is wel een schijnbaar onderscheid te
maken voor de groep De MaterNP Hoge KemperiMechelse Het NP Hog&kempen Noord en groep
Hagever, Beverbeekse Heide.
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2.1.4.3.2 Genetische diversiteit van hetdenoom

Voor diploide poelkikkers (LLgt de verwachte heterozygositeit k) tussen de 0,34 (De Liereman)

en 0,58 [Jzervallgi (Tabel 3; Figuur 15). Daarnaast wa$d significant gerelateerd aan provincie
(KruskaP £ £ A& . 46HO T wmMbpEInnT LI f ndaamoOd ! yigSNLIAS
lagere verwachte heterozygositeit in vergelijking met de andere provinEes.@mst-hoc Dunn test

toonde vervolgens aan dat, . enkel tussen WesVlaanderen en Limburg niet significant van elkaar
verschilden (p = 0,089). De andere combinaties verschillen wel significant van elkaar (p @Q00r1)

14). Op deze manier werd bevestigd dat binnen Limburg ook poelkikkerpopulaties bestaan met
vergelijkbare gendiversiteit als in Wegtaanderen, bijvoorbeeld NP Hoge Kemp¥ien onder de Berg
(He=0,51).

Degeobserveerde heterozygositeftl,) werd enkel voor LL gerapporteerd en varieerde tussen de 0,33

in Brechtse Hei en 0,66 in De 1Jzervallei; de diversiteitsindex was ook hier opnieuw afhankelijk van de
provincie (ANOVA: F(2, 24) = 32,99; p < 0.001) en significant verschillend tussen provincies (Tukey HSD:
voor alle combinaties p < 0,001).

Alle genomotypes (LL, LR, LLR en L4 LYerwachte heterozygositeit(H:) gecorrigeerd voor
staalnamegrootte voor elk genomotype varieerde bij diploide hybriden (LR) tussen de 0,36 en 0,48
(Tabel3). Voor triploide hybriden (LLR) en poelkikkers (LLL) kon enkel voor de 1Jzervallei een nuttige
H. worden berekend. Deze bedroegen voor LLR 0,34 en voor LLID83wachte heterozygositeit

van het kgenoom verschilde globaal (d.i. over alle sita@t significant tussen diploide poelen
bastaardkikkergWilcoxon ranksum test = 248,5; p = 0,473). Wanneeneevachteheterozygositeit

werd opgesplitst op basis van provincie, verschilde enkel binnen Antwétparsignificant varte 1r

(t-test: p = 0,0 Figuurl4). De gendiversiteitvas in Antwerpse sitedus significant hoger bij diploide
bastaardkikkers dan bij diploide poelkikkeFsissen provincies verschilt,  renkel significant tussen
WestVlaanderen en AntwerpefTukey HSD: p = 0,0(dguurl4).
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Figuurl4 Boxplots die de verschillen tussen verwachte heterozygositeit binnen provincies en tussen
provincies weergeeft. Binnen Limburg en W¥&ianderen zijn geen significante verschillen tussen
de He van het-genoom van diploide poetn bastaardkikkers. Tuss@rovincies werd er enkel een
significant verschil waargenomen tussen de He van LR uit Antwerpen enWsastleren.De
sterren geven toenemende mate van statistische significantie wedrd > 1 2L4a pf, "M ZFn m
LI XX nZnnmod
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Figuurl5 Verwachte heterozygositeitH) of gendiversiteit per provincie van hetgenoom bij diploide
poelkikker (oranje) en diploide bastaardkikker (blauw). Foutenvlaggen zijn weergegeven.
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WanneerHe, . .en He, (rper site worden vergeleken, bleek #ig rin de meeste gevallen iets hoger dan

de diversiteit binnen diploide poelkikkers, maar niet significdfigqur150 @ ! AGT 2y RSNRA y 3 S
Merkske, Beverbeekse heide, Tommelen, Damme en Oostkerke waar de diversiteit van de poelkikkers
hoger ligt (opnieuw niet significant). Over het algemeen werd daarom gesteld dat poelkikkers en
bastaardkikkers in eenzelfde site gdiseh gelijkaardig zijn.

De heterozygositeitHe) van LL en LR is niet significant gerelateerd aan het percentage triploiden (LLR
en LLL) dat per site werd bepaald door de populatiegenetische analyse: voor LL gaf een lineaire
regressie p = 0,054; R2 = 0,140 en voor LR p = 0,667 met R2 = 0,01. Hieriniyised van triploiden

op de heterozygositeit van LL net niet signific&ftgeefthierbijaan welk deel van de totale vanige

in He vanLL of LRverdverklaard doothet percentage triploiderDaarnaast was er enkel tussen Wes
Vlaanderen en Limburg een significant verschillend percentage triploidatifpc Dunn p = 0,03).

Het aantal bastaardkikkers dat in totaal werd geteld (dit aantal is verschillend van het aantal dat
populatiegenetisch werd onderzocht) in de geanalyseerde sites voor populatiegenetica leek daarnaast
geen effect te hebben op de. | (lineaire regressie: p = 0,173; R2 = 0,07) en een net significant effect
(lineaire regressie: p = 0,04; R2 = 0,198) te hebben op de gendiversiteit van LR.

Deallelenrijkdom (AR werd enkel voor LL gerapporteertiapel3) en had waarden vah 34 +0,07in
de Brechtse hei tol,57 £ 0,03 in de 1Jzervallei. Vervolgens werden in 10 van de 28 overkoepelende
sitesprivate allelenteruggevonden.
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Tabel3 Overzicht van de samenstellingen per locatie. N staat voor aantal indiviHustaat voor de verwachte heterozygositeit of gendiversiteit over alle onderzochte
loci (16 loci; gecorrigeerd naar staalnamegrodttiei, 1978) H, staat voor geobserveerde heterozygositéiRRstaat voor allelenrijkdonen PA  geeft de private
allelen voor LL weel L staat voor diploide poelkikker, LR staat voor diploide bastaardkikker, LLR staat voor triploide bastaardkikkexagvadd tsploide

poelkikkers. Aantallen na samenvoegen van subsites en filtereN. < 5, waarde wordt niet weergegeven of ésat niet beschikbaar.

Provincie Site Nit  Nir | Nitr | Nie | Heut SE Hert SE Ho  *+ SE AR, * SE PA.
Antwerpen Averbode bos & Heide 19 6 0 0 0,38+0,06 043+0,07 0,39+0,06 1,38+0,06 O
Brechtse hei 20 6 0 0 0,34+0,08 0,40+0,09 0,33+0,08 1,34+0,08| 0
Elsakker 19 3 2 1 0,42+0,05 - 0,42+0,06 1,42+0,05 2
Gierls bos 19 9 1 0 0,39+0,07 0,39+0,07 041+0,08 1,39+0,07 4
Kalmthoutse heide 48 20 O 0 0,38+0,06 0,41+0,07 0,38+0,07 1,39+0,06 1
Kempengrens 30 6 3 1 0,36 £+ 0,07 0,45+0,08 0,35+0,07 1,36+0,07 | 0
Klein schietveld 27 7 3 3 0,36 £+ 0,06 0,40+0,07 0,37+0,07 1,36+0,06 O
De Liereman 30 8 1 0 0,34+0,07 0,41+0,07 0,36+0,08 1,34+0,07 |0
t Merkske 22 12 O 1 0,36 £+ 0,06 0,34+0,07 035+0,06 1,36+0,06 O
Snepkensvijver 30 9 1 0 0,37 £0,07 0,41+0,09 035+0,07 1,38+0,07 |0
Ravels 14 4 1 1 0,41 +0,07 - 0,42+0,07 1,41+0,07 |0
Limburg Beverbeekse heide 31 8 1 0 0,39 +0,07 0,38+0,08 042+0,08 1,39+0,08 | 7
Kamp Beverlo 20 7 0 0 0,43+0,08 0,46+0,08 0,46+0,09 1,43+0,08 0
Hageven 20 10 O 0 0,39+0,07 0,41+0,07 0,40+0,07 1,39+0,07 | 0
Helchteren 46 8 1 0 0,47 £0,06 0,51+0,07 0,46+0,07 1,47+0,06 O
NP Hoge Kempen Centradllechelse hei 16 5 0 0 0,44 £0,06 0,47+0,07 0,47+0,07 1,44+0,06 O
NP Hoge Kempen Centradlen onder de Berg 12 4 0 0 0,51+£0,05 - 0,55+0,06 1,51+0,05 O
NP Hoge Kempen Noord 30 10 O 0 0,50+0,06 0,51+0,07 050+0,06 1,50+0,06 1
NP Hoge Kempen Zuid 20 O 0 2 0,48+0,05 - 0,48+0,05 1,48+0,05|0
De Maten 21 7 0 0 0,50+0,07 0,54+0,07 052+0,08 1,50+0,07 |0
De Teut 26 9 0 0 0,47 £0,06 0,46 +0,07 053+0,07 1,48+0,06 3
Tommelen 19 6 0 0 0,39+0,06 0,37+0,06 0,40+0,07 1,39+0,06 O
Vijvergebied MiddefLimburg 19 3 1 0 0,43+0,07 - 0,44+0,07 1,43+0,07 |0
WestVlaanderen Jzervallei 11 4 6 5 0,58+0,03 - 0,66+0,05 1,57+0,03|0
Bulskampveld & Gulke putten 4 12 1 0 0,52+0,05 0,57+0,04 054+0,05 152+0,05 0
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Damme 40 9 1 1 056+004 053+005 056+0,04 156+004 0
Oostkerke 20 5 3 2 056+004 045+008 054+005 156+004 0
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2144

Populatiegenetica: studie van het-Benoom

De studie van het¥8enoom kon worden uitgevoerd voor 226 individuele, haploigdgRotypes
(200 LR en 26 LLR) en was gebaseerd op 5 loci met 2 of meer allelen per locus.

21441

Genetische structuur en diversiteit van hegBnoom

Over de 5 onderzochte loci had de globBieeen waarde van 0,431; wat duidt op zeer grote

differentiatie (Wright, 1978) De paarsgewijzBs1Q a

KSo0o0Sy &I NRSY

Gdzaasy

vertoonden de loci over het algemeen zeer weinig allelenvariatie. Verwachte heterozygositeit
varieerde tussen 0 en 0,510,143 (De Teut), met hogere waarden in enkele Limburgse en
Antwerpse populatiesTabel4). Waar deze hoge waarden voorkomen, werd een veel lagere
diversiteit binnen het igenoom voor dezelfde loci teruggevonden. Het omgekeerde komt ook
voor, met bijvoorbeeld in Wes¥laamse populaties veel hogere gendiversiteit voor het L
genoom dan voor he®genoom

Een nuttigeH., L .rvan het Rgenoom (en het igenoom) kon enkel voor |Jzervallei worden
berekend en werd daarom niet ifabel4 weergegeven. Hier is de diversiteit van hejdnoom
lager dan de diversiteit in het-gfienoom voor dezelfde 5 loci, nl. 0,199.123versus 0,00 +

0,167.

Tabel4

voor dezelfde 5 loci.

Provincie

Antwerpen

Limburg

WestVlaanderen

Site NLr
Averbode bos & Heide 6
Brechtse hei 6
Gierlshos 9
Kalmthoutse heide 20
Kempengrens 6
Klein Schietveld 7
De Liereman 8
t Merkske 12
Snepkensvijver 9
Beverbeekse heide 8
Kamp Beverlo 7
Hageven 10
Helchteren 8
NP Hoge Kempen Centradllechelse hei 5
NP Hoge Kempen Noord 10
De Maten 7
De Teut 9
Tommelen 6
Bulskampveld & Gulke putten 12
Damme 9
Oostkerke 5
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He, Lrt SE

(Rgenoom)
0+0

0,440 £ 0185
0,111 £+ Q111
0,491 £ 0132
0,227 £ 0139
0,295 + Q121
0,336 + 0138
0,324 £ Q114
0,139 £ 0139
0,371 £ Q112
0,305 + 0135
0,258 + 0123
0,457 + Q086
0+0

0,124 + Q051
0,381 + 0162
0,510+ 0143
0,107 £ Q107
0,206 + Q087
0+0

0,160 + 0,098

www.vlaanderen.be/inbo

Overzicht van dél. bij diploide bastaardkikkers (LR) binnen hejdRoom en het igenoom

He, Lrt SE

(L-genoom)

0,280+ 0136
0,067 + Q067
0,167 + Q075
0,216 + Q094
0,200 + Q082
0,171 £ Q070
0,086 + Q086
0,061 + Q061
0,156 + Q109
0,136 + Q088
0,057 + Q057
0,289 + Q089
0,221 + 0111
0,380+ 0174
0,244 + 0116
0,305 + 0139
0,152 + Q106
0,240+ 0105
0,470+ 0046
0,411 + Q057
0,360 + 0,098
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2.1.5 Discussieen conclusies inzake genetica

Dit project beoogde in een eerste fase de morfologische soortentoewijzing van de verschillende
voorkomende groene kikkers (poelkikker, bastaardkikker en meerkikkem Vlaanderen op
genetische manier af te toetsen. Op deze manier kon het voorkomen van poelkikkers op
verschillende locaties worden nagegadasé 1. De soortenidentificatie door experten in het

veld op basis van morfologische kenmerken bleek een hoge accuraatheid te hebben. In een
tweede luik werden bijgevolg populaties met een hogerepodie aan poelkikker geselecteerd

voor een populatiegenetische studie. De discussie zal zich verder focussen op de resultaten
bekomen uit dit tweede luik van het projediaée 2. Finaal werd getracht om conclusies te
formuleren inzake de stand van zaken en de toekomst van poelkikkers, en met uitbreiding de
bastaardkikkers, in het Vlaamse landschap.

2.15.1 Genetische structuur

Na analyse werd duidelijk dat op basis van de verzamelde data binnen een overkoepelende site
vaak weinig differentiatie terug te vinden was tussen bemonsterde poelen wanneer-het L
genoom tussen poelkikkers vergeleken werd, en dan vooral van genomotyped R. Behalve

in de site Nationaal Park Hoge Kempen Centraal, waaronder subsites Mechelse hei en Ven onder
de Berg werden verzameld, bleken poelkikkers verschillend genoeg te zijn om ze bij verdere
analyse gescheiden te houden. Het bundelen van poelenebireen locatie tot eenzelfde
populatie of systeem impliceert dat connectiviteit tussen verschillende poelen mogelijk zou
moeten zijn. Hoewel bronnen aanduiden dat groene kikkers maximaal 800 m disperseren
(Holenweg, 2001)liggen veel poelen binnen eenzelfde site verder uit elkaar (bv. £ 3 km voor
Averbode Bos & Heide, £ 7 km tussen De Blankaart Meetnet en De Blankaart Reninge Rijsdreef,
+ 6 km in Helchteren) en worden sommige poelen binnen sites van elkaar gescheiden door
gewestwegen al dan niet voorzien van ecoducten of ecotunnels. Dit kan verklaard worden door
het voorkomen van tussenliggenddoor ons niet bemonsterdeplekken binnen sites waar
groene kikkers voorkomen, maar kan ook het verdere dispersievermogen (tBax. Am) van
individuen gemodelleerd dogHammarstromet al,, 2016 inWikstrom, 2018pevestigen.

Structureel werd eempsplitsing tussen Westlaamsepoelkikkepopulaties tegenover de rest

van deVlaamsestalen(Limburg en Antwerperjuidelijk.Dezeopdelingwerd bevestigddoor de
resultaten van zowel paarsgewij#egrals de resultaten van delusteringsanalyses (PCA en
DAPC)De WestVlaamse populaties hebben immers een geisoleerde ligging binnen het Vlaamse
verspreidingsgebied.

Verder is er een spatiale gradiént in de mate van toewijzing aan de verschillende genetische
clusters binnen de Limburgse en Antwerpse locaties. Er is een overgargyotitndeels
samenvalt met de provinciegrenzen tussen Antwerpen en Limburg. Enkele sites binnen de
Limburgse en Antwerpse cluster clusteren wel (merendeels) apart, waaronder Gierls bos, NP
Hoge Kempen Zuid met Ven onder de Berg, Hageven met BeverbeetteeDeze sitedijken

zich dus van deverige sites in de Kempédr onderscheidenSommi@ sites of groepen van

sites hebben verder eerder een genetische samenstelling die wat afwijkt van de grote
meerderheid binnen Antwerpen of Limburg (Averbode Bos & Heide en de fredyateng
Mechelse heig NP Hoge Kempen NoQtdDit gaat vaak over dicht bij elkaar gelegen sites die
bovendien enige mate afgezonderd zijn van de overige onderzochte populaties.

Bijlkomend kan genetisch onderscheid nog toenemen ondenetische drift waarbij
willekeurige veranderingen optreden in allelfrequenties doorheen generaties. Allelen kunnen
gemakkelijker verdwijnen door drift wanneer de populatie klein en geisoleerd is. Het kan duiden
op een verminderde connectiviteit dewelke cruciaal is voor het behean genetische
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diversiteit binnen populaties. Zo werden in 10 van de 27 sites private allelen teruggevonden,
waarvan het merendeel in de Antwerpse populatiBsivate allelenzijn allelen die uniek zijn
voor één populatie en kunnen op die manier inzicht verschaffen inzake mogelijke isDiatie.
resultaat moet echter met de nodige voorzichtigheid worden geinterpreteerd, aangezien er
sprake kan zijn van eesampling bias Hoe meer populaties worden onderzocht en hoe meer
stalen worden genomen, hoe kleiner de kans dat eg pavate allelen worden gevonden. De
aanwezigheid van private allelen op zich is daarom niet altijd een betrouwbare indicator voor
de mate van isolatieDe gemengde toewijzingen binnen en tussen sites kunnen daarnaast
mogelijk ook een gevolg zijn van de mogelijk te beperkte merkerset die werd gebruikt om
genetische variatie te onderzoeken.

2.15.2 Genetische diversiteit

De genetische diversiteit van hegenoom gevonden voor de Vlaamse populaties lag binnen de
grenzen van eerdere studies van Europese groene ldkkieffmannet al., 2015; Pruvostt al,,
2013a; Zeisset & Hoogesteger, 2Q18aarbij Hoffmann et al. (2015) vonén dat de
gendiversiteit afnam met breedtegraad als gevolg van de postglaciale expansie. De diversiteit
binnen het kgenoom van diploide poe¢n bastaardkikkers varieerde in deze studie voor beide
soorten tussen 0,34 en 0,58. Dit zijn waarden die passemehinvat verwacht wordt voor de
soort en het voorkomen binnen het verspreidingsgebied. Hierbij werden de hoogste waarden
voor heterozygositeit van het igenoomteruggevonden in Westlaanderen, voor LL in de
[Jzervallei en voor LR in het Bulskampveld &&JFalken. Daarnaast vertoonden Weslaamse
stalen ook significant hogere waarden vaddys in vergelijking met de andere provincies. Op
Vlaams niveau verschilde de diversiteit binnen hegebhoom tussen diploide poelen
bastaardkikkers niet. Dit geldt ook doorgaans voor dezelfde vergelijking binnen sites, wat
verwacht wordt van een (aangepadtlsysteem. Wanneer binnen provincies gekeken werd,
werd wel een significant verschil teruggevonden in Antwerpen; hier bleek de diversiteit van LR
significant hogerd zijn dan wat werd teruggevonden voor LL. De reden hiervan is moeilijk te
achterhalen, maar kan misschien gerelateerd zijn aan de aanwezigheid van de triploiden
Algemeen werden triploide bastaardkikkers en poelkikkers iets vaker gevangen in de Antwerpse
populaties ten opzichte van deze in Limburg. Hoewel Antwerpen geen significant verschillend
percentage triploiden vertoonde in vergelijking met de andere provineierd er wel een licht,

Zij het net niet significant, verband gevonden tussen de genetistihersiteit bij LL en de
proportie triploiden.In een aangepast kfysteem heeft de triploide bastaardkikker LLR de
poelkikker niet nodig om stand te blijven, maar enkel de diploide bastaardkikker. De rol van
poelkikker in het systeem wordt dus kleiner wat bijgevolg de achteruitgang van de soort in de
hand kan werkenDe LLR bastaardkikker kan anderzijds een oplosseden waarbijzijn
toename compenseert voor de achteruitgang van de poelkikker door de nodiganhéten te
leveren om de hybride populaiin stand te houdenDaarnaast is de bijdrage van triploide
poelkikker aan de voortplanting onbekend (Christiansen, 2009). Het aantal stafedev
verschillende genomotypes is echter te laag om de proportie triploiden goed te kunnen schatten
en deze te linken aan de genetische diversiteit.

De Limburgs@oelkikkepopulaties vertonen een redelijk mate aan genetische diversiteit, met
uitzondering van Tommelen, Hageven en Beverbeekse Heide. Deze populaties zijn zowat aan de
uiterste grenzen van het verspreidingsgebied geleggamsluiting van de twee laatsten met
deelpopulaties aan de overkant van de Nederlandse grens is eerder bepéktom er nog

lagere gendiversiteit in de Antwerpse populaties gevonden werd, behalve in Ravels en Elsakker,
is onduidelijk. Triploide bastaardkikkers hebben giddders niet nodig voor hun voortbestaan

en zouden dus geen directe invloed hebben op de diversiteit van poelkikker. In hoeverre hier
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toch een shift in de voortplantingsstrategie is ontstaan en/of hybriden een selectief voordeel
hebben op de Antwerpse locaties is brood voor verder onderzoek.

Tenslotte is er de hoge genetische diversiteit die waargenomen werd in de-Wi&snse
poelkikker. Ook hier werden vaak polyploiden aangetroffen (LLR en LLL). De populaties vormen
niet enkel een aparte genetische cluster, maar wijken volgens gendivediteig af van de
overige Vlaamse populaties. Mogelijk behoren deze populaties tot een andere evolutionaire lijn
dan deze van de Antwerpse en Limburgse populaties.

Bij de interpretatie van de resultaten is het ook belangrijk om rekening te houden met het type
systeem waarbinnen een bepaalde site zich bevindt. De verschillende types werden in de
introductie al toegelichtBinnen dit onderzoek lag de focus op het verzamelen van poelkikkers
en in mindere mate op het verzamelen van bastaardkikkers. Dit had tot gevolg dat enkel
systemen waar deze soorten samen voorkomen onderzocht konden worden. Helaas was het
aantal bemonsterd bastaardkikkers te laag om met zekerheidodeportie polyploiden vast te
stellen. Vaak werd minstens één triploide bastaardkikker gevonden, en in sommige gevallen ook
een triploide poelkikker. Dit bleek vooral in Antwerpen en \Wéstanderen het geval. We
kunnen dus enkel indicatief stellen dat dederzochte populaties waarschijnlijk behoren de

LE of aangepaste |-Bystemen die in onze contreien al eerder werden gevonenDufresnes

& Mazepa, 2020)Enkel in de 1Jzervallei kon de gendiversiteit van hgeénoom in triploide
bastaardkikker vergeleken worden met de genomotypes LLL en LLR en de onderlinge genetische
differentiatie. Het gevonden patroon beantwoordde aan dat van een aangepasydt&em,

alsook de waarneming dat alle L-higriden mannetjes warefHoffmannet al, 2015; Pruvost

et al, 2013a) Dat laatste geldt niet voor alle gevonden iyRriden in Vlaanderen; er zijn
enkele vrouwtjes gevonden in Wegtaamse populaties en eentje in Gierls Bos. We moeten
bovendien vermelden dat er in subsite Reninge Rijsdreef 1 ook meerdere meerkikkergayevan
werden. Ook in Gewestbos Ravels werd een meerkikker gevonden. De mogelijkheid bestaat dat
in de toekomst een ander systeem tot stand zal komen op deze plekken (zie verder).

2.1.5.3 Gevolgen voor behoud en verder onderzoek

Het succesvol en evenwichtig voortbestaan van poelkikkers-sydtEmen kan deels worden
verklaard doordat vrouwtjes, zowel peehls bastaardkikker, bij voorkeur paren met
poelkikkermannetjego.a. Roesli & Reyer, 2000; Skierskal., 2023) LEsystemen komen in
onze regio het meest voor en kunnen hier als natuurlijk worden besch@dwidbeek & Jooris,
2010; Leuenbergeet al., 2014; Uzzell & Berger, 197&r kan zelfs worden gesteld dat, met
uitzondering van de uiterste rand van hun verspreidingsgebied, zuivere poelkikkerpopulaties
heel uitzonderlijk voorkwamenen nu nog slechts geisoleerd voorkomen in gebieden zoals
Corsica en de uithoeken van Zweden en Estland (Hoffreaah 2015; Zeisset & Hoogesteger,
2018).

Wanneer daarnaast de diversiteit van hegénoom van poelkikkers, waarop geparasiteerd
wordt, werd vergeleken tussen de beide soorten, werd geconcludeerd dat deze nauw
samenhangen en (behalve in Antwerpen) weinig verschillend Bt ligt binnen de
verwachtingenaangezierhet L-genoom van de bastaardkikker é®n LEsysteem afkomstig is

van een poelkikkeDaarnaast lijkt de diversiteit van diploide poelkikkers niet afhankelijk te zijn
van het aantal bastaardkikkers dat in een site voorkomt (p = 0,1®aar net significant (p =
0,04) voor de diversiteit van LR.

Plétner (2005)stelt wel dat bij toename van het aantal hybriden ook het aantal triploiden
toeneemt.Zoals eerder gesteld kan toename van triploiden in een aangepaystéem zowel
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oorzaak als gevolg zijn van de achteruitgang van poelkildatrmisschieme lagere genetische
diversiteitin de Antwerpse populaties kan verklaren.

Bastaardkikkers vormen een unieke uitdaging voor natuurbehoud. Ze zijn niet reproductief
geisoleerd van hun oorspronkelijke soortenwarden daarom biologisch gezien niet als een
WS OK (i Saénzien MaaNtlich vormen ze aparte evolutionaire en ecologische eenheden met
een karakteristiek uiterlijk, geluid en habitatadaptatidoffmannet al, 2015; Pruvoset al,
2013a) Deze hybride afstammingslijnen, in stand gehouden door hemiklonale voortplanting,
kunnen blijven bestaan en zelfs evolueren naar seksuele onafhankelijkheid, zoals te zien is bij
polyploide noordelijke populaties die minder gevoelig zijn aan lage temperaten unieke
morfologische eigenschappen vertondiKierzkowskiet al, 2011; Pruvostet al, 2013b)
Dergelijke systemen zijn echter kwetsbaar: klimaatverandering, veranderingen in de habitat of
hernieuwde hybridisatie met ouderlijke soorten kunnen hun evenwicht snel verstdfear
natuurbehoud gelden deze kikkers niet als statische taxa, maar als dynamische evolutionaire
experimenten. Hybridogenese is dus geen evolutionaire doodlopende weg, maar een route naar
meer biodiversiteit.Door hun habitats te beschermen, worden dus niet alleen de huidige
populaties veiliggesteld, maar ook de evolutionaire @ssen die in de toekomst tot nieuwe
soorten kunnen leiden.

Vermoedelijk oefent de invasie vameerkikkereen grotere impact uit op het voortbestaan van
poelkikkers én bastaardkikkers in Vlaanderen en met uitbreiding de rest van Europa
(Leuenbergeet al,, 2014) Waar meerkikker voorkomt gaan de andere groene kikkers achteruit
en management van deze invasie is een hele opgeakschet al, 2020; Holsbeek & Jooris,
2010; Quilodraret al, 2018) Zo werden inheemse poelkikkers op sommige locaties zelfs al
volledig vervange(Holsbeek & Jooris, 2010; Schmedéal, 2005 in Leuenbergat al., 2014)
Meerkikker kan op zowel ecologische als genetische manier de poelkikker gaan vervangen
(Leuenbergeet al, 2014) Wanneer meerkikkers worden geintroduceerd in eersyseem,
kunnen ze met zowel de poedls bastaardkikkers levensvatbare nakomelingen produceren.
Deze kruisingen resulteren respectievelijk in diploide bastaardkikkers en meerkikkers, dewelke
op hun beut beiden enkel Rjameten producereFalaschét al., 2020; Holsbeek & Jooris, 2010;
Vorburger & Reyer, 2003poor terugkruising ontstaan vervolgens meer meerkikkers die na
verloop van tijd het Lisysteem overnemen en zowel peeals bastaardkikker elimineren, tenzij
lokale adaptatie aan en voorkeuren voor bepaalde habitats een rem zetten op de invasie.

De diversiteit van het §enoom werd getest op basis van slechts 5 loci en gaf in meerdere
gevallen een hoger resultaat voor hetgenoom dan voor het-genoom Dit verschil kan te
wijten zijn aan de beperkte set merkers die gebruikt werd om de vergelijking mogelijk te maken.
Het omgekeerde patroon komt echteokvoor, in bepaalde WesVlaamse populaties vertoont

het L.genoom een duidelijk hogere genetische diversiteit dan hgeRoom.Dit valt binnen de
verwachtingen, aangezien hetgenoom klonaal wordtdoorgegeven. Bovendien kunnen de
triploide LLRndividuen in dergelijke populaties een bijkomende, verarmende invloed hebben
op datzelfde Ryenoom.Populaties waarin een hogere diversiteit voor hegéhoom werd
waargenomen (zij het op basis van een beperkt aantal merkers en stalen) stonden mogelijk
onder invloed van meerdergenetischdijnen van meerkikker s.Daarnaast is het oakogelijk

dat hybriden op deze plaatsenontstonden door de instroom van nieuwe, migrerende
meerkikkers.

Subsite De Blankaart van de lJzervallei, waar zeer weinig poelkikkers overblijven, kan een
voorbeeld zijn van waar de invasie van meerkikker nog volop aan de gBegéslocatie bevindt
zich in een gebied dat wordt omringd door meerkikkers, maar waar tot I8 nog geen
exemplaren waren vastgesteld. In minder dan tien jaar hebben meerkikkersle overhand
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gekregen. De lage aantallen poelkikkers die hier nog voorkomen, zijn daarom waarschijnlijk te
wijten aan de nabijgelegen meerkikkerinvasi¢et blijft maar de vraag voor hoe lang de
schijnbaar hoog diverse 1Jzervallei poelkikkeosden behouden, nu meerkikker steeds verder
oprukt in de naburige omgewvin

De conclusies uit dit rapport zijn gebaseerd op slechts een deel van de ekitdrresystemen

die vandaag in Vlaanderen terug te vinden zijn. Enkel locaties waar zowel gisel
bastaardkikker samen voorkomen zijn bemonsterd en verder geanalyseerd.ijiletdat open

vraag hoe systemen waarbinnen enkel bastaardkikkers leven er genetisch aan toe zijn en hoe zij
de eventueel nabij gelegen dsistemen beinvioeden. Alsook moet er rekening gehouden
worden met het feit dat door de gekozen staalnamemethode, Wwiatte focus lag bij het
bemonsteren van poelkikkers, de genetische identiteit van bastaardkikkers in de bemonsterde
locaties onderof overschat kan worden.

Tenslotte zijrer aanwijzingen voor het mogelijke bestaan van verschillegeieetische lijnen
binnen de Vlaamse poelkikkerpopulatie. De Wektamse poelkikkers blekeniet enkel
genetisch maar ool het veldaf te wijken dooreen atypische morfologie te vertonen: ze zijn
doorgaans groter en vertonen niet altijd de typische gelige kleur die vaak met de soort wordt
geassocieerd. Deze opvallende kenmerken werdethin het binnenland waargenomelerder
(fylogeografisch) onderzoek is nodig om uit te klaren of het hier opuladierelicten gaat dan

wel om populaties onder invloed van introducties.
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2.2 MOREOLOGIE

221 Inleiding

Op basis van uitwendig kenmerken het onderscheid maken tussen de drie voornaamste
groenekikkertaxa (poelkikker, bastaardkikker, meerkikker s.l.) is niet eenvoudig. Het in
Vlaanderen veelvuldig voorkomen van triploide bastaardkikkers (van heyh&Rvaabij twee
chromosomensets van poelkikker en één van meerkikker aanwezig zijn) bemoeilijkt de opdracht,
aangezien deze intermediaire kenmerken kunnen vertonen (tussen poelkikker en klassieke,
diploide bastaardkikkers in). De determinatie wordt doorgaans dmlevd aan de hand van
verhoudingen in de lengtematen van bepaalde lichaamsonderdelen.

De relatieve scheenbeenlengte is de verhouding tussen de lengte van het scheenbeen
(tibiofibula, één gefuseerd bot bij kikkers en padden, anders dan bij bv. de mens, waar
scheenbeen en kuitbeen twee afzonderlijke botten in het onderbeen zijn)(SBL) enpde ko
romplengte (KRL). De relatieve graafknobbellengte is de verhouding van de lengte van de
graafknobbel (of (binnenste) metatarsusknobbel of callus internus)(GKL) ten opzichte van de
lengte van de ernaast gelegen eerste teen (TeL).

Figuurlé Aanduiding van de verschillende lengtematen op een mannelijke bastaardkikker (habitus in
grote foto) en de poot van een poelkikker (detail in inzet). KRL:réamplengte, SBL:
scheenbeenlengte, GKL: graafknobbellengte, TelL: lengte van de eerste teen.

Meer dan van de vermelde lengtematen en hun onderlinge verhoudingen geldt de vorm
(kromming en lengte/hoogtererhouding) van de graafknobbel als diagnostisch kenmerk. De
LR2SE1TALT1SNI g2NRG ISTSYYSNJ GO R22NJ SSy KOtISsE advy
geldt als de meest richtinggevende indicatie bij de soorttoekenning.
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Figuurl7? Voorbeelden van graafknobbel en eerste teen van Vlaamse poelkikkers.

Bastaardkikker en meerkikker hebben beide minder hoge knobbels met een naar de teentip
wijzende top, waarbij de knobbel van meerkikker veelal erg kort is en die van bastaardkikker
intermediair tussen beide zuivere biologische soorten.

Figuurl8 Voorbeelden van graafknobbel en eerste teen van Viadmseaardikkers.
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Figuurl9 Voorbeelden van graafknobbel en eerste teen vanVlaanderen gevangen uitheemse
meerkikkerss.|.

We bespreken hieronder overige uiterlijke kenmerken van de poelkikker. Voor omstandige
toelichting bij het morfologisch en auditief onderscheid tussen de verschillende
groenekikkertaxa verwijzen we naar Speybroethl. (2016).

De poelkikker is de kleinste groenekikkersoort van Europa. In vergelijking met andere
groenekikkersoorten vertoont dgoelkikkereen enigszins juveniel aandoend uiterlijk: de kop is
verhoudingsgewijs vrij groot ten opzichte van het lichaam en de ogen zijn relatief groot ten
opzichte van de kop. De snuit is relatief kort. De achterpoten zijn kort ten opzichte van het
lichaam. Deze dnmerken zijn indicatief, maar niet feilloos diagnostisch, vooral (maar niet
uitsluitend) omdat bastaardkikker intermediaire kaerken tussen de originele oudersoorten
(poelkikker en meerkikker) kan vertonen inclusief ruime overlap met hen. We vermelden
huidtextuur (gaande van glad bij poelkikker tot ruw bij meerkikker), kleur van de vlekken op rug
en poten (doorgaans zwart en vaéscherp begrensd bij poelkikker tot allerlei kleuren en slordig
afgelijnd bij meerkikker), kopvorm (stompe snuit en relatief grote ogen bij poelkikker tot lang
en spits(er) bij meerkikker met relatief kleine ogen).

Mannelijke poelkikkers kunnen tijdens de voortplantingsperiode vrijwel helemaal citroengeel
worden (ook vrij vaak bij bastaardkikker tot zelden of nooit bij meerkikkéguur20illustreert
de variatie in uiterlijk van mannelijke poelkikkers.
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Figuur20 Mannelijke poelkikkers uit Vlaanderen.

Vrouwtjes vertonen een iets bredere waaier aan patroonvariatie, gaande van vrijwel egaal
grasgroene dieren tot dieren met kastanjebruine rugkletiguur 21 illustreert de variatie in
uiterlijk van vrouwelijke poelkikkers.
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Figuur2l Vrouweljke poelkikkers uit Vlaanderen.
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Dorsaal vlekkenpatroon en kleurtinten variéren bij beide geslachten doorheen het jaar en in
relatie met temperatuursveranderingen, met de helderste kleuren veelal waarneembaar tijdens
het voortplantingseizoen (ap#uli).

De onderzijde is doorgaans weinig gevldkg@ur22). De onderzijde van meerkikkers is vaak
nog zwaarder getekend dan die van bastaardkikker. De onderzijde van vrouwelijke groene
kikkers is doorgaans zwaarder getekend dan die van mannetjes. Buikpatroon is slechts beperkt
bruikbaar voor soortidentificatie.

Figuur22 Onderzijde mannelijke poelkikker (links) en mannelijke bastaardkikker (rechts).

2.2.2 Materiaal en methode

Inde lente en zomer vag023 werderop 27 locatiegroene kikkers gevangevan de gevangen
kikkerswerden vier lichaamsdeleapgemeten (lengte metatarsusknobbel, lengte eerste teen,
lichaamslengte, scheenbeenlengte) met een schuifmaat tot een nauwkeurigheid van een tiende
van een millimeter.

Soortbepaling op basis van de morfologie van de metatarsusknobbel werd genetisch
gevalideerdMorfologische en genetische identificatieperkten zich tot het onderscheiden van

drie taxa: poelkikker, bastaardkikker en meerkikker in ruime zin. Die laatste omvat meerdere
taxa waarvan op heden consensus over soortrang ontbreekt. Allen gelden ze als invasief in
Vlaanderen. Het onderscheid maken tussarschillende meerkikker(onder)soorten vereist
aanvullend genetisch onderzoek dat binnen dit onderzoek nietaien was. Daarom worden

ze als één soort s.I. behandeld.

2.2.3 Resultaten

InFiguur23staat het onderlinge verband tussen beide relatieve lengtematen weergegean

de 53 kikkers die werden gevangen en gemeten in 2023 (poelkikk&rhihstaardkikker388,
meerkikker:9). Deresultaten zijn beperkt interpreteerbaar door de kleine steekproefgrootte
van meerkikker (die vooral in 2025 frequent gevangen werden). Hoewel er duidelijk grote
overlap is tussen de verschillende taxa, lijkt uit de beschikbare data zichtbaar dat deveelat
knobbellengte een beter onderscheidend vermogen biedt dan de relatieve scheenbeenlengte.
De beperkte steekproefgrootte voor met name meerkikker maar ook bepaalde delen van elk
taxon op basis van leeftijd en geslacht leiden tot b&pebruikbaarheid van deze gegevens.
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Figuur23 Relatieve scheenbeenlengte (lengte van tibiofibula (SBL) gedeeld doooigtengte (KRL))
in functie van de relatieve graafknobbellengte (graafknobbellengte (GKL) gedeeld door lengte
van de eerste teen (TeL)Vitte cirkeltjes geven stalen weer waar genetica en morfologie
verschillende soortidentificatie opleverden.

Genetische validatie van de soorttoekenningen leverde een correcte morfologische identificatie

op voor B.3 % van B8kikkersbemonsterdin 2023 en 98.5 % va@#8kikkersvan 2024. Hieruit
0SatdaAaidSy S RIG RS 0SUNR11SYy 9StRYSRSHSN] SNA
goed tot zeer goed beheersen en dat het dus mogelijk is Vlaamse groene kikkers verregaand
correct te onderscheiden op basis van morfologische kekerer

In 2025 werden echter in een aantal nieuw ontdekte locaties in Wéstinderen dieren
aangetroffen met onduidelijke of schijnbaar tegenstrijdige kenmerken (schijnbare poelkikkers
met ruwe huid, ongewoon grote poelkikkers, symmetrische graafknobbel mage (ia) eerste

i S S yRguux2d) oDit suggereert dat de in de Kempen geldedeterminatiekenmerken in
WestVlaanderen mogelijk minder waterdicht te gebruiken zijn.
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Figuur24 Morfologisch moeilijk te determineren Westlaamse poelkikkers en bastaardkikkers (A en
F: Fort van Beieren (Koolkerke), B: De Fonteintjes (Blankenberge), C: Uitkerkse Polders
(Blankenberge), D: Meetkerkse Moeren (Zuienkerke), E: Kampveld (Oostkamp), G en H:
Stavelestraat (Alveringem), I: Elzendamme (Vleteren)).

Ook de relatieve scheenbeenlengte van Weéktamse poelkikkers neigt enigszins naar iets
hogere waarden dan deze uit de Kemp€&ig(ur25).
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Figuur25 Relatieve scheenbeenlengte (lengte van tibiofibula (SBL) gedeeld decmmw:angte (KRL))
Gy ol adlkFNRTALT1SNI Sy LBR2St1A11SNIdzAd (G6SS

Verder (genetisch) onderzoek is noodzakelijk om onder meer na te gaan of hier sprake is van
afwijkende morfologie van LE®/briden of eventueel triploide poelkikkers.
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2.3 VERSPREIDING . EN RELATIEVE ABUNDANTIE

2.3.1 Inleiding
Verspreiding

Voor leken zijn groene kikkers lastig te herkennen op basis van uitwendige kenmerken of geluid.
Het actueel voorkomen van de poelkikker op basis van beschikbare waarnemingen
(waarnemingen.be; Natuurpunt) vereist validatie. Hierbij wordt nagegaan of dersgnog
steeds) aanwezig is in de in 18P opgesomde leefgebiedéntea, 2019)Daarnaast wordt in

deze studie ook aanvang gemaakt met inventarisatie in functie van het beter documenteren van
de reikwijdte van de gekende metapopulaties en het vaststellen van de aanwezigheid van de
soort in voorheen onbekende leefgebieden.

Relatieve abundantie

Populatiegroottes otdichtheden bepalen vereist doorgedreven onderzoek aan de hand van
vangstmerk-hervangsttechnieken. Dit type onderzoek valt buiten de scope van deze
onderzoeksopdracht. Wel werd de relatieve abundantie van poelkikker en de syntoop
voorkomende andere groenekikkertaxa nagegaan. Dergelijke verhoudingen kunnen dienen als
referentie voor toekomstige bepaling van trends en wijzigingen in de relatieve abundantie van
deze taxa.

Om trends te bepalen zijn robuuste tijdsreeksen nodig. De reeds vermelde moeilijkheden met
het correct onderscheiden van de soorten bemoeilijken dit. Bovendien zijn gegevens van
voorkomen in bepaalde (schijnbaar of effectief geisoleerde) delen van hetmséaa
poelkikkerareaal soms erg beperkt (bv. waarneming van één individu). De gegevens van
Holsbeelet al.(2008) vormen hierop een unieke uitzondering. We herbezochten een reeks van
ruwweg 18 jaar geleden onderzochte locaties waarbij soortbepaling zowedtigein als
morfologisch werd uitgevoerd om na te gaan hoe de relatieve verhouding tussen de
verschillende groenekikkertaxa is veranderd.

2.3.2 Materiaal en methode

In de lente en de zomer van 202924en 2025~erden B0locaties bezocht over het volledige
gekende historische Vlaamse areaal van de soort alsook in een aantal potentiéle leefgebieden.
Omdat het SBP verschillende populaties/gebieden vermeldt zonder beschikbare gegevens (en
dus dubieuze aanwezigheid) van de soort, hebben we ons gebaseerd op de beschikbare
gevalideerde waarnemingsgegevens van Natuurguntw.waarnemingen.be)Waar nodig en
mogelijk voerden we aanvullende validatie uit om de beschikbaereetiedata aan te vullen.

Het veldwerk diende tegelijkertijd het genetisch onderzoeksluik. Om variatie binnen populaties
minimaal mee te nemen werd binnen gebieden getracht meer dan één locatie/waterpartij te
bemonsteren. De resulterende bemonsteringziser uitgebreid errepresentatief voor het
Vlaams areaal van de soort (Eigguur28 vs.Figuur30), al laat ze gedetailleerde uitspraken op
gebiedsniveau niet tadn twee gebieden werden meer waterpartijen gekozen om enig zicht op
de variatie binnen gebieden te kunnen bekomen (Kalmthoutse Heide en Nationaal Park Hoge
Kempen).In 2023 en 2024 werd een nagenoeg dekkende bemonstering uitgevoerd van de
gekende populatiedn 2025 werd inventariserend onderzoek verricht naar het voorkomen van
poelkikker in gebieden met weinig of geen beschikbare gegevens. Daarnaast werden voorheen
onderzochte locaties (Holsbeeal al. 2008 heronderzocht om de evolutie in de verhouding
tussen de verschillende groenekikkertaxa te bepalen, voor zover deze nog niet onderzocht
waren in 2023 of 2024.
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Tabel5 Poelkikkerleefgebieden in Vlaanderen. Provincie: ANT = Antwerpen, LIM = Limburg, VBR =
VlaamsBrabant, WVL = Wes&ftlaanderen. SBP populatie geeft het nummer weer waarmee
naar deze populatie wordt verwezen in het soortbeschermingsprogramma (Antea, 2019).

provincie sitecode gebied SBP populatie
ANT BON Bonte Klepper 12
ANT BRE Brechtse Heide 72
ANT BUI Buitengoor / Meergoor 23
ANT BRA Caterskapeldreef 72
ANT LIE De Liereman 18
ANT RON Den Diel 22
ANT EKS Eksterheide 13
ANT ELS Elsakker 10
ANT GIE Gierls Bos geen
ANT GSsvV Groot Schietveld 8
ANT MER Halsche Beemden / Wortel-Kolonie / Merkske 11
ANT ASB Het Goor - Asbroek 25
ANT TIE Hoge Rielen 60
ANT KAL Kalmthoutse Heide 5
ANT KEM Kempengrens / Reuselseweg geen
ANT KSV Klein Schietveld 7
ANT MAX Maxburg geen
ANT RON Postel 21
ANT RET Prinsenpark geen
ANT RAV Ravels / Arendonk (Rode Del / Het Goorken) / Poppel 19
ANT RET Reties Heike geen
ANT ROM Rommensbos 9
ANT RON Ronde Put 20
ANT SNE Snepkensvijver 24
ANT TIE Tielenkamp 60
ANT RET Tikkebroeken 59
ANT TOR Torfven 25
ANT TVG Turnhouts Vennengebied 14-17
ANT VIS Visbeekvallei 74
ANT WOL Wolfsheuvel geen
ANT ZOE Zoersel geen
ANT/VBR RIIM Rijmenam geen
ANT/VBR/LIMAVE Averbode Bos en Heide 27
LIM BER Bergerven 61
LIM BEV Beverbeekse Heide 73
LIM BOS Bosbeekvallei geen
LIM DAU Dauteweyers 62
LIM BRA De Brand 67
LIM MAT De Maten 37
LIM TEN De Teut/ Terhaagdoornerheide 40
LIM WEL Grote Beemd (Wellen) geen
LIM HAG Hageven 30
LIM HER Herkenrode geen
LIM WIK Het Wik 38
LIM BEV Kamp van Beverlo geen
LIM WIK Kiewit 36
LIM HOZ Kikbeekbron geen
LIM LAA Laambeek / Groene Del geen
LIM MAA Maaswinkel 64
LIM HON Mechelse Hei geen
LIM HEL Mil. Domein Houthalen-Helchteren 41
LIM HOZ Neerharerheide geen
LIM OPH Ophovenerheide / Gruitroderbos / Oudsberg 42
LIM RES Resterheide 68
LIM RIE Riebos geen
LIM HON Ruwmortelven / Kruisven / Dilserbos 65
LIM SCH Schoonbeek geen
LIM ST™M Sint-Maartensheide / Mariahof / Stramprooierbroek 31
LIM TOM Tommelen 43
LIM TOS Tosch-Langeren 67
LIM VIJ Vijvergebied Midden-Limburg 33-34
LIM KLA Waterschei / Klaverberg geen
LIM WIK Welleke / Ballewijers / Slangebeekbron 39
LIM WIN Winterslag geen
LIM WIT Witteberg geen
LIM HOZ Ziepbeek geen
WVL BEI Beisbroek geen
WVL BUL Bulskampveld s.I. 4
WVL DAM Damme en Oostkerke 3
WVL BLK ljzervallei - De Blankaart 1
WVL BLK lizervallei - Lo-Reninge 51
WVL BLK ljizervallei - Pervijze geen
WVL BLK ljizervallei - Viconia 47
WVL STD Sint-Donaas geen
WVL VLO Vloethemveld 2
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2.3.3 Resultaten

2.3.3.1 Verspreiding
2.3.3.1.1 Poelkikker

Figuur26 geeft de verspreidingsgegevens van poelkikker in Vlaanderen sinds 2000 weer. Dit
omvatdoor de administratoren van waarnemingen.pevalideerde, maar niet steedan de
hand van foto of geluidsopnameerifieerbare gegevens.

Figuur26  Verspreiding poelkikker (1 km x 1 km hokken raster Habitatrichglgwart: 20002015, rood
20162025. Gegevens: Natuurpunt en INBO.

Historische gegevens zijn onvolledig, maar suggereren het voorkomen van populaties die op
heden lijken te zijn verdwenerfriguur27 - Parent, 1984).
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Figuur27 Verspreiding van poelkikker in Vlaanderen volgens Parent (1984)

Naast het inzamelen van genetisch materiaal, beoogde het uitgevoerde veldwerk het bevestigen
van de aanwezigheid van poelkikker in gekende en/of vermeende leefgebieden. Daarnaast werd
aanvullend een inventarisatie verricht om de aanwezigheid in nieuwenpietijke locaties na

te gaan. In totaal onderzochtewe 256 waterpartijen op daanwezigheid van de soort.
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Figuur28 In 20232025 onderzochte waterpartijien met (groen) of zonder (rood) aanwezigheid van
poelkikker (n= 256) Blauw: twijfel over aanwezigheid; aanvullend genetisch en morfologisch
onderzoek vereist.

In wat volgt bieden we een nigxhaustieve bespreking van een aantal gebieden waar de aan
of afwezigheid van de soort afwijkt van de voorheen beschikbare kennis.

De afwezigheid van een soort aantonen is lastig. Gericht onderzoek kan indicatie geven hoeveel
inspanning dient te worden geleverd om met een bepaalde (hoge) waarschijnlijkheid de
afwezigheid van een soort aan te tonen (zie bv. Kéry, 2002). Voor poellokkiereken
dergelijke cijffers echter en de bepaling ervan in Vlaanderen valt buiten de scope van dit
onderzoek. Zo blijft het tot nader order theoretisch moeilijk, zoniet onmogelijk, de afwezigheid
van de soort in een bepaalde gebied aan te tonen. Alsliiesthikbare proxy proberen we aan

te geven na hoeveel bezoeken en hoeveel gevangen kikkers we in de vermelde gebieden geen
poelkikker hebben aangetroffen. Als referentieckader beperken we ons tot historische
waarnemingen vanaf het jaar 2000.

OostVlaanderen

De beschikbare historischeaarnemingenvan poelkikker uit Oostlaanderen zijn schaars en
hebben naar alle waarschijnlijkheid reeds sihdseinde varvorige eeuw geen betrekkingeer

tot natuurlijke, zichzelf instandhoudende populaties. Ook onze nieuwe inventarisatieresultaten
brengen hier voorlopig geen verandering in. Zoektochten in Maldegemveld (26/6/2024: 15
meerkikkers) en Hooggoed (10/7/2025: drie bastaardkikkers) leverden geamamingen van
poelkikker op. Wel hebben we de soort in 2025 aandétro op een nieuwe Westlaamse
locatie op amper 100 m van de provinciegrens (Schaatsvijver, Parochieveltiot82025: 10
bastaardkikkers en 6 poelkikkers). Hoewel geschikte waterhabitats schaars lijken, is het mogelijk
dat in deze grensomgeving poelkit op OostVlaams grondgebied aanwezig is. Ook in de regio
KnesselardJrsetMaldegem kunnen we de aanwezigheid van de soort, hoewel onwaarschijnlijk,
niet volledig uitsluiten.

WestVlaanderen

Gezien de versnipperde aard van het beperkte voorkomen in de provincieWisstderen en
het relatief hoge belang van dit deelgebied binnen het Vlaamse areaal van de soort geniet deze
provincie onze bijzondere aandacht.
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[Jzervallei

Het historisch areaal van de poelkikker in de IJzervallei is onvolledig gedocumenteerd.
Waarnemingen zijn beschikbaar uit De Blankaart en de Viconia Kleiputten (Diks(figdeiy
29).

De oudste waarnemingen van De Blankaart betreffen één mannetje op 14/5/2004 en vijf
mannetjes op 15/5/2007. Van deze en de (schaarse) recentere waarnemingen is er geen enkele
met fotografisch bewijsmateriaal. Op de voor het monitoringsmeetnet aangeduidati¢o
vingen we op 8 juli 2023 enkel 30 bastaardkikkers, op een meer noordelijke locatie op 18 juni
2024 11 meerkikkers en één bastaardkikker en op drie verschillende locaties (waaronder ook in
de buurt van die locatie van 2024, waar poelkikker gehoorddwier dat jaar, maar niet
gevangen) op 2 juli 2025 in totaal 32 meerkikkers, 32 bastaardkikkers en één vermoedelijke
poelkikker. Op 18 juni 2024 werden in het noordelijke deel minder dan vijf vermoedelijke
poelkikkers gehoord (tussen een groot koor van rkédeer en (in mindere mate)
bastaardkikker). De soort lijkt hier zeer schaars aanwezig. Dit leek echter reeds op 15/5/2007
het geval, toen op 31 gevangen kikkers slechts één poelkikker werd gevangen (en 30
bastaardkikkers).

Uit de Viconia Kleiputten beschikken we slechts over de waarneming van twee mannetjes op 29
mei 2009. We konden er de soort niet vaststellen (8/7/2023: acht bastaardkikkers en één
meerkikker, 2/7/2025: 15 bastaardkikkers en één meerkikkeangsten werderverricht in
kleinere waterpartijen; vangen doorheen het hele gebied zou naar alle waarschijnlijkheid een
duidelijk groter aandeel meerkikker opleveren).

Recenter werden waarnemingen ingevoerd van niet nader bepaalde groene kikkers met
poelkikkerachtig uiterlijk verder stroomopwaarts (0.a. 30/7/2016;Reaninge) en afwaarts
(29/5/2018, Pervijze). Ons onderzoek (2024 en 2025) toonde aan dat hier poelkakkeezg

is: naast bevestiging van een (schijnbaar kleine) populatie in Pervijze (4/7/2025. 22
bastaardkikkers en 3 poelkikkers), konden we de soort aantreffen op vijf (weliswaar
nabijgelegen en verbonden) locaties inlReninge, twee locaties in Vleteren één locatie in
Alveringem. Determinatie van deze dieren is echter soms moeilijker dan in andere Vlaamse
populaties, wat aanvullende onderzoek naar de reikwijdte van deze populatie noodzakelijk
maakt.

Het kennisniveau over de aanwezigheid van de poelkikker in de IJzervallei blijft echter laag. De
verspreiding van de soort lijkt tot nader order sterk verspreid en de lokale dichtheden zijn laag
tot zeer laag. Gedetailleerde inventarisatie van dit groottesdjk gebied is nodig om de
aanwezigheiagn abundantie van de soort te bepalen en om te onderzoekear nbg sprake is

van een functionele metapopulatie. De geisoleerde ligging ten opzichte van de overige Vlaamse
populaties versterkt het belang van depepulatie(s) op Vlaams niveau.
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Figuur29 Puntwaarnemingen 2012025 - Jzervallei. Nieuwe vindplaatsen INBO aangeduid met
blauwe ellipsen. De meeste waarnemingen van De Blankaart kunnen niet geverifieerd
worden, al kon INBO auditief de actuele (schijnbaar zeer schaarse) aanwezigheid van de soort
bevestigen in 2024. Kaart: OpenStreetMap. Gegevens: Natuurpunt en INBO.

Beveren aan Stavele
de Ijzer

Brugse Bossen

Hoewel de soort nog steeds vermeld wordt voor deze regio, zijn er geen verifieerbare recente
waarnemingen uit de be€n groengebieden ten zuidwesten van Brugge.

Op het voormalig militair domein Vloethemveld (op de grens van Zedelgem en Jabbeke) werden
op 26 augustus 2000 drie mannetjes en één vrouwtje waargenomen door Robert Jooris. Door
KSGi 2y0oNB1Sy @ty F2020a 2F 3Sf dzA Rauslntl YSa
gecontroleerd worden. Het gebied werd door ons drie keer onderzocht. Dit leverde telkens
bastaardkikkers en meerkikkers op, maar geen poelkikkefs/2023: 27 bastaardkikkers en 3
meerkikkers; 6/6/2024: 50 bastaardkikkers en 2 meerkikkers; 102732 58 bastaardkikkers en

62 meerkikkers. Ondanks de aanwezigheid van schijnbaar geschikt habitat (vochtige heide,
vergraafbare grond, tal van kleine waterpartijen, ...) lijkt poelkikker hier zeer schaars of afwezig.
De aanwezigheid van de invasieve médr in Vloethemveld was tot voor ons onderzoek niet
gedocumenteerd.

Uit dezelfde regio beschikken we over één andere historische waarneming in Zevenkerken (Sint
Andries) van één volwassen mannetje op 26 mei 2003. Voorlopig leverde een zoektocht in dit
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gebied alsook het nabije Beisbroekbos (6/7/2025) geen waarnemingen van groene kikkers op.
Verder onderzoek is noodzakelijk.

Bulskampveld en ruime omgeving

De aanwezigheid van poelkikker in voedselarme habitats in Beernem (Aanwijsputten en
Heideveld Bornebeek) is reeds lang gekend. Ons onderzoek bevestigde de aanwezigheid van de
soort in de ruime omgeving van het Bulskampveld. Met verifieerbare waarnemingen u
Hertsberge, de Vagevuurbossen en de Gulke Putten vergrootte het areaal van deze populatie
reeds met ongeveer een drievoyBiguur30). In 2025 konden we hierin nieuwe vindplaatsen
toevoegen in Kampveld, Predikherenbossen/Disveld, Gallatasbossen en Parochieveldbos,
waardoor het areaal (indien we ons baseren op de contouren van de beschikbare
waarnemingen) nogmaals met ruim een factor sveergroot werd. In het totnogtoe meest
westelijke actuele voorkomen (want zie Brugse Bossen) is de aanwezigheid van meerkikker het
vermelden waard. In een grote plas in Kampveld vingen we op 30/6/2025 17 poelkikkers, 3
bastaardkikkers en 2 meerkikkers. \@fging van de mogelijke opmars van meerkikker is
aangewezen.

Waardamme

N368 Hertsberge

Figuur30 Puntwaarnemingen 2012025 - Bulskampveld en ruime omgeving. Nieuwe vindplaatsen
INBO aangeduid met blauwe ellipsen. Kaart: OpenStreetMap. Gegevens: Natuurpunt en
INBO.
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Figuur3l Adult mannetje poelkikker (links) en jong mannetje bastaardkikker (rechts) van de nieuw
ontdekte locatie in het Parochieveldbos (W&8aanderen op ca. 100 m van de grens met
OostVlaanderen). Inzet: graafknobbel en eerste teen.

Damme en ruime omgeving

We weten reeds sinds het eerste decennium van deze eeuw dat de rond Damme aanwezige
poelkikkerpopulatie zich uitstrekt tot ten noorden van het Schipdonkkanaal en het
Leopoldkanaal. In 2025 ontdekten we in en rond de-Biomaaspolder een populatie die op
ongeveer nog eens 3,5 km verder noordoostwaarts (ijguur 32). Ook zuid(west)waarts
konden we een uitbreiding van ongeveer 2 km ontdekken, met voorkomen van poelkikker (met
weliswaar eigenaardige morfologie) nabij het Fort van Beieren (Koolkerke).
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Figuur32 Puntwaarnemingen 2012025 - Damme en ruime omgeving. Nieuwe vindplaatsen INBO
aangeduid met blauwe ellipsen. Kaart: OpenStreetMap. Gegevens: Natuurpunt en INBO.
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Overige inventarisatie Weatlaanderen

Overige inventarisatie werd verricht in de [Jzervallei (35 locaties), de Brugse Bossen (14 locaties)

Sy StRSNE 6p t20FG4ASa0vd 1 2S4St ISAOKATO KFOoAGI
opduiken van poelkikkerachtige dieren, is er geen bewiis de aanwezigheid van de soort in

de kustduinen. Veldwerk in de Meetkerkse Moeren leverde één niet met zekerheid te
identificeren dier op (zi€iguur24). Pogingen om locaties te vinden ten westen van Kampveld

en tussen de populaties van Bulskampveld s.I. en Damme s.l. (in gebieden zoals Assebroekse
Meersen en Ryckevelde) leverden voorlopig niets op.

VlaamsBrabant

De poelkikker is slechts beperkt aanwezig in VlaBnadbant en beperkt zich tot de noordrand
van de provincie.

De populatie met zwaartepunt in Rijmenam (Bonheiden, provincie Antwerpen) lijkt verbonden
met kleine poelkikkerpopulaties in het naburige deel van ViaBnabant zoals Broekelei
(17/6/2024: één poelkikker, drie bastaardkikkers en 17 meerkikkers) en Zdgbsaar we op
diezelfde datum enkel drie meerkikkers vonden). De grotere populatie van Averbode Bos en
Heide lijkt haar zwaartepunt in de provincie Limburg te hebben, maar de soort komt ook voor
op het grondgebied van VlaaAmabant (Averbode in het noordevan de gemeente
ScherpenheuveZichem).

Een waarneming van één dier uit 2007 in Rillaar kon door ons in 2025 niet bevestigd worden.
Onze vangsten van groene kikkers in de omgeving (met abundant voorkomen van meerkikker
naast bastaardkikker) laten vermoeden dat de soort hier zeer schaars of ereedvis.

In en rond Molenheide (met een niet te verifiéren waarneming op 10/5/2015) vingen we op
27/6/2024 geen poelkikkers, maar wel 22 bastaardkikkers en vijf meerkikkers. Ook
waarnemingen van het gebied Vorsdonkbos/Turfputten konden niet bevestigd worden
(27/6/2024: 55 meerkikkers en drie bastaardkikkers).

Antwerpen

Terwijl poelkikker wijd verspreid en vaak lokaal abundant voorkomt in de noordoostelijke en
oostelijke delen van de provincie (i.e. de Antwerpse Kempen), is het voorkomen van de soort in
de rest van de provincie schaars. Ook aan de randen van de Antvikenpsean voorkomen lijkt

de soort niet altijd actueel (abundant) aanwezig.

In Rijmenam (Bonheiden) zijn nog verschillende voortplantingswateren gekend. Het areaal van
de populatie is echter klein en staat mogelijk onder druk door de aanwezigheid van meerkikker.

In Laakdal, Herselt en omringde gemeentes komen poelkikkers nog voor in Averbode Bos en
Heide en wellicht in nog enkele kleinere perifere locaties. Het voorkomen in Hett@sbiroek
konden we niet bevestigen. Naast bastaardkikkers en (een minderheidresarkikkers vormt

de aanwezigheid van de Amerikaanse stierkikker hier ongetwijfeld een ernstig knelpunt. Ook in
en rond het Torfven (Geel) is stierkikker zichtbaar abundant aanwezig (al konden we hier wel
nog één poelkikker vangen op 25/5/2024, naast édeerkikker en zeven bastaardkikkers).
Andere gebieden in het oosten waar we geen poelkikker konden bevestigen zijn onder meer
Den Diel (25/6/2024: 59 bastaardkikkers), Buitengoor/Meergoor (5/7/2023 en 24/5/2024: 38
bastaardkikkers en 22 meerkikkers)
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In het Prinsenpark in Retie vingen we op 16/7/2024 enkel 36 bastaardkikkers. Dit jaar (2025) kon
echter door derden de aanwezigheid van de poelkikker in dit gebied worden bevestigd met
fotografisch bewijsmateriaal.

Aanwezigheid in Mosselgoren (hoewel niet bevestigd door ons op 9/7/2024) en (vooral) De
Zegge (toegang geweigerd) vereist verder onderzoek.

Hoewel verschillende populaties moeilijker te vinden of mogelijk zelfs verdwenen zijn, laten
recente nieuwe vindplaatsen in onder meer Schilde en Zoersel zien dat ook in de provincie
Antwerpen aanvullende inventarisatie aangewezen is.

Limburg

Samen met de Antwerpse Kempen bevindt het gros van de Vlaamse poelkikkerpopulaties zich
in Limburg.

Ten zuiden en ten westen van het Albertkanaal is het voorkomen van de soort beperkt. Naast

een omvangrijke populatie in Averbode Bos en Heide vinden we de soort in de Laambeek in
Lummen, Tommelen (Hasselt) en vonden we een nieuwe populatie in Schoonblzek)(B
Waarnemingen uit Herkenrode (Hasselt) en Wellen konden in 2024 niet bevestigd worden

(beide locaties met bastaarden meerkikker). Verder zoekacties naar nieuwe populaties in
Munsterbos leverden vooralsnog niets op (2/7/2024: 45 bastaardkikkermegrkikker).

Opmerkelijk is dat we ondanks intensieve zoektochten met meerdere waarnemers de
aanwezigheid van de soort in de Dauteweijers (Diepenbeek) niet konden bevestigen (16/6/2023,
9/5/2024 en 3/6/2024: in totaal 106 bastaardkikkers gevangen). Recgatgnemingen met

F202Qa QOly 2yYAalSyolrNB LRSt{1A11SNAR 2yGoNB]1Sy®

In de rest van Limburg is de soort actueel wijd verspreid. Opvallende gaten zijn er in het noorden
van de provincie. Door beperkte toegankelijkheid en de aanwezigheid van geschikt habitat is de
soort wellicht wijder verspreid op de militaire oefenterreinemet name op Kamp Beverlo.
Verder noordwaarts is de aanwezigheid in Bosland en het Domeinbos Pijnven te onderzoeken
(al is waterbeschikbaarheid hier beperkt). Ook verder noordwaarts in de gemeente Lommel is
de soort te verwachten. We bezochten in 2025leiaties zonder het gewenste resultaat. Langs

de Nederlandsgrens is de soort nog steeds te vinden in het Hageven en de Beverbeekse Heide.
Hoewel onze zoekinspanning ontoereikend is, konden we echter de relatief schaarse
waarnemingen in het noordoosten van de provincie in de gebieden Mariahof en Sint
Maartensheide voorlopig niet bevestigen (13 en 16/6/2024: 86 bastaardkikkers en 7
meerkikkers). Uit Natuurdomein Jagersborg liggen geen waarnemingen voor, al is het
voorkomen van de soort hier waarschijnligrezien het voorkomen van de soort in De Brand
(Maaseik). De opmars van meerkikker westwaarts vanuit de Maasvallei is mogelijk echter een
belangrijke bedreiging. Het voormalige geisoleerde voorkomen van de poelkikker in Maaswinkel
(Maasmechelen) lijkt ahst verloren gegaan terwijl voorheen waarnemingen van de soort
werden verricht tot in 2011, vingen we op 27/6/2024 21 bastaardkikkers en 46 meerkikkers.
Centraler in het Limburgse poelkikkerareaal konden we geen poelkikkers aantreffen in het
Welleke (195/2024: 40 bastaardkikkers), waar poelkikker nog werd waargenomen tot en met
2012 (al vonden we de soort wel op een drietal kilometer in het Wik, Kiewit en De Teut). Ook in
de Bosbeekvallei vonden we enkel bastaardkikkers, al was de vangst beperkt (Z4762624:

19 bastaardkikkers).
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2.3.3.1.2 Meerkikkeren bastaardkikker

Gezien de reéle dreiging die invasieve meerkikkers vormen voor de inheemse epoel
bastaardkikker, moeten we over een accuraat en actueel beeld beschikken van de verspreiding
van meerkikker in Vlaanderen. Zo kunnen contactzones tussen meerkikker erkbee(khaar

ook bastaardkikker) in beeld gebracht worden en gerichte beheersacties informeren.

De beschikbare gegevens waren hiervoor op verschillende manieren ontoereikend. Hoewel het
volume aan groenekikkerwaarnemingen sterk groeide, is er geen uitsluitsel over de juistheid van
de waarnemingen. Zonder foto is dit onmogelijk te verifiéren. Zelfs fiot® kan vaak geen
soortdeterminatie met zekerheid worden uitgevoerd. Daarnaast wordt door waarnemers met
toenemende mate gekozen om groene kikkers als niet nader te determineren groene kikker in
te voeren (en niet als één van de soorten). Voor wat Hetde waarnemingen met
bewijsmateriaal (foto of geluid) zorgde dit vervolgens voor een grote bron aan potentieel
verfijnbare determinaties. Daarom voerde INBO validatie uit van 10.821 waarnemingen met
F202Qa09

Figuur33 Verspreiding van bastaardn meerkikker in Vlaanderesp basis vamvaarnemingen (2004
2025) met verifieerbaar bewijsmateriaal (fotd geluid). Blauw: minstens één verifieerbare
bastaardkikkerwaarneminggeen verifieerbare meerkikkerwaarnemieg, geel: minstens
één verifieerbare meerkikkerwaarnemingeenverifieerbarebastaardikkerwaarnemingn,
rood: minstens één verifieerbare bastaardkikkerwaarneming en minstens één verifieerbare
meerkikkerwaarneming, grijs: enkel waarnemingen van niet nader gedetearde groene
kikkers (excl. poelkikkerzegevens: Natuurpunt en INBO.

| 2868t G22NJ KSSt 6 K2118y y23 a088Ra Sy 8¢

groene kikkers beschikbaar zijn, stelt de door ons geleverde validatiesprong de
verspreidingspatronen op scherp. Zo zien we dat de gebieden waar meerkikker tot op heden
schaars of quasi afwezig is sterk overlappen met het Vlaamse areaal van poelkikker. Of dit een
ecologische verklaring heeft (zoals nichesegregatie), is moeilijk te zeggen, aangezien de huidige
verspreiding van de invasieve meerkikkers een weerspiegaliugn meerdere anthropogene
introducties. Wel duiken verspreid doorheen de poelkikkerleefgebieden reeds her en der
waarnemingen van meerkikker op (Heyuur33).

Ondanks waarnemerseffecten, lijkt het duidelijk dat meerkikker domineert in onder meer
nagenoeg de hele provincie Vlaamsabant, de nieKempische delen van de provincies
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Antwerpen en Limburg en de valleien van Schelde en Leie. Ook langs de Grensmaas treffen we
in heel wat kilometerhokken enkel (nog) meerkikker aan, waarbij gevreesd wordt dat de soort
zich verder westwaarts doorheen Limburg zou verspreiden en zo ook |éedigebvan
poelkikker zou binnendringen. Hetzelfde scenario zou zich kunnen ontrollen naar met name de
mesc en eutrofe poelkikkerhabitats in WeMlaanderen (metapopulaties Damme en
[Jzervallei).

De afwezigheid van waarnemingen is deels te verklaren door waarnemerseffecten. Een lagere
dichtheid aan waarnemers resulteert in een lagere dichtheid aan waarnemingen. Anderzijds is
3S1USYR RIG o0SLIFERS NBIA2Qa KA &G Rehshoit Odget Yy ISy 2 S
waren (bv. Vlaamse Ardennen, zuiden van ViaBnmabant)(Jooris & Holsbeek, 2010).

Figuur34 Verspreiding meerkikkers.l. met en zonder foto vanaf 2000. Rood: minstens één
gevalideerde waarneming met foto, zwart: minstens één gevalideerde waarneming zonder
foto en geen gevalideerde waarnemingen met foto beschikbaar.

Figuur35 Verspreiding bastaardikker met en zonder foto vanaf 2000. Rood: minstens één
gevalideerde waarneming met foto, zwart: minstens één gevalideerde waarneming zonder
foto en geen gevalideerde waarnemingen met foto beschikbaar.
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bastaardkikkers, bleven feitelijke bastaardkikkers naar alle waarschijnlijkheid verhoudingsgewijs
1SN Ffa daz2yo SFloduyBken Figh®35). DeSandanksi$ de vijd verspreide
aanwezigheid van meerkikkers in Vlaanderen onmiskenbaar. Gebieden/Hokken met vermeende
aanwezigheid van bastaardkikker maar zonder verifieerbare bastaardkikkerwaarnemingen met

foto vereisen verder onderzoek om na te gasrbastaardkikker er (nog) voorkomt. Daarnaast

is het de vraag of bastaardkikker zich op langere termijn kan handhaven in syntopie met
meerkikker. Op basis van onze gegevens neemt de relatieve abundantie van bastaardkikker

veelal duidelijk af (zie verder)

De hoeveelheid nieuwe waarnemingen neemt jaarlijks toe en de achterstand in het valideren

van waarnemingen van groene kikkdgft aanzienlijk Wel hebben we voor de periode sinds

Hnnn Sy G2G Sy YSG wn 210206SNJ Haup KSG FFydlf
IAINPSYS (1 A11SNRERE¢ FRoius3e) OnbBeddhdeldel whafr@nrirRigh zander foto

blijven talrijk en moeilijk te valideren.
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Figuur36 Validatiestatusvan waarnemingen vagroenekikkers (boven: totaal per jaar, onder: type per
taxon) van 2000 tot en met 20/10/202Bron: Natuurpunt.
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2.3.3.2 Relatieve abundantie

2.3.3.2.1 Actueel(20232025

soort
meerkikker
bastaardkikker
I poelkikker

Figuur37 Relatieve abundantie van groene kikkers op 190 locati¥smeter geschaald volgens
staalnamegroottgdmaximum 148gevangergroene kikkers

Op plaatsen waar beschikbare gegevens het voorkomen van poelkikker aargjeldeEmwe
relatieve abundanties van poelkikker vast van 0 % (geen poelkikker) tot 78 % van de gevangen
groene kikkers. In de Kempen is de proportie aan poelkikkers gemiddeld 18.5 % (95%
confidentieinterval: 17.619.5 %).In WestVlaanderen isdat percentage significant (en
ongeveer twee maal) hoger (37.5 %) maar is de variatie ook duidelijk groter (95% confidentie
interval: 33.1242.2 %). In lijn met de beschikbare literatuur komen zuivere poelkikkerpopulaties
niet voor. De antropogene introduetvan meerkikkers s.l. verstaarngetwijfeld het voorheen
aanwezige dynamische evenwicht tussen pa#l bastaardkikker (0.a. Denoél & Dufresnes,
2025). Daarnaast kan dit evenwicht mogelijk ook beinvioed worden door antropogene
veranderingen aan de habhits.

Waar meerdere waterpartijen binnen eenzelfde site of populatie werden onderzocht (zie voor
afbakening van sites a.h.v. sitecodeabel6), bleken de verschillen in het aandeel poelkikker
beperkt. De verhouding poelkikker vs bastaardkikker vertoean sterke clustering per site
(Intraclass Correlation Coefficient (IGCD.47), wat wijst op beperkte variatie tussen subsites
(poelen)binnen eenzelfde sitgpopulatie) Binnen één site verschillen de subsitas 0 tot 25%

in poelkikkerproportie engemiddeld met ongeveer 11% in hymoporties poelkikkes ten
opzichte van de som van pean bastaardkikker (gewogen standaardafwijking binnen sites,
bootstrapberekening betrouwbaarheidsinterval 95%:14%4. Ook herhaalde vangsten in
dezelfde populaties en waterpatrtijen lieten een vrij constante verhouding zien, waaruit we (met
enige voorzichtigheid) afleiden dat de waargenomen relatieve abundantie een bruikbare
indicator is voor het werkelijk relatieve aamel van de verschillende taxa. Ebalangrijke
randvoorwaarde is dat de steekproef voldoende groot is. Als de werkelijke relatieve abundantie
van poelkikker in een populatie 5% is, moet je 59 kikkers vangen om 95% kans te hebben om
minstens één poelkikkete vangen. Hieraan voldoen 45 van de 177 door ons in -2023
onderzochte locaties. Groeperen we deze locaties in 75 gebipdpulaties op basis van
ruimtelijke aggregatie van gevalideerde puntwaarnemingen, ruimtelijke afstand (met
inachtname van vermoedelijke dispersiebarriéres) en vermeende dispersiecapadieit
voldoen 44 gebieden aan deze eis. Dit illustreert dat zelfs met een stevige
bemonsteringsinspanning er toch nog sprake blijft van onzekerheid en dat we onvolmaakt
bemonsteren als we verwachtedergelijk lage relatieve abundanties op te pikken. Als de
werkelijke verhouding zo is dat 1 op 10 kikkers een poelkikker is (wat nog steeds vrij laag is),
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verbetert het plaatje; dan moet je minstens 29 kikkers vangen. Hieraan voldoen 109 van de 177
onderzochte locaties en 64 van de 75 gebied®p gebiedsniveau kunnen we dus met de
geleverde inspanning vrij goed hard maken dat de kans groot is dat de soort afwezig is als we ze
niet gevonden hebben. Bovendien geeft dit ook weer voor welke gebieden er prioritair gezocht
kan worden naar (vooralsmpo afwezig gewaande) poelkikkers, tmeame Bosbeekvallei,
Molenheide, Asbroek, Maldegemveld, Visbeekvallei, Welleki®lesselgoren.

2.3.3.2.2 Evolutie(20062008 vs. 2022025)

Er is bijna geen data beschikbaar van historische abundanties van groene kikkers in Vlaanderen.
Uitzondering hierop vormen de gegevens die werden verzameld in het kader van het
doctoraatsonderzoek van Griet Holsbeek in de periode (Holsbeekt al., 2008, 2010).

De toen geselecteerde locaties liggen niet random over Vlaanderen verspreid, maar vertonen
ruimtelijke vertekening. Bovendien werd in grote mate gekozen voor tuinvijvers in particuliere
eigendom. Toch bieden de toen zowel morfologisch als genetisch gefuneleleterminaties

van een aantal groene kikkers op verschillende locaties een zeldzame kans om veranderingen in
de relatieve abundantie van de taxa na te gaan.

Figuur38 Locaties (n = 22) waar de verandering in de relatieve abundantie van poelkikker t.0.v. andere
groenekikkertaxa werd onderzocht in 262608 en in 2022025.
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Figuur39 Recent (20222025) in functie van historisch (20@608) aandeel poelkikker (22 herbezochte
locaties. In geval van status quo vallen de punten op de stippellijn.

Het aandeel poelkikker (op basis van 22 herbezochte locaties) is significant gedaald (GLMM met
logit link en periode als fixed effect en locatie als random effect; p < 0.001) van 16.5 % (95%
confidentieinterval: 11.024.1 %) naar 10.6 % (95% confidetitigerval: 6.915.9 %). Hoewel de
variatie aanzienlijk is, is de daling in de meeste locaties duidelijk. Het meest extreme geval is Het
GoorAsbroek (Westmeerbeek). Hier daalde het aandeel poelkikker van 76 % naar 0 %, wat
mogelijk onder meer samenhangt mete aanwezigheid van Amerikaanse stierkikker en
meerkikker op deze locatie.

De data van Holsbeak al. (2008) bevatte ook een reeks locaties zonder poelkikker, maar met
bastaardkikker en soms ook toen al meerkikker. De impact van meerkikker op bastaardkikker is
tot op heden in binnenmaar ook buitenland zo goed als niet onderzocht. Omdat meerkikker als
invasieve soort voor zowel poelkikker als bastaardkikker een bedreiging kan vormen, is het
zinvol ook de evolutie van meerkikker te bestuderen waar poelkikker niet aanwezig is.

Figuur4d0 Locaties (n = 22) waar de verandering in de relatieve abundantienesrkikkers.l.t.0.v.
andere groenekikkertaxa werd onderzocht in 22188 en in 2022025.
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Figuur4l Recent (2022025) in functie van historisch (20@008) aandeel meerkikker (29
herbezochte locaties. In geval van status quo vallen de punten op de stippellijn.

Het aandeel meerkikker (op basis van 29 herbezochte locaties) is significant gestegen (GLMM
met logit link en periode als fixed effect en locatie als random effect: p < 0.001) van 24.9 % (95%
confidentieinterval: 17.833.7 %) naar 33.5 % (95% confidesitierval: 24.743.6 %). De
relatieve toename van meerkikker ten opzichte van bastaardkikker is duidelijk en groter dan de
relatieve afname van poelkikker ten opzichte van andere groene kikkersoorten (zie hoger). In
sommige locaties waar meerkikker anno BEDO8 nog volledig ontbrak (en enkel
bastaardkikker werd vastgesteld), is de soort (s.l.) nu talrijk aanwezig, met soms zelfs quasi of
totale afwezigheid van bastaardkikker als resultaat.
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2.4 HABITAT.EN RELATIEVE ABUNDANTIE

24.1 Inleiding

Habitatfragmentatie kan steeds kleiner wordende leefgebieden van poelkikker herleiden tot
functionele eilanden in een landschapsmatrix die een zee van bastaardkikkers bevat. Zo kan
toenemende fragmentatie een relatief grotere instroom van bastaardkikkérgabieden die
buiten de poelkikkerleefgebieden liggen veroorzaken en zorgt habitatfragmentatie enkel
indirect tot een mogelijk negatieve invioed van bastaardkikker op poelkikker. Poelkikker komt
in Vlaanderen echter van nature al altijd samen voor metd&ardkikker. Zonder de invioed van
habitatfragmentatie is het samen voorkomen van beide taxa dus normaal. Bastaardkikker
beheersmatig elimineren is dan ook (naast onhaalbaar) onzinnig. Om het natuurlijk evenwicht
tussen bastaardkikker en poelkikker nietwerstoren en in de richting van een dominantie van
bastaardkikker en/of meerkikker te leiden, is het echter wel aangewezen kwaliteit en kwantiteit
van poelkikkerleefgebieden te beschermen.

De opmars van uitheemse meerkikkers vormt echter wel een groeiende bedreiging. Daar waar
deze vooralsnog in hoofdzaak impact lijken te hebben op de Vlaamse bastaardkikkers en nog
maar beperkt aanwezig zijn in poelkikkerleefgebied, laten habitatkenmerkemedt name de

meer voedselrijke leefgebieden vermoeden dat de negatieve effecten van meerkikker nog
moeten naar voren treden in de toekomst.

In dit onderdeel:

1. bespreken we de algemene kenmerken van Vlaamse poelkikkerhabitats
2. onderzoeken we de relatie tussen de relatieve abundantie van poelkikker en
habitatkenmerken

We trachten habitatkenmerken te ontwaren die voor poelkikker relatief gunstig{@mlan voor
bastaardkikker door relatieve abundantie (poelkikker versus bastaardkikker) in verband te
brengen met habitatkenmerken Absolute abundanties of populatiegroottes zijn niet
beschikbaar. Het bepalen ervan is arbeidsintensief en viel buiten de scope van deze opdracht.
De doelstelling van dit onderzoeksluik is na te gaan of bepaalde habitatkenmerken in verband
staan met het redtief aandeel poelkikker in de mengpopties van poelkikker en
bastaardkikker. Beheer richten op deze kenmerken kan mogelijk de poelkikker relatief gezien
bevoordelen ten opzichte van de in syntopie voorkomende bastaardkikker. In eerste instantie is
het echter van groter belang beide soorterdatief in het voordeel te stellen ten opzichte van

de invasieve meerkikkers. Hiervoor beschikken we echter niet over de gepaste gegevens. De
aanwezigheid van meerkikker is te recent en nog in evolutie, waardoor we geen dynamisch
evenwicht met poelkikker kunen veronderstellen. Bovendien is het aantal gebieden met samen
voorkomen van meerkikker en poelkikker vooralsnog beperkt. We gebruiken hier bastaardkikker
als model voor een minder habitatkritische en grotere syntoop voorkomend groenekikkersoort,
waarbij we aannemen dat eventueel waargenomen habitatvoorkeursverschillen scherper
zouden zijn indien we poelkikker tegenover meerkikker zouden kunnen plaatsen.

We werken enkel met beschikbare kaartlagen. Analyse van habitatkenmerken in het veld (zowel
eenvoudig waarneembare variabelen als bemonstering die verdere analyse in een laboratorium
vereisen) viel buiten de scope en begroting van deze (vooral op hetigelmedbnderzoek
gerichte) opdracht.
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2.4.2 Materiaal en methode

Relatieve abundantie

De responsvariabele in dit luik is de proportie poelkikker in de som van poelkikker en
bastaardkikker zoals deze werd bepaald tijdens de vangsten in-202%3 (zie2.3.3.9. Voor
analyse gebruikten we enkel locaties waar minimaal 20 kikkers (van beide taxa samen) werden
gevangen. Locaties met meer dan 5 % meerkikker beschouwden we als te verstoord om de
natuurlijke link tussen de verhouding van inheemse taxa (poelkikkebbastaardkikker) en
habitat te onderzoeken en werden verwijderd.

Buffers

We berekenden buffers rondom de locaties waar de kikkers gevangsdew. Hoewel
dispersieafstanden slecht gekend zijn en sterk contextafhankelijk zijn (en in Vlaanderen ten
gevolge van habitatfragmentatie vermoedelijk gelimiteerd), werden relevante bufferstralen
gekozen in overeenstemming met de beschikbare literatulakaaispersie van poelkikkéyv.
Holenweg, 2001): 100 m, 500 m en 1000 m.

Habitatkenmerken
Wevoerden intersecties uit van de bekomen buffers met een aantal beschikbare kaartlagen.

Waterviakkenlaag

https://www.vlaanderen.be/datavindplaats/catalogus/waterviakkeersie2024

We berekenden hetantal stilstaande wateremn de totale wateropperviakte binnen elke
buffer alsook de oppervlakte van de waterpartij waarin de kikkers werden gevangen.

BodembedekkingskaafBBK)

https://www.vlaanderen.be/datavindplaats/catalogus/bodembedekkingskaark-1m-
resolutieopname2021

We kwantificeerden landgebruik rondom de staalnamelocaties door per buffer de opperviakte
per categorie te bepalen. Hiervoor reduceerden we de categorieén van de
bodembedekkingskaart tot een beknopte set: akker, bomen, grasland, onbeguoe#hisatie
water en weiland (i.e. graslanden aangeduid in agrarisch gebruik).
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Figuur42 Voorbeeld van buffers (100 m, 500 m en 1000 m) rond een aantal bemonsteringslocaties in
de metapopulatie rondom Damme (Wegtaanderen) op de Bodembedekkingskaart 2021.
Bron kaart: Geopunt.

Biologische waarderingskaart (BWK)

https://www.vlaanderen.be/datavindplaats/catalogus/biologisch@arderingskaaren-
natura2000-habitatkaarttoestand2023

We kwantificeerden de door de BWK onderscheiden habitattypes rondom de staalnamelocaties
door per buffer de oppervlakte per hoofdtype en per subtype te bepalen.

Om bij analyse niet ten prooi te vallen aammbinatorische explosidoor een te hoog aantal
variabelen is ook hier (zie BBK) een reductie van het aantal types nodig. Van de hoofdtypes
weerhielden we enkel deze die in minstens 10% van de buffers voorkomen (n = 13). Van de
subtypes weerhielden we enkel deze die in minst8d% van de buffers voorkomen (eveneens
n=13).

Analyse

Om de variatie in de maximale set aan geselecteerde habitatvariabelen te verkennen, voerden
we een Principale componentenanalyse (PCA) uit. Dit is een statistische methode die wordt
gebruikt om de variatie in een dataset te beschrijven met zo weinig njlogdilnensies
(componenten), door nieuwe, onderling onafhankelijke variabelen te creérde zogenaamde
principale componentert die elk een zo groot mogelijk deel van de totale variantie in de
oorspronkelijke data verklaren.

Tenslotte modelleerden we (betainomiale GLMM¢ Generalized Linear Mixed Modede
relatieve abundantie van poelkikker in functie van een nog beperktere selectie van
voorspellende variabelen die we selecteren op basis uamecologische relevantie en door
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