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1. Samenvatting

Huidige bodemindicatoren richten zich voornamelijk op de vruchtbaarheid van de bodem en het ontbreekt
nog aan eenvoudige indicatoren voor andere ecosysteemdiensten, waaronder biodiversiteit, waterregulatie
en het beperken van broeikasgasemissies. In het project Sensorisch Landschap onderzoeken we of we deze
onderbelichte ecosysteemdiensten kunnen monitoren door de inzet van twee nieuwe technieken: eDNA en
cheaptech loT sensoren. Dit rapport beschrijft de resultaten van de eerste fase van het project, waarin de
technieken gevalideerd zijn en een verkennende data-analyse is uitgevoerd op graslandpercelen om te
identificeren welke metingen van toegevoegde waarde zijn voor de bepaling van nieuwe bodemindicatoren.

Op basis van de sensormetingen zijn 6 prototype indicatoren ontwikkeld voor de vochtlevering, het
vochttransport en het watervasthoudend vermogen van de bodem. De grootste uitdagingen voor het
grootschalig inzetten van cheaptech IoT sensoren zijn de onderhoudsgevoeligheid van de meetopstelling en
een juiste kalibratie van bodemvochtsensoren. Desondanks bleek de indicator voor vochtleverend
vermogen op de 7 onderzochte percelen een betere maat voor het productieverlies door droogte dan
bestaande schattingen op basis van grondwaterstand en bodemsoort. De indicatoren voor vochttransport
zijn potentieel van grote toegevoegde waarde, omdat drainage en infiltratie nu nog niet betaalbaar bepaald
kunnen worden, terwijl zij een cruciale rol spelen in de waterregulatie én een goede wateregulatie ten
grondslag ligt aan bijna alle ecosysteemdiensten die de bodem levert.

Met een eDNA meting konden per perceel tot 3521 unieke soort(groepen) in de bodem geidentificeerd
worden. Met de eDNA data van 140 percelen zijn 12 prototype indicatoren ontwikkeld. De totale
hoeveelheid eDNA en het aantal soorten zijn op korte termijn te gebruiken als indicatoren voor hoeveelheid
en diversiteit van het bodemleven. Wij zien sterke verbanden tussen deze indicatoren en
bodemparameters. Klei, zand en veen hebben elk een kenmerkende bodemgemeenschap. Het meeste, en
meest diverse bodemleven werd aangetroffen op ongestoord grasland. Daarnaast is organische stof positief
gecorreleerd met het bodemleven en beinvloeden verdichting en bodemvoorraad P het bodemleven
negatief. Indicatoren op basis van specifieke groepen organismen in de stikstofcyclus (stikstoffixerende
bacterién, ammonium oxiderende organismen) komen meer of minder voor op percelen waar de
plantendiversiteit hoger is. Zo biedt eDNA analyse een inzichtgevend instrument om te sturen op
biodiversiteit in agrarische graslanden en behoud van biodiversiteit in natuur. Indicatoren tussen
bodemleven en potentiéle broeikasgasuitstoot zijn vooralsnog alleen gevonden voor lachgas: de potentiéle
uitstoot is lager wanneer er relatief minder lachgas producerende organismen ten opzichte van afbrekende
organismen aanwezig zijn in de bodem. Voor CO, geldt dat hoe meer microbiéle biomassa en organische
koolstof in de bodem, des te hoger de potentiele uitstoot. Voor methaan namen 75% van de onderzochte
bodems juist netto methaan op. Nader onderzoek met sensoren, eDNA en referentie broeikasgasmetingen
is nodig om te komen tot praktische aanbevelingen.

Voor 102 van de 140 percelen is de verzamelde data geanonimiseerd en publiek beschikbaar gesteld, zodat
ook andere onderzoekers uit deze waardevolle dataset aanvullende inzichten kunnen halen. In de beoogde
fase 2 van dit project zal er nader worden ingezoomd op de validatie van de indicatoren over meerdere

jaren, de effecten van specifieke beheermaatregelen en het stellen van streefwaarden voor de indicatoren.



Op basis van de data gepresenteerd in dit rapport zijn een aantal onderzoeksvragen geformuleerd voor dit
vervolg:
o  Welke maatregelen zijn effectief om (de negatieve effecten van) verdichting tegen te gaan zonder
negatief effect op het bodemleven?
e Kunnen eDNA analyses meer inzicht geven in de relatie tussen productiviteit, stikstof en
biodiversiteit, en welke maatregelen stimuleren zowel productiviteit als biodiversiteit?
e  Kunnen bodemvochtmetingen gebruikt worden om koolstofvastlegging beter in te schatten en zijn
maatregelen die het bodemvocht verhogen effectief om koolstofvastlegging te verhogen?
e Hoe verandert het bodemleven in natuurgebieden onder de invloed van stikstofdepositie, en met
welke maatregelen kan de invloed van stikstofdepositie gemitigeerd worden?






(Open Source) onderbouwd is met wetenschappelijke kennisbasis, ontwikkeld is met alle bodemkundige
instellingen in Nederland, en bovendien ondersteund wordt door een groot aantal grondeigenaren. Mede
op basis van deze aanvullende indicatoren kunnen er efficiéntere maatregelen getroffen worden die zich
richten op een stabiele en weerbare bodem waardoor er bespaard kan worden op abrupte of overbodige
behandelingen. Door bodemvitaliteit breder te kwantificeren, willen we een onderbouwing bieden voor een
beloning voor boeren en grondeigenaren die beheermaatregelen nemen om maatschappelijke baten
(bodemdiensten) zoals meer biodiversiteit, betere waterhuishouding en vermindering van
broeikasgasuitstoot te realiseren.

2.2 Leeswijzer
Het rapport is opgebouwd uit 5 delen.

e Hoofdstuk 1. Samenvatting

o Hoofdstuk 2. Inleiding

o Hoofdstuk 3. Ontwikkeling van indicatoren op basis van data verkregen door middel van eDNA analyse.

o Hoofdstuk 4. Ontwikkeling van indicatoren op basis van data verkregen door middel van Cheaptech
Internet of Things (loT) sensoren.

o Hoofdstuk 5. Conclusie en discussie



3. eDNA onderzoek

3.1 Inleiding

Bodemgezondheid is een breed begrip en omvat 0.a. bodemvruchtbaarheid en -vitaliteit (weerbaarheid). In
de context van dit onderzoek wordt de volgende definitie voor bodemgezondheid aangehouden: “Het
blijvende vermogen van de bodem om te functioneren als een vitaal levend systeem, binnen de grenzen
van ecosystemen en landgebruik, om de biologische productiviteit te waarborgen, de kwaliteit van lucht-
en watermilieus te bevorderen en de gezondheid van planten, dieren en mensen te behouden.” (Doran and
Safley, 1997). De bodem speelt een belangrijke rol in uiteenlopende processen en functies waaronder
biodiversiteit, biologische productie, nutriéntencycli, vochtvasthoudend vermogen, bodemstructuur en
koolstofopslag. De mate waarin de bodem in deze processen een rol speelt wordt voornamelijk bepaald
door de chemische, fysische en biologische eigenschappen van de bodem. Al deze bodemeigenschappen
hebben effect op elkaar en vragen dus om een integrale benadering. Hierin speelt de bodembiologie een
centrale rol en de laatste jaren wordt er dan ook steeds meer onderzoek gedaan naar de samenstelling van
het bodemleven in relatie met bodemgezondheid (Toor et al., 2021). Indicatoren gebaseerd op zowel
micro- als macro-organismen in de bodem hebben de potentie veel inzicht te geven in de bodemvitaliteit
en daarmee de stabiliteit en weerbaarheid van de bodem (Bouchez et al., 2016).

Moleculaire analyses, waaronder eDNA onderzoek, kunnen een belangrijke bijdrage leveren aan verdieping
en aanvulling van dit inzicht (Binemann et al.,, 2018; Schloter et al., 2018). eDNA staat hierbij voor
environmental DNA oftewel al het DNA aanwezig in een bepaald milieu, bijvoorbeeld de bodem.
Organismen hebben DNA in hun cellen en laten DNA in hun omgeving achter. Dat kan onder andere via
huidcellen, haar, slijm of feces. Het DNA dat is achtergelaten of, in geval van micro-organismen, het DNA in
de cellen kan uit een bodemmonster geéxtraheerd worden en vervolgens uitgelezen (gesequenced)
worden. Omdat organismen van verschillende soorten een unieke DNA sequentie hebben, kan op basis van
dit DNA bepaald worden welke soorten er in een specifieke bodem voorkomen. Door de ontwikkeling van
specifieke en gevoelige DNA analyses in combinatie met sequentie-databases zijn arbeidsintensieve
methoden om de soortensamenstelling te bepalen niet meer nodig. Dit biedt de kans om (op grotere
schaal) te meten wat er in een bodem leeft. Vooral voor de detectie van micro-organismen is dit een
uitkomst. Zij hebben veel invlioed op bijvoorbeeld de nutriéntencycli, maar waren voorheen lastig te meten.
Ook zijn micro-organismen zeer gevoelig voor kleine veranderingen in de directe omgeving. Inzicht in
(veranderingen in) de soortensamenstelling of -verhouding van micro-organismen kan dus bijdragen aan
vroegtijdige signalering van ontwikkelingen in de bodem van bijvoorbeeld een gras- of akkerland.

Met behulp van eDNA metabarcoding zijn bodemmonsters geanalyseerd die verzameld zijn op in totaal 136
gras- en 10 akkerlandpercelen. Doel van de analyse is om een globaal beeld te vormen van de variatie aan
organismen in de bodem, met name organismen die talrijk voorkomen of hoge concentraties DNA hebben
achtergelaten. Dit geeft inzicht in de aanwezigheid van enkele honderden soorten die het meest dominant
in de bodem aanwezig zijn. Deze data kan gebruikt worden om het biologisch functioneren van de bodem
van de verschillende gras- en akkerlandpercelen verder te analyseren.
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Figuur 2. Overzicht van de bemonsteringen binnen het bemonsteringsvlak, waaronder monstername ten
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het makkelijker te analyseren is. Daarnaast worden interne DNA standaarden toegevoegd om de
hoeveelheid en concentratie eDNA (DNA moleculen/gram grond) per OTU te kunnen bepalen.

3) Samenstellen DNA bank: De verkregen vermenigvuldigde PCR-fragmenten worden gezuiverd en
gecontroleerd op de juiste fragmentlengte en vervolgens in een zogeheten DNA bank (“DNA library”)
opgenomen. Deze DNA bank bestaat uit een grote verzameling DNA fragmenten van alle onderzochte
monsters. Elk DNA fragment wordt gelabeld zodat herleid kan worden tot welk monster het DNA
fragment behoord.

4) DNA sequencing: Vervolgens wordt de DNA code van de PCR fragmenten in de DNA bank gelezen, dit
proces wordt ‘sequencen’ genoemd. In deze stap wordt het fysieke DNA molecuul dus vertaald in de
DNA code bestaande uit de DNA-bouwstenen weergegeven met de letters A (adenine), C (cytosine), G
(guanine) en T (thymine). Samen vormen deze letters de specifieke sequenties (ook wel reads
genoemd). In elke soort(groep) is de volgorde van de DNA bouwstenen verschillend. Aan de hand
daarvan kan herkend worden welke soort(groepen) in het monster aanwezig zijn.

5) Bio-informatica: Met behulp van een bio-informatica pipeline (zie bijlage 5) wordt geanalyseerd van
welke soort(groepen) er DNA gedetecteerd is. Ook wordt berekend hoeveel DNA van elke soort(groep)
gedetecteerd is.

6) Statistische verwerking: Tenslotte worden diverse tools gebruikt om statistisch significante verbanden
in de data aan te tonen.

\ 4

Bemonstering
ARANNANAAA AN

Statistische verwerking

v ?- +

DNA extractie
RRRAASANN

Next Generation
Sequencing

Figuur 5. Overzicht van de eDNA metabarcoding analyse workflow.
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Tabel 3. Relatie tussen graslandontwikkelingsstadia en Q-waarde (Bax & Schippers, 1998; van 't Veer, 2022).

Fase | Ontwikkelingsstadium Q-waarde

Raaigrasweide
Grassenmix
Dominant stadium
Grassen-kruidenmix
Bloemrijk grasland
Schraalland

u b wWNEFEO
o uh WN B

Open Bodem Index (OBI) is een rekensystematiek voor een holistische beoordeling van bodemkwaliteit
m.b.t. duurzame productiviteit van landbouwgrond (Ros et al., 2022). Van alle percelen is de OBI score
bepaald met OBIC versie 2.0.4 (Verweij et al., 2023). Hiervoor zijn, indien beschikbaar, de chemische
bodemgegevens verzameld en aangevuld met openbaar beschikbare data (zie bijlage 3 voor details). Van de
visuele beoordeling van bodem, BodemConditieScore, zijn vier parameters beschikbaar: storende laag,
bodemleven, beworteling en structuur. De BodemConditieScore wordt niet gebruikt als invoerwaarde van
OBI, maar geeft inzicht in de lokale toestand van de fysische en biologische eigenschappen van de bodem.
Er is een vragenlijst naar de deelnemers (eigenaren of gebruikers van percelen) verstuurd waarin onder
andere gevraagd werd naar beheermaatregelen. Indien mogelijk werden de antwoorden uit deze vragenlijst
gebruikt om management inputs voor OBIC in te stellen. Bij percelen waar niet (alle) data voor het invullen
van de management inputs beschikbaar was, zijn standaardwaarden gebruikt.

Om een beter beeld te krijgen van de verschillen in bodemleven tussen percelen is een ordinatie-analyse
uitgevoerd (Nonmetric Multidimensional Scaling, NMDS). Deze analyse resulteert in een figuur waarin
percelen waarvan het bodemleven op elkaar lijkt dicht bij elkaar komen te staan. Percelen die ver van elkaar
verwijderd zijn in de figuur hebben een erg verschillend bodemleven. Door percelen met een
overeenkomstige eigenschap eenzelfde kleur te geven kan een beeld gevormd worden van factoren die van
invloed zijn op de samenstelling van het bodemleven.

Om mogelijke verbanden tussen de beschikbare parameters systematisch te onderzoeken, zijn een reeks
statistische tests uitgevoerd. Eerst werden effecten van bodem- en perceeleigenschappen op alle
biologische indicatoren (wormen, PLFA, eDNA) getoetst met Spearman’s rangcorrelatie (voor continue
variabelen) en met ANOVA (voor categorische variabelen). De geteste bodem- en perceeleigenschappen
waren: bodem totaal C, pH, kleigehalte, grondwaterniveau, penetrometer meting van 40 cm diepte,
gewastype, grondsoort, beheertype en gebruik van kunstmest. Verder werd de voorspelbaarheid van de
biologische indicatoren op basis van gangbare bodem- en perceeleigenschappen getest door lineaire
multivariate regressie met stepwise selectie toe te passen. De gebruikte voorspellende variabelen waren
alle chemische input parameters van OBI, zand-, zilt- en kleigehalte, grondwaterniveau, leeftijd van
grasland, fractie van grasland in de afgelopen 10 jaar en plant beschikbare water (dat is berekend met OBI
functie). Deze parameters kunnen eenvoudig worden geschat voor alle percelen in Nederland. Vervolgens
werd een ander lineair model toegepast na toevoeging van enkele extra perceelmetingen
(BodemConditieScore en penetrometer meting).
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Tabel 4. Correlatie met plantdiversiteit (aantal plantensoorten, Q-waardes) en broeikasgasemissie (CO,, N,O,
CH, emissie, gestandaardiseerd door totaal C gehalte) zijn ook weergegeven. ‘+’ en -’ geven respectievelijk
positieve (>0,2) en negatieve (<-0,2) correlaties aan. De symbolen tussen haakjes betekenen dat de
correlatie alleen significant was voor een deel van de drie GHG parameters. Zie Bijlage 7 voor de volledige

resultaten van de statistische analyse.

Indicatoren

Relatie met plant  Relatie met
biodiversiteit GHG

Wormen

Aantal wormen
Fractie anec

Fractie epi

Fractie endo

PLFA

diversity

microbe totaal
Fungi:bacteria ratio
bacteria GP:GN ratio
frac_bacterialGP
frac_Actynomyceten
frac_bacterialGN
frac_Arbusculaire
frac_fungi_other
frac_protozoa

- ()
- ()
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Figuur 8. Ordinatie met behulp van de NMDS techniek op basis van de eDNA data (universele marker).
Verschillend beheer is weergegeven met verschillende kleuren. Locaties waar het bodemleven op elkaar lijkt
worden in de figuur dicht bij elkaar weergegeven. Eigenschappen van de percelen zijn weergegeven als
pijlen. Hoe langer pijl, hoe sterker de correlatie tussen de samenstelling van het bodemleven, en de
betreffende parameter. De waarde van de betreffende parameter is hoger in percelen waar de pijl naartoe
wijst. Alle getoonde parameters correleren significant met de samenstelling van het bodemleven.

Tabel 5. De samenstelling van het bodemleven hangt samen met talloze factoren. Een hoge R’ geeft aan dat

er een sterke relatie is tussen de samenstelling van het bodemleven en de betreffende parameter. Een p-
waarde kleiner dan 0,05 geeft aan dat er sprake is van een statistisch significant verband.

Parameter R? p-waarde
pH 0,7299 <0,001
zand 0,5587 <0,001
silt 0,5267 <0,001
CEC 0,501 <0,001
klei 0,4812 <0,001
N-totaal 0,4234 <0,001
kruidenrijkheid 0,381 <0,001
bulkgewicht 0,348 <0,001
C/N 0,3446 <0,001
0S% 0,3215 <0,001
grondwatertrap | 0,2921 <0,001
C-organisch 0,2764 <0,001
P-AL 0,2675 <0,001
S-totaal 0,2596 <0,001

21






0.5

0.0

2e verklarende as

@
bulkgewicht

e e o
° (]
°
®
L Py @
[ ()
uidenrijiheid 2 o <"
e ® Oy
g ° ° P=AL
= ¢ °
C-orgggigth PY = 2g ® Py
@ S-totaal N-totaal .
53
CEC
pH
-0.5 0.0 0.5 1.0

1e verklarende as

Beheer

Biologisch
® Gangbaar

Figuur 10. Ordinatie van eDNA data van agrarische graslanden op dekzand waarvan bekend is of er sprake
is van gangbare of biologische bedrijfsvoering. Locaties waar het bodemleven op elkaar lijkt worden in de
figuur dicht bij elkaar weergegeven. Eigenschappen van de percelen zijn weergegeven als pijlen. Hoe langer
pijl, hoe sterker de correlatie tussen de samenstelling van het bodemleven, en de betreffende parameter. De

waarde van de betreffende parameter is hoger in percelen waar de pijl naartoe wijst.
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Tabel 6. Spearman’s rank correlaties tussen de totale concentratie eDNA met diverse chemische-fysische
parameters, gewaseigenschappen en potentiéle broeikasgasuitstoot. De gegeven correlatiecoéfficiénten
voor CO, en CH, (methaan) zijn gemeten bij 60% van de vioeigrens en N,O (lachgas) bij 90% van de
vloeigrens. Statistisch significante positieve relaties zijn groen gemarkeerd, significante negatieve relaties
zijn rood gemarkeerd.

Chemisch-fysische eigenschappen

Omschrijving p-waarde rho
0S% 5,66E-10 0,513
C-organisch 8,29E-10 0,501
N-Totaal 1,46E-09 0,488
CN-ratio 0,058 -0,162
P-AL 0,005 -0,241
P-CaCl 0,101 0,141
S-Totaal 1,87E-05 0,357
Na-Totaal 0,929 0,008
Ca-Cohex 8,90E-06 0,369
K-Cohex 0,0422 0,174
Mg-Cohex 1,63E-08 0,460
Fe-Totaal 3,03E-05 0,348
CEC-Cohex 1,55E-06 0,397
Klei % 4,12E-06 0,381
pH-CaCl 0,346 -0,081
Bulkgewicht 3,10E-06 -0,411

Vocht % bij bemonstering 3,58E-07 0,437

Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

Omschrijving p-waarde rho
Maximale

bewortelingsdiepte 0,005 0,255
Kruidenrijkdom (Q-waarde) 0,009 0,230
Pot. CH, uitstoot 0,303 0,097
Pot. CO, uitstoot 7,20E-05 0,362
Pot. N,O uitstoot 5,85E-06 0,409

Perspectief als indicator

De totale hoeveelheid eDNA lijkt sterk samen te hangen met de stabiliteit van het systeem, waarbij
vruchtbare en kleirijke bodems meer eDNA hebben. Ongestoorde graslanden kennen hoge eDNA
concentratie (veel bodemleven). In verdichte bodems wordt minder eDNA gevonden. Ook correleert de
totale hoeveelheid eDNA positief met kruidenrijkdom en maximale bewortelingsdiepte. Bovendien
correleert de totale hoeveelheid eDNA met de uitstoot van CO, en N,O. Er blijkt dus een verband te zijn
tussen allerlei parameters en de totale hoeveelheid eDNA. De totale hoeveelheid eDNA lijkt daarom een
zeer geschikte om toe te passen als biologische indicator voor bodemkwaliteit. De verwachting is dat het
bodemleven, en daarmee de totale eDNA concentratie, toeneemt naarmate een grasland tot een stabiel
ecosysteem ontwikkelt.
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Tabel 7. Spearman’s rank correlaties tussen de eDNA diversiteit met diverse chemisch-fysische parameters,
gewaseigenschappen en potentiéle broeikasgasuitstoot. De gegeven correlatiecoéfficiénten voor CO, en CH,
(methaan) zijn gemeten bij 60% van de vloeigrens en N,O (lachgas) bij 90% van de vloeigrens. Statistisch
significante positieve relaties zijn groen gemarkeerd, significante negatieve relaties zijn rood gemarkeerd.

Chemisch-fysische eigenschappen

Omschrijving p-waarde rho
0OS % 0,003 0,259
C-organisch 0,005 0,248
N-Totaal 2,21E-05 0,354
CN-ratio 0,008 -0,225
P-AL 0,006 -0,234
P-CaCl 0,031 0,184
S-Totaal 0,002 0,263
Na-Totaal 0,457 -0,04
Ca-Cohex 8,67E-05 0,329
K-Cohex 0,010 0,221
Mg-Cohex 3,11E-06 0,386
Fe-Totaal 0,002 0,262
CEC-Cohex 4,98E-06 0,379
Klei % 0,000 0,308
pH-CaCl 0,612 0,043
Bulkgewicht 0,000 -0,345
Vocht % bij bemonstering 0,003 0,262

Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

Omschrijving p-waarde rho
Maximale

bewortelingsdiepte 0,221 0,112
Kruidenrijkdom (Q-waarde) 0,308 0,092
Pot. CH, uitstoot 0,750 -0,030
Pot. CO, uitstoot 0,123 0,145
Pot. N,O uitstoot 0,282 0,101

Perspectief als indicator

De eDNA diversiteit correleert positief met de stabiliteit van de bodem (natuurlijke graslanden hebben een
grotere eDNA diversiteit), en mogelijk negatief met historische P-bemesting (P-AL) en verdichting
(bulkgewicht). Er is geen correlatie gevonden tussen de bovengrondse diversiteit en potentiéle
broeikasgasuitstoot. De ondergrondse diversiteit blijkt dus slecht voorspeld te kunnen worden op basis van
de bovengrondse diversiteit (kruidenrijkheid). Het toepassen van eDNA om een beeld te verkrijgen van de
ondergrondse biodiversiteit heeft daarmee veel toegevoegde waarde, zeker als agrariérs gevraagd wordt
(ondergrondse) biodiversiteit te stimuleren. De indicator ‘eDNA diversiteit’ is daarmee van toegevoegde
waarde.
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Stikstof is, in verschillende vormen, van groot belang voor al het leven op aarde.
Daarmee is stikstof ook het belangrijkste nutriént dat van nature limiterend is voor de
groei van veel organismen. Micro-organismen vormen in (natuurlijke) ecosystemen
complexe netwerken waardoor reacties waarbij stikstofverbindingen afgebroken of
gevormd worden met elkaar verbonden zijn (Kuypers, Marchant & Kartal, 2018). De
stikstofkringloop ziet er als volgt uit:

De lucht bestaat voor een groot deel uit stikstofgas (N,). Stikstofbindende bacterién
kunnen dit stikstofgas binden en gebruiken als bouwstenen om eiwitten aan te maken,
of geven deze stikstof direct door aan de plant (vlinderbloemigen).

Wanneer zo’n bacterie of plant doodgaat dan komt deze stikstof beschikbaar in de
vorm van ammonium (NH*). Ook kan ammonium kunstmatig toegediend worden in de
vorm van organische bemesting (drijfmest, vaste mest, compost) of in de vorm van
kunstmest. Tenslotte kan de concentratie ammonium (NH*") in de bodem ook verhoogd
worden door stikstofdepositie afkomstig van veehouderij, industrie en verkeer.

Ammonium kan door ammonium-oxiderende bacterién en archaea omgezet worden in
nitriet (NO2-). Bij deze omzetting komt H+ vrij, wat leidt tot verzuring van de bodem.

Nitriet wordt door nitrificerende bacterién omgezet in nitraat (NO;-).

Nitraat en ammonium kunnen door de plant opgenomen worden. Veel gewassen zijn
voor goede groei afhankelijk van nitraatstikstof. Veel planten in de natuur daarentegen
zijn juist aangepast aan overleven in afwezigheid van nitraatervan. Deze planten
worden dan verdrongen door planten die juist profiteren van de verhoogde
concentratie nitraat stikstof (zoals brandnetels). Veel nitraat stikstof (als gevolg van
ammoniumdepositie) in de natuur leidt daardoor tot afname van bijzondere planten en
bloemen.

Als laatste stap in de stikstofkringloop kunnen denitrificerende bacterién nitraat
omzetten in stikstofgas (N,). Denitrificatie vindt plaats onder relatief zuurstofarme
omstandigheden. Met name als er na bemesting sprake is van flinke regenval dan kan
veel nitraat omgezet worden in stikstofgas. Deze stap gaat gepaard met uitstoot van
lachgas (N,0), een zeer sterk broeikasgas.

De organismen die verantwoordelijk zijn voor de verschillende stappen in de
stikstofkringloop kunnen gemeten worden met de eDNA zoals deze is uitgevoerd in dit
project. In de volgende paragrafen worden een aantal van de genoemde organismen
onder de loep genomen.
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Tabel 8. Spearman’s rank correlaties tussen de eDNA concentratie en het aandeel stikstofbindende bacterién
en diverse chemisch-fysische parameters, gewaseigenschappen en potentiéle broeikasgasuitstoot. De
gegeven correlatiecoéfficiénten voor CO, en CH, (methaan) zijn gemeten bij 60% van de vloeigrens en N,0O
(lachgas) bij 90% van de vloeigrens. Statistisch significante positieve relaties zijn groen gemarkeerd,
significante negatieve relaties zijn rood gemarkeerd.

Chemisch-fysische eigenschappen

eDNA concentratie Aandeel
Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
0S % 1,02E-13 0,597 6,04E-08 0,457
C-organisch 3,38E-13 0,587 7,50E-08 0,454
N-Totaal 7,27E-11 0,520 1,62E-07 0,430
CN-ratio 0,459 -0,064 0,547 0,052
P-AL 0,012 -0,214 0,001 -0,291
P-CaCl 0,137 0,128 0,501 0,058
S-Totaal 5,77E-08 0,443 3,87E-09 0,477
Na-Totaal 0,266 -0,096 0,002 -0,262
Ca-Cohex 4,05E-06 0,382 0,003 0,250
K-Cohex 0,062 0,160 0,348 0,081
Mg-Cohex 1,26E-06 0,400 0,002 0,266
Fe-Totaal 0,000 0,323 0,072 0,154
CEC-Cohex 7,54E-07 0,408 0,001 0,289
Klei % 0,000 0,300 0,202 0,110
pH-CaCl 0,898 -0,011 0,203 0,109
Bulkgewicht 1,45E-06 -0,423 1,08E-05 -0,390
Vocht % bij bemonstering 8,75E-07 0,423 0,001 0,292
Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

eDNA concentratie Aandeel
Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
Max. bewortelingsdiepte 0,002 0,283 0,000 0,329
Kruidenrijkdom (Q-waarde) | 0,037 0,186 0,091 0,151
Pot. CH, uitstoot 0,267 0,104 0,030 0,202
Pot. CO, uitstoot 0,000 0,328 0,011 0,238
Pot. N,O uitstoot 2,17E-05 0,385 0,486 0,066

Perspectief als indicator

Er is sprake van een sterke correlatie tussen het aandeel en de hoeveelheid eDNA van stikstofbindende
bacterién en diverse milieuparameters en gewaseigenschappen. Met name de correlatie met organische
stof blijkt sterk te zijn. Enerzijds is de toegevoegde waarde van deze indicator beperkt, omdat de correlatie
met organische stof zeer sterk is. Sturen op het verhogen van organische stof zal dus waarschijnlijk ook
leiden tot een toename van stikstofbindende bacterién. Anderzijds kan niet alle variatie in eDNA
concentratie van stikstofbindende bacterién verklaard worden door organische stof. Het is nuttig om in
beeld te krijgen welke beheermaatregelen bijdragen aan het stimuleren van vrij-levende stikstofbindende
bacterién. Het heeft dus toegevoegde waarde om de hoeveelheid eDNA van stikstofbindende bacterién als
indicator in de praktijk in te zetten. Naast deze indicator kan ook het aandeel stikstofbindende bacterién
ingezet worden als indicator. Met name in de Ossekampen lijkt het aandeel stikstofbindende bacterién
sterker te reageren op beheermaatregelen dan de absolute hoeveelheid eDNA van stikstofbindende
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Figuur 26. Het aandeel ammonium-oxiderende organismen bij verschillende bemestingsniveaus.

Tabel 9. Spearman’s rank correlaties tussen de eDNA concentratie en het aandeel ammonium oxiderende
organismen & diverse chemische-fysische  parameters, gewaseigenschappen en potentiéle
broeikasgasuitstoot. De gegeven correlatiecoéfficiénten voor CO, en CH, (methaan) zijn gemeten bij 60%
van de vioeigrens en N,O (lachgas) bij 90% van de vloeigrens. Statistisch significante positieve relaties zijn
groen gemarkeerd, significante negatieve relaties zijn rood gemarkeerd.

Chemisch-fysische eigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
0S % 2,2E-06 0,404 0,550 -0,053
C-organisch 1,47E-06 0,411 0,492 -0,061
N-totaal 0,000 0,312 0,837 -0,018
CN-ratio 0,405 -0,072 0,146 -0,125
P-AL 0,093 -0,144 0,387 0,075
P-CaCl 0,064 0,159 0,312 0,087
S-totaal 0,000 0,301 0,838 0,018
Na-totaal 0,637 -0,041 0,138 0,127
Ca-Cohex 0,000 0,316 0,054 0,165
K-Cohex 0,014 0,209 0,006 0,232
Mg-Cohex 0,083 0,148 0,415 -0,070
Fe-totaal 0,015 0,207 0,919 -0,009
CEC-Cohex 0,001 0,292 0,207 0,108
Klei % 0,125 0,132 0,743 -0,028
pH-CaCl 0,008 0,223 3,46E-08 0,447
Bulkgewicht 0,001 -0,290 0,248 0,106
Vocht % bij bemonstering 0,006 0,243 0,035 -0,188
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Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
Maximale

bewortelingsdiepte 0,035 0,192 0,224 0,111
Kruidenrijkdom (Q-waarde) | 0,873 0,014 0,001 -0,303
Pot. CH, uitstoot 0,424 0,075 0,399 0,079
Pot. CO, uitstoot 0,192 0,123 0,136 -0,140
Pot. N,O uitstoot 2,25E-07 0,460 0,583 0,052

Perspectief als indicator

Op basis van de metingen bij de Ossekampen lijkt het aandeel eDNA van ammonium-oxiderende
organismen sterker te reageren op de stikstofbemesting dan de absolute hoeveelheid eDNA. Ook is er
sprake van een negatieve correlatie tussen het aandeel ammonium-oxiderende organismen en de
kruidenrijkdom, terwijl deze correlatie afwezig is bij de absolute hoeveelheid eDNA van ammonium
oxiderende organismen. Hoewel het ook zinvol is om de hoeveelheid ammonium oxiderende organismen te
rapporteren, lijkt met name het aandeel ammonium oxiderende organismen een goede indicator te zijn
voor de stikstofdruk op de bodem.

3.3.4.5 Detrificerende bacterién

Introductie

Denitrificerende bacterién zijn micro-organismen die de capaciteit hebben om denitrificatie uit te voeren,
een proces waarbij minerale stikstofverbindingen zoals nitraat (NO3’) en nitriet (NO,) worden afgebroken en
omgezet in stikstofgas (N,).

Denitrificatie heeft ook een klimaatimpact vanwege de productie van lachgas (N,0, een sterk broeikasgas)
als bijproduct. Sommige denitrificerende bacterién kunnen lachgas produceren tijdens de
denitrificatieprocessen, vooral wanneer er onvolledige omzetting van nitraat naar stikstofgas plaatsvindt.

Denitrificatie (en dus lachgasuitstoot) vindt vooral plaats onder zuurstofarme omstandigheden. Deze
kunnen optreden na bijvoorbeeld een regenbui, zeker in aanwezigheid van veel minerale stikstof doordat
kort daarvoor bemest is.

Berekening

Het NirK en NirS genen coderen voor nitriet reductase enzymen die betrokken zijn bij het denitrificatie
proces. De volgende zoekopdracht is in april 2023 toegepast op de UniProtKB database: “(gene:NirK) AND
(taxonomy_id:2)” OR “(gene:NirS) AND (taxonomy_id:2)"”. Alle genera die meer dan 10X voorkwamen in de
database zijn beschouwd als denitrificerend. DNA-sequenties in de dataset waarvan alle best matches met
organismen in referentie database denitrificerend zijn, worden beschouwd als nitrificerend. De hoeveelheid
eDNA van denitrificerende bacterién is berekend door de hoeveelheid eDNA van alle denitrificerende
organismen in de dataset te sommeren. Het aandeel denitrificerende organismen is berekend door de som
van eDNA van denitrificerende organismen te delen door de totale hoeveelheid eDNA van prokaryoten.
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Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho

Maximale bewortelingsdiepte 0,009 0,237 0,097 0,152
Kruidenrijkdom (Q-waarde) 0,025 0,199 0,612 -0,045
Pot. CH, uitstoot 0,336 0,090 0,833 0,020
Pot. CO, uitstoot 0,000 0,323 0,531 0,059
Pot. N,O uitstoot (60% vloeigrens) | 0,015 0,226 0,330 0,092
Pot. N,O uitstoot (90% vloeigrens) | 1,97E-06 0,427 0,731 0,032

Perspectief als indicator

Er is sprake van een sterke correlatie tussen de totale hoeveelheid eDNA en de hoeveelheid eDNA van
denitrificerende bacterién. Toepassing van deze indicator lijkt daarmee van beperkte toegevoegde waarde.
Wel is de correlatie tussen de gemeten lachgasuitstoot in het laboratoriumexperiment (90% van de
vloeigrens) sterker met de hoeveelheid eDNA van denitrificerende bacterién (rho=0,4268) dan met de
totale hoeveelheid eDNA (rho=0,4085). Daarmee blijkt de hoeveelheid denitrificerende bacterién dus de
beste indicator te zijn om de potentiéle lachgasuitstoot te voorspellen. Echter is het in de praktijk
waarschijnlijk niet nuttig om alleen te sturen op het beperken van de hoeveelheid denitrificerende
bacterién. Het is vermoedelijk relevanter om omstandigheden te voorkomen waarbij denitrificerende
bacterién daadwerkelijk lachgas gaan produceren. De uitstoot van lachgas kan onder andere beperkt
worden door efficiénte stikstofbemesting toe te passen, meststoffen met lage emissie te gebruiken en door
te voorkomen dat er bemest wordt voor regenval.

Samenvattend kan de hoeveelheid eDNA van denitrificerende bacterién gebruikt worden als indicator voor
de potentiéle lachgas uitstoot. Deze indicator heeft praktisch gezien waarschijnlijk beperkte toegevoegde
waarde, omdat hoge lachgas uitstoot beter voorkomen kan worden ondanks te aanwezigheid van grote
hoeveelheden denitrificerende bacterién.

3.3.4.6 Lachgas afbrekende bacterién

Introductie

Lachgas (N,0) reducerende bacterién spelen een belangrijke rol in het verminderen van de emissie van
lachgas, dat een potentieel schadelijk broeikasgas is. Deze bacterién hebben het NosZ-gen, dat codeert voor
het enzym nitreuze oxide-reductase. Deze bacterién kunnen met behulp van dit enzym lachgas in de bodem
omzetten in het onschadelijke stikstofgas N,.

Het NosZ-gen wordt gevonden in verschillende bacteriéle groepen, waaronder denitrificerende bacterién
zoals Pseudomonas, Paracoccus, Bradyrhizobium en vele andere. Deze bacterién kunnen lachgas als een
substraat gebruiken en het NosZ-enzym helpt bij de afbraak ervan tot onschadelijk stikstofgas.

Organismen die NosZ-gen bevatten zouden gebruikt kunnen worden als indicator voor lachgas productie.
Immers, die organismen komen alleen voor als er lachgas in de bodem geproduceerd wordt. Bij de
interpretatie van de resultaten dient echter rekening gehouden te worden met dat de aanwezigheid van
deze organismen niet persé slecht is. Immers, deze organismen zetten lachgas om in het onschadelijke
stikstofgas.
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Figuur 32. Aandeel lachgas afbrekende bacterién in verschillende behandelingen van de Ossekampen.

Tabel 11. Spearman’s rank correlaties tussen de eDNA concentratie en het aandeel lachgas afbrekende
bacterién & diverse  chemische/fysische  parameters, gewaseigenschappen en  potentiéle
broeikasgasuitstoot. Statistisch significante positieve relaties zijn groen gemarkeerd, significante negatieve
relaties zijn rood gemarkeerd.

Chemisch-fysische eigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
0S % 2,09E-06 0,405 0,321 -0,088
C-organisch 3,42E-06 0,397 0,340 -0,085
N-Totaal 1,01E-06 0,404 0,735 -0,029
CN-ratio 0,118 -0,134 0,765 0,026
P-AL 0,013 -0,212 0,447 0,066
P-CaCl 0,068 0,156 0,689 0,035
S-Totaal 0,000 0,301 0,644 0,040
Na-Totaal 0,991 -0,001 0,087 -0,147
Ca-Cohex 0,000 0,320 0,441 -0,066
K-Cohex 0,055 0,164 0,752 -0,027
Mg-Cohex 2,46E-06 0,390 0,573 -0,049
Fe-Totaal 9,66E-05 0,327 0,564 -0,050
CEC-Cohex 2E-05 0,356 0,687 -0,035
Klei % 0,000 0,319 0,200 -0,110
pH-CaCl 0,884 -0,013 0,266 0,095
Bulkgewicht 0,000 -0,325 0,079 0,161
Vocht % bij bemonstering 1,31E-05 0,379 0,330 -0,088
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Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

Omschrijving

Maximale bewortelingsdiepte 0,585 0,050
Kruidenrijkdom (Q-waarde) 0,087 0,153
Pot. CH, uitstoot 0,979 -0,003
Pot. CO, uitstoot 0,585 0,051
Pot. N,O uitstoot (60% vloeigrens) | 0,012 0,234
Pot. N,O uitstoot (90% vloeigrens) | 0,479 0,067

Perspectief als indicator

Hoewel er zowel een sterke positieve correlatie is tussen potentiéle lachgasproductie en de hoeveelheid
eDNA van denitrificerende bacterién en lachgas afbrekende bacterién lijken beide indicatoren niet zinvol om
toe te passen als indicator in de praktijk. Immers, zowel de hoeveelheid eDNA van denitrificerende
bacterién als van lachgas afbrekende bacterién blijkt sterk gecorreleerd te zijn met de totale eDNA
concentratie. Beheermaatregelen die leiden tot een afname van denitrificerende en lachgas afbrekende
bacterién hebben waarschijnlijk als ongewenst neveneffect dat de totale hoeveelheid bodemleven afneemt.
De verhouding denitrificerende/lachgas afbrekende bacterién heeft echter wel de potentie om toegepast te
worden in de praktijk, zeker gezien de correlatie van deze verhouding met de potentiéle lachgasemissie van
60% van de vloeigrens (een vochtigheid van de bodem die in veldsituatie veel voorkomt). Het is daarom
zeer interessant om in de toekomst te onderzoeken welke beheermaatregelen bijdragen aan het verkleinen
van deze ratio, en om in veldsituatie te meten of een lage ratio denitrificerende/lachgas afbrekende
bacterién inderdaad leidt tot lage lachgasemissies.

3.3.4.7 Methaan producerende bacterién

Introductie

Methaan producerende organismen zijn micro-organismen die betrokken zijn bij de productie van het
broeikasgas methaan (CH,). De belangrijkste groepen van methaan producerende organismen in de bodem
zijn methanogenen, die behoren tot het Archaea-domein. Deze organismen gedijen in zuurstofarme
(meestal natte) omstandigheden en kunnen organisch materiaal afbreken via een proces dat
methanogenese wordt genoemd, waarbij methaan als eindproduct wordt geproduceerd.

Berekening

Op basis van literatuuronderzoek zijn de volgende genera beschouwd als methanogen:

Methanobacterium Methanofollis Methanosarcina
Methanobrevibacter Methanogenium Methanosphaera
Methanococcus Methanomicrobium Methanospirillium
Methanocorpusculum Methanopyrus Methanothermobacter
Methanoculleus Methanoregula Methanothrix
Methanoflorens Methanosaeta
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Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
Maximale

bewortelingsdiepte 0,853 0,017 1,26E-05 -0,386
Kruidenrijkdom (Q-waarde) | 0,739 0,030 0,170 -0,123
Pot. CH, uitstoot 0,952 0,006 0,256 -0,107
Pot. CO, uitstoot 0,612 0,048 0,808 0,023
Pot. N,O uitstoot 0,913 -0,010 0,565 -0,054

Perspectief als indicator

De potentiéle methaanproductie (lab metingen) op alle percelen was laag, gezien er slechts enkele
veenpercelen in de dataset aanwezig waren. Toekomstig onderzoek op veengronden moet duidelijk maken
of er sprake is van een relatie tussen de hoeveelheid of aandeel methaanproducerende organismen en de
potentiéle methaanuitstoot van een perceel. De waarde van deze indicator is niet te beoordelen op basis
van het huidige onderzoek.

3.3.4.8 Methaan oxiderende organismen

Introductie

Methaan-oxiderende organismen gebruiken methaan als energiebron. Ze zetten daarbij methaan om in
methanol of formaldehyde. Ze kunnen daardoor helpen de methaanuitstoot te beperken. Methaan
producerende organismen leven over het algemeen dieper in de bodem, omdat deze organismen gedijen
onder zuurstofloze omstandigheden. Methaan-oxiderende organismen gedijen in de grenslaag tussen
zuurstofrijke- en zuurstofarme bodem, waar ze methaan gebruiken als energiebron.

Berekening

De hoeveelheid eDNA van methaan-oxiderende organismen is bepaald op basis van de aanwezigheid van
organismen die het pmoA of het mmoX gen bezitten. Het pmoA-gen codeert voor een subeenheid van het
enzym methaanmonooxygenase (PMO) en wordt voornamelijk gevonden in methaan-oxiderende bacterién
van het type | en type Il. Deze bacterién oxideren methaan tot methanol als onderdeel van hun
metabolisme. Het mmoX-gen codeert voor een subeenheid van het enzym methaanmonooxygenase
(MMO) dat voornamelijk voorkomt in methaan-oxiderende archaea. Deze archaea gebruiken het MMO-
enzym om methaan te oxideren tot methanol of formaldehyde.

De volgende zoekopdracht is in augustus 2023 toegepast op de UniProtKB database: “(gene:pmoA) AND
(taxonomy_id:2) OR (gene:pmoA) AND (taxonomy_id:2157)” OR “(gene:mmoX) AND (taxonomy_id:2) OR
(gene:mmoX) AND (taxonomy_id:2157)”. Alle genera die meer dan 10X voorkwamen in de database zijn
beschouwd als methaan-oxiderende organismen. De DNA-sequenties in de dataset waarvan alle best
matches met organismen in referentie database methaan-oxiderend zijn, worden als dusdanig beschouwd.
De hoeveelheid eDNA van methaan-oxiderende organismen is berekend door de hoeveelheid eDNA van alle
methaan-oxiderende organismen in de dataset te sommeren. Het aandeel methaan-oxiderende organismen
is berekend door de som van eDNA van methaan-oxiderende organismen te delen door de totale
hoeveelheid eDNA van prokaryoten.
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Figuur 33. eDNA concentratie van sulfaat reducerende bacterién per grondwatertrap.
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Figuur 34. Aandeel eDNA van sulfaat reducerende bacterién per grondwatertrap.

Correlaties tussen de hoeveelheid en het aandeel eDNA van sulfaat reducerende bacterién en diverse
chemische-fysische parameters, gewaseigenschappen en potentiéle broeikasgasuitstoot zijn weergegeven
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Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
Maximale

bewortelingsdiepte 0,008 0,240 0,004 0,258
Kruidenrijkdom (Q-waarde) | 0,222 0,110 0,822 0,020
Pot. CH, uitstoot 0,249 0,108 0,134 0,140
Pot. CO, uitstoot 0,004 0,266 0,157 0,133
Pot. N,O uitstoot 2,34E-05 0,383 0,367 0,084

Perspectief als indicator

Zowel het aandeel als de totale hoeveelheid eDNA van sulfaat reducerende bacterién was sterk verhoogd
op percelen met een hoge grondwaterstand. Sulfaat reducerende bacterién profiteren sterk van de
daarmee gepaard gaande anaerobe omstandigheden. Daarmee vormen het aandeel en de hoeveelheid
eDNA van sulfaat reducerende bacterién in potentie goede indicatoren voor het optreden van anaerobe
omstandigheden.

3.3.4.10 Schimmels en schimmel/bacterie ratio

Introductie

Schimmels zijn in de bodem o.a. betrokken bij de mineralisatie van organische stof. Als zogeheten
reducenten produceren zij bij dit biologische afbraakproces anorganische voedingszouten (bijv. nitraten en
fosfaten), koolstofdioxide en water. Deze stoffen zijn weer van belang voor de groei en ontwikkeling van o.a.
planten en daarmee de productie van biomassa. In dit kader is de eukaryote DNA-data onderzocht op de
aanwezigheid van sequenties van saprotrofen, i.e. organismen die leven van dood organisch materiaal.
Saprotrofen worden vaak ingedeeld op basis van het type dood organisch materiaal waarop zij leven; hout,
kruiden, strooisel (terrestrisch) of mest.

De schimmel/bacterie verhouding kan inzicht geven in de (dynamiek van) organische stof in de bodem. Een
hogere schimmel/bacterie ratio, dus wanneer er relatief meer schimmels aanwezig zijn, is een indicatie voor
organische stof die overwegend uit moeilijk afbreekbare C-verbindingen (bijv. lignine) bestaat. In het
algemeen vindt in schimmelrijke bodems meer humificatie (opbouw van organische stof) plaats doordat de
afbraak langzamer plaats vindt. Een bodem waarin veel schimmels voorkomen duidt op een onverstoorde
bodem. Een lage schimmel/bacterie verhouding, dus relatief veel bacterién, duidt op organische stof die uit
eenvoudiger afbreekbare C-bronnen bestaat. Resultaat hiervan is een hogere mineralisatiesnelheid
vanwege snellere afbraak van organische stof. Een lage schimmel/bacterie ratio kan duiden op
(mechanisch) verstoorde bodems, welke ook vatbaarder kunnen zijn voor bijv. ziektes en droogte, of op een
bodem die (in het verleden) sterk verrijkt is met stikstof (lage C/N ratio).

Bacterién produceren suikers waardoor bodemdeeltjes aan elkaar plakken. Dit verbetert de
bodemstructuur en houdt nutriénten vast waardoor deze minder snel uitspoelen (reviewed in: Costa et al.,
2018). Ook schimmels verbeteren de bodemstructuur; door het vormen van schimmeldraden wordt de
grond bij elkaar gehouden in zogeheten aggregaten en wordt de doorlaatbaarheid bevorderd.
Bodemaggregaten vormen verschillende (besloten) niches voor uiteenlopende en specifiek daarop
aangepaste soorten micro-organismen (Custédio et al., 2022). Op hun beurt beinvioeden deze micro-
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Het aandeel arbusculaire schimmels ten opzichte van de totale schimmelpopulatie laat een vergelijkbaar
beeld zien. Echter ontbreekt de relatie met de CEC, het kleigehalte en diverse elementen op de CEC zoals
calcium en magnesium.

Het aandeel arbusculaire schimmels ten opzichte van de totale hoeveelheid eDNA geeft een correlatie met
andere parameters, behalve een negatieve correlatie met de maximale bewortelingsdiepte. Als de
maximale bewortelingsdiepte afneemt dan neemt het aandeel arbusculaire schimmels dus toe.

Tabel 17. Spearman’s rank correlaties tussen de eDNA concentratie van arbusculaire schimmels en het
aandeel arbusculaire schimmels en diverse chemische-fysische parameters, gewaseigenschappen en
potentiéle broeikasgasuitstoot. De gegeven correlatiecoéfficiénten voor CO, en CH, (methaan) zijn gemeten
bij 60% van de vioeigrens en N,O (lachgas) bij 90% van de vloeigrens. Statistisch significante positieve

relaties zijn groen gemarkeerd, significante negatieve relaties zijn rood gemarkeerd.

Chemisch-fysische eigenschappen

AM/totale eDNA

eDNA concentratie AM | AM/schimmels concentratie
Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho p-waarde rho
0S % 3,61E-07 0,432 1,57E-05 0,372 0,508 -0,059
C-organisch 5,27E-08 0,458 3,05E-05 0,360 0,457 -0,066
N-Totaal 5,56E-06 0,377 3,25E-05 0,347 0,596 -0,046
CN-ratio 0,077 -0,152 0,669 -0,037 0,821 -0,020
P-AL 0,002 -0,265 0,059 -0,162 0,751 0,027
P-CaCl 0,742 0,028 0,839 0,018 0,896 0,011
S-Totaal 0,000 0,304 1,05E-05 0,367 0,728 -0,030
Na-Totaal 0,941 0,006 0,007 -0,231 0,389 -0,074
Ca-Cohex 0,006 0,235 0,586 0,047 0,174 -0,117
K-Cohex 0,130 0,129893 | 0,642 -0,040 0,327 -0,084
Mg-Cohex 1,68E-07 0,429125 | 0,255 0,098 0,436 -0,067
Fe-Totaal 0,003 0,256109 | 0,100 0,141 0,825 0,019
CEC-Cohex 0,001 0,269542 | 0,488 0,060 0,203 -0,110
Klei % 5,29E-05 0,33824 0,270 0,094 0,712 -0,032
pH-CaCl 0,027 -0,18756 | 0,014 -0,207 0,094 -0,142
Bulkgewicht 4,4E-05 -0,36387 | 0,004 -0,264 0,056 0,175
Vocht % bij
bemonstering 1,27E-07 0,451414 | 0,000 0,310 0,484 -0,063

Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

AM/totale eDNA
eDNA concentratie AM | AM/schimmels concentratie

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho p-waarde rho
Maximale
bewortelingsdiepte 0,021 0,209 0,904 -0,011 0,025 -0,204
Aantal plantensoorten | 0,023 0,203 0,021 0,205 0,921 -0,009
Kruidenrijkdom
(Q-waarde) 0,042 0,181 7,36E-05 0,346 0,815 -0,021
Pot. CH, uitstoot 0,838 0,019 0,408 0,078 0,814 0,022
Pot. CO, uitstoot 0,000 0,329 0,000 0,336 0,858 -0,017
Pot. N,0O uitstoot 1,85E-06 0,428 0,165 0,130 0,969 0,004
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Figuur 41. De hoeveelheid eDNA van regenwormen was groter in rivierklei dan dekzandbodems

Tabel 19. Spearman’s rank correlaties tussen de eDNA concentratie en het aandeel regenwormen & diverse
chemische-fysische parameters, gewaseigenschappen en potentiéle broeikasgasuitstoot. De gegeven
correlatiecoéfficiénten voor CO, en CH, (methaan) zijn gemeten bij 60% van de vioeigrens en N,O (lachgas)
bij 90% van de vloeigrens. Statistisch significante positieve relaties zijn groen gemarkeerd, significante

negatieve relaties zijn rood gemarkeerd.

Chemisch-fysische eigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
0S % 0,787 -0,024 0,727 -0,031
C-organisch 0,840 -0,018 0,820 -0,020
N-Totaal 0,786 -0,023 0,776 -0,025
CN-ratio 0,485 -0,060 0,717 -0,031
P-AL 0,952 -0,005 0,565 -0,050
P-CaCl 0,033 0,182 0,031 0,185
S-Totaal 0,849 -0,016 0,987 -0,001
Na-Totaal 0,453 -0,065 0,342 -0,082
Ca-Cohex 0,813 0,020 0,440 0,067
K-Cohex 0,806 0,021 0,718 0,031
Mg-Cohex 0,806 0,021 0,764 0,026
Fe-Totaal 0,938 0,007 0,715 0,031
CEC-Cohex 0,779 0,024 0,586 0,047
Klei % 0,816 0,020 0,640 0,040
pH-CaCl 0,683 0,035 0,406 0,071
Bulkgewicht 0,926 -0,009 0,814 0,022
Vocht % bij bemonstering 0,842 -0,018 0,735 -0,030

65



Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
Maximale

bewortelingsdiepte 0,296 0,096 0,811 0,022
Kruidenrijkdom (Q-waarde) | 0,782 -0,025 0,852 -0,017
Pot. CH, uitstoot 0,838 -0,019 0,452 0,071
Pot. CO, uitstoot 0,665 -0,041 0,584 -0,052
Pot. N,O uitstoot 0,875 -0,015 0,885 -0,014

Perspectief als indicator

Er is een positieve correlatie gevonden tussen de hoeveelheid regenwormen en de hoeveelheid eDNA van
regenwormen. Deze was echter minder sterk dan verwacht. Vermoedelijk wordt de hoeveelheid eDNA van
regenwormen niet alleen beinvloed door de hoeveelheid wormen maar ook door de activiteit van
regenwormen. Deze aanname wordt bevestigd door een positieve correlatie tussen de hoeveelheid eDNA
van regenwormen en het vochtpercentage in de monsters. Als inderdaad aangetoond kan worden dat de
hoeveelheid eDNA van regenwormen afhankelijk is van de activiteit van regenwormen dan vormt de
hoeveelheid eDNA van regenwormen een relevante indicator voor de mate van bioturbatie door
regenwormen activiteit. Echter is het van belang om door middel van een laboratoriumexperiment aan te
tonen dat er inderdaad een relatie is tussen de activiteit van regenwormen en de hoeveelheid eDNA van
regenwormen in de bodem. Er is dus nader onderzoek nodig om deze indicator in de praktijk toe te passen.

3.3.4.13 Protozoa

Introductie

Protozoa zijn eencellige micro-organismen die behoren tot het domein Eukaryota. Ze vertonen een grote
diversiteit in vorm, grootte en levensstijl. Protozoa kunnen worden gevonden in verschillende omgevingen,
waaronder de bodem. Ze spelen een essentiéle rol in bodemecosystemen en hebben verschillende
belangrijke functies.

Allereerst zijn protozoa belangrijk voor de afbraak en recycling van organisch materiaal in de bodem. Ze
voeden zich met bacterién, schimmels, algen en andere organische deeltjes, waardoor ze bijdragen aan de
mineralisatie van voedingsstoffen en de vorming van humus.

Daarnaast spelen protozoa een rol in de regulering van de microbiéle populaties in de bodem. Ze kunnen
dienen als predatoren van bacterién en andere protozoa, waardoor ze de populatiedichtheid en diversiteit
van micro-organismen in balans houden.

Berekening

De volgende stammen (phyla) zijn tot de protozoa gerekend:

Amoebozoa Dinoflagellata Evosea
Ciliophora Choanoflagellida Discosea
Euglenozoa Radiolaria

Apicomplexa Foraminifera
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Tabel 20. Spearman’s rank correlaties tussen de eDNA concentratie en het aandeel protozoa & diverse
chemische-fysische parameters, gewaseigenschappen en potentiéle broeikasgasuitstoot. De gegeven
correlatiecoéfficiénten voor CO, en CH, (methaan) zijn gemeten bij 60% van de vioeigrens en N,O (lachgas)
bij 90% van de vloeigrens. Statistisch significante positieve relaties zijn groen gemarkeerd, significante
negatieve relaties zijn rood gemarkeerd.

Chemisch-fysische eigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
0S % 0,000 0,307 0,112 -0,141
C-organisch 0,000 0,334 0,179 -0,119
N-Totaal 0,210 0,108 0,006 -0,234
CN-ratio 0,937 -0,007 0,710 0,032
P-AL 0,801 -0,022 0,163 0,120
P-CaCl 0,794 0,023 0,251 -0,099
S-Totaal 0,244 0,100 0,043 -0,173
Na-Totaal 0,146 -0,125 0,942 0,006
Ca-Cohex 0,229 0,103 0,081 -0,150
K-Cohex 0,451 0,065 0,342 -0,082
Mg-Cohex 0,198 0,111 0,036 -0,179
Fe-Totaal 0,743 0,028 0,053 -0,166
CEC-Cohex 0,161 0,120 0,067 -0,157
Klei % 0,481 0,061 0,023 -0,194
pH-CaCl 0,464 0,063 0,120 0,132
Bulkgewicht 0,006 -0,250 0,043 0,185
Vocht % bij bemonstering 0,013 0,222 0,014 -0,220
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Ecosysteemdiensten en gewaseigenschappen

eDNA concentratie Aandeel

Omschrijving p-waarde rho p-waarde rho
Maximale

bewortelingsdiepte 0,080 0,160 0,774 -0,026
Kruidenrijkdom (Q-waarde) | 0,203 -0,114 1,63E-05 -0,374
Pot. CH, uitstoot 0,231 -0,113 0,668 -0,040
Pot. CO, uitstoot 0,536 0,058 0,042 -0,190
Pot. N,O uitstoot 0,000 0,724 0,371 0,084

Perspectief als indicator

De verwachting was dat er meer protozoa gevonden zouden worden in stabiele graslanden. Protozoa
bevinden zich hoger in het voedselweb en zouden daarmee gevoelig zijn voor verstoring. De resultaten
vertellen echter een ander verhaal. Juist in verstoorde graslanden blijkt het aandeel eDNA van protozoa laag
te zijn. Er is verdiepend onderzoek nodig. Deels zou dit kunnen op basis van de reeds verzamelde data. Het
zou interessant zijn om te onderzoeken om welke soorten protozoa het gaat. Mogelijk profiteren bepaalde
soorten protozoa juist van verstoring, terwijl andere soorten juist afnemen als gevolg van verstoring. Ook
kan onderzocht worden hoe de diversiteit van protozoa verandert onder invloed van verschillend beheer.
Kortom, het aandeel eDNA van protozoa wordt sterk beinvioed door het beheer, en vormt daarmee in
potentie een relevante indicator. Er is echter verdiepend onderzoek nodig om beter te begrijpen waarom
het aandeel eDNA van protozoa toeneemt als gevolg verstoring van de bodem.
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Tabel 21. Chemische analyses waarop de sensorpercelen zijn geselecteerd. Op drie van de percelen werd een
speciaal management toegepast, B: Winterdag bevloeiing, V: Vaste mest, D: Drainage.

Perceel 51 55 85 109 120 11 15
Aantal sensoren 3 1 3 1 1 1 1
Bodemtype dekzand  dekzand  dekzand | rivierklei rivierklei veen veen
Grondwatertrap VII Vb 1 VI - Il I
Drainage Nee Nee Nee Nee Nee Ja Nee
pH 5.1 5.1 5.0 6.4 6.7 5.5 5.8
Organische stof 53 5.1 6.9 6.6 7.3 15.3 12.2
Stikstof totaal (mg/kg) 2107 2000 2912 3018 3527 6333 5247
C:N ratio 15 15 12 9 7 9 11
Zand (%) 87 85 91 55 73 66 66
Zilt (%) 10 12 8 29 17 19 19
Klei (%) 3 2 3 13 18 21 12
Management B \ D

Bij de zandpercelen zijn 51 en 55 sterk vergelijkbaar. 85 wijkt af in de grondwatertrap en de
winterdagbevloeiing, maar ook in organisch stofgehalte. Tussen de kleipercelen is het voornaamste verschil
dat perceel 120, waarschijnlijk door de toepassing van vaste mest, meer organische stof bevat. Daarnaast is
het gehalte zand hoger. De veenpercelen hebben beide een hoog organisch stofgehalte, maar dit ligt nog 3%
hoger op perceel 11. Daarnaast wordt op perceel 11 ook drainage toegepast.

De gegevens in bovenstaande tabel zijn gebaseerd op historische analyses op het perceel. Gedurende het
project zijn alle bovenstaande metingen nogmaals verricht. Daarnaast zijn er ook aanvullende chemische,
fysische en biologische metingen gedaan. In onderstaande tabel zijn de bijzonderheden per perceel
samengevat, waarbij is gekeken naar metingen die relateren aan de bodemfunctie waterregulatie. Voor
perceel 109 zijn door een fout bij de monstername niet alle bodemanalyses verricht en is het overzicht
mogelijk incompleet. In onderstaande paragrafen wordt uitvoeriger ingegaan op resultaten per perceel in
de context van de spreiding in de dataset.
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Figuur 48. Signaalsterkte van de verbinding met het TTN LoRa Netwerk. Een rode stip op de kaart geeft

aan dat er een hele sterke verbinding was en een blauwe stip geeft een zwakkere verbinding aan.
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Voor een bredere inzet van de sensoren is het van belang een initiéle kalibratie te doen met de bodem in
kwestie. Een onderzoeksvraag voor vervolgonderzoek is welke componenten van de bodem bepalend zijn
voor de vorm van de kalibratie-curve. De kalibratiecurve blijkt in ieder geval afhankelijk van klei-gehalte en
organische stof. Dit zijn componenten die niet snel veranderen in de tijd en daardoor mogelijk gebruikt
kunnen worden om de kalibratie-curve te schatten. Echter, de invloed van snel veranderende componenten,
zoals EC, moet worden uitgesloten wil dit een alternatief zijn voor bodem-specifieke kalibratie.

Zand - Veldmetingen Zand - Lab-metingen
3000
2500
[ ‘? ro-“‘ r
< 2000 s s ——a—— Zand 40cm 20c
% 500 -‘Ai E- e 7N 40 10c
?, . a ——i— Zand 10cm 20c
1000 e a0 10cm 10
e ® _— = ljklijn Pinotech
~ o— - ljKii
500
4
0
12 108 2R 3% 4R 50%

3000
2500 . et *' gt *
5 2000 L 4 = —a— Klei 10cm 20
% 7 i ——a—— Klei 10cm 10c
1500 . 8 ——— Kl&i 20cm 20c
1000 —i—mﬂi A0cm 10c
,«": . — #— - ljkijn Pinotech
500
('S
0
% 1% 0% 3% 4% 5%

3500
3000 .
L] -?
2500 -
'_.l = il 22N 10cm 10c
% 2000 |, E ——i— Veen 10cm 20c
] iy EEN 40cm 10c
150 ‘: —b—Veen 40cm 20c
1000 ‘ = = = jkiijn Pinatech

o

1 2% 4% 6% B 100%
Baodenmonchit

Figuur 51.Kalibratiecurves en meetwaarden in het veld (links) en het lab (rechts)
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Figuur 55. Variatie in lokale metingen van Figuur 54. Relatie tussen lokale meting en de meting
luchtvochtigheid van het dichtstbijzijnde KNMI station

Op basis van de samenvatting in bijlage 3 is te concluderen dat de sensoren drie typen gedrag laten zien.

A) Lineaire relatie met data van het KNMI
B) Overschatting van de luchtvochtigheid ten opzichte van het KNMI
C) Geen relatie

Acht van de sensoren geven sterk afwijkende metingen en laten geen logische relatie zien met de data van
het dichtstbijzijnde KNMI station. Van de sensoren die wel een logisch verband laten zien, is bij 7 sprake van
structurele overschatting, zoals te zien in figuur x en bij 4 sprake van een nette lineaire relatie.

De relatie tussen beide metingen voor de beiden type gedrag te benaderen met de formule:
A) RHknmi: 0.93*RH5i7021 +1.18
B) RHknmi = O'SO*RHSi7021 +6.61

Er kan geconcludeerd dat voor de bepaling van luchtvochtigheid, de prestatie van de si7021 in een
veldsituatie slecht is. Er lijkt geen verband te zijn tussen afwijkende luchtvochtigheidsmetingen en
afwijkende temperatuurmetingen, de sensoren kunnen dus wel ingezet worden voor temperatuurmeting.
Als de sensoren worden ingezet voor luchtvochtigheidsmetingen, is het van belang elke sensor van tevoren
te controleren op foutieve metingen.
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februari. In beide gevallen viel dit samen met de bemesting van het perceel. Veldmetingen van CO, zijn
daarmee inzetbaar om bemestingstiming te registreren en in de toekomst mogelijk ook te relateren aan de

CO, uitstoot na bemesting.

Op zandperceel 55 gedroeg de CO, concentratie zich zoals verwacht, concentraties lagen nabij de 400ppm
en lager in de zomer, wanneer er veel plantengroei is, dan in de winter. Op veenperceel 15 werd juist een
relatief hoge CO, concentratie gemeten gedurende de zomer (>500 ppm). Gezien op dit perceel ook het
bodemvocht sterk daalde gedurende de zomer is dit waarschijnlijk een direct effect van veen-oxidatie.

2500

800 +
2000 -+

@
=}
=}

y_corr_ma
=
G
[=]
o

o
o
S

1000 |-

e NI = RERTHE

CO2_humidity_corr_ma

CO2_humidit

0 : : o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
01-03 01-05 01-07 01-09 01-11 01-01 01-02 01-03 01-04 01-05 01-06 01-07 01-08 01-09 01-10 01-11 01-12 01-01
date_time date_time

Figuur 63. Veldmetingen van de CO, concentratie op 1.8m boven het maaiveld op een zandperceel (55,
links) en veenperceel (15, rechts), uitgezonderd metingen waarbij de luchtvochtigheid groter was dan
85% en periodes dat de sensor storingen vertoonde.

Er vinden op dit moment nog te weinig CO, metingen plaats in Nederland om de veldmetingen mee te
vergelijken en in te kunnen schatten of de gemeten luchtconcentraties te relateren zijn aan fluxen op
perceel, of gebiedsniveau. De bepaling van fluxen wordt doorgaans gedaan door eddy-covariance metingen
of met behulp van CO, kamers. Eddy-covariance metingen vereisen een zeer grote precisie en een groot
aantal sensoren (CO,, wind, druk, temperatuur), wat de inzetbaarheid van ‘cheaptech’ sensoren voor dit
type metingen beperkt. Voor CO, kamers zijn ‘cheaptech’ sensoren mogelijk wel inzetbaar. Om de
accuraatheid en toepasbaarheid van de sensoren voor deze toepassing in te schatten zijn in het lab
metingen gedaan aan referentieoplossingen en een veenbodem.
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Figuur 64. Metingen in een eenvoudige CO,-kamer uitgerust met de SDC-30 sensor, onder een
gecontroleerde luchtvochtigheid. De kalibratiecurves (links) zijn gemaakt door een natriumbicarbonaat
referentieoplossing op te lossen in een overmaat aan zuur. Bodemmetingen (rechts) zijn in tweevoud
gedaan aan de toplaag (10cm) (paars) en in eenvoud aan de diepere laag (40cm) (donker-paars) van

veenperceel 15.

De response van de SDC30 vertoont een goede relatie (R=0.98) met de referentieoplossingen in het geteste
bereik (400-1700 ppm). Met de opstelling werd op vers gestoken monsters van veenperceel 15 in de toplaag
een CO, flux gemeten van 117 — 222 mg CO, per m* bij een bodemvochtpercentage van 31-33%. De diepere
laag (40 cm) had op dat moment een vochtpercentage van 40%, nabij de vloeigrens en stootte maar 27 mg
CO, per m” uit. De gemeten waarden in de toplaag komen qua ordegrootte overeen met professionele
potentieel broeikasgasemissie metingen aan dezelfde bodem. In deze meting werd een flux van 160 mg CO,
per m’ per uur gemeten op (kamer)gedroogde monsters, die waren vernat tot 25% bodemvocht.

Er kan geconcludeerd worden dat de geteste CO, sensor (SDC30) potentie heeft voor het meten van
broeikasgasemissies in graslanden. Op korte termijn zijn de sensoren inzetbaar in eenvoudige CO, kamers,
waarmee in het lab de potentiéle CO, uitstoot bepaald kan worden. Om deze CO, kamers ook real-time in
het veld in te kunnen zetten is een oplossing nodig voor de verstoring van de meting bij een hoge relatieve
luchtvochtigheid (>85%). In veldmetingen van de CO, concentratie van de lucht boven het maaiveld, zijn
pieken te observeren na bemesting en trends van veenoxidatie zichtbaar. Er zijn op dit moment echter veel
te weinig meetpunten van CO, in Nederland om een inschatting te maken of deze observaties ook

kwantitatief te relateren zijn aan lokale fluxen.
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4.8.2 Beregeningsadvies

In droge perioden kan er gekozen worden om het gewas te beregenen om productiviteitsverlies en
blijvende schade aan het gewas te voorkomen. In onderstaande grafiek is te zien dat er tijdens de droogte in
2022 op 23 percelen is beregend. Op 57 percelen is er niet beregend. In een klein aantal gevallen omdat dit
niet nodig was, maar in de meeste gevallen was beregening niet mogelijk of is er gekozen niet te beregenen.
Voor 49 percelen is het onbekend. Ervan uitgaande dat bovenstaande resultaten representatief zijn voor de
dataset, is op 29% van de percelen beregend.
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Figuur 65. Aantal percelen waarop beregend is. Op percelen waar niet beregend is kon in de vragenlijst
worden aangegeven waarom dit het geval was: beregenen was niet nodig, beregenen was niet mogelijk of
niet toegestaan of er is actief gekozen om niet te beregenen.

In de praktijk zullen veel gebruikers het moment van beregenen bepalen aan de hand van de staat van het
gewas. Metingen van bodemvocht kunnen helpen om het optimale moment van beregenen en de juiste gift
te bepalen. Hoeveel water de wortels van het gewas op kunnen nemen hangt af van de zuigspanning. Bij
een zuigspanning van pF 4.2 zijn de meeste gewassen niet meer in staat water uit de bodem op te nemen.
Doorgaans wordt daarom geadviseerd om te gaan beregenen vanaf een zuigspanning van pF 3.3. De relatie
tussen het bodemvochtgehalte en de zuigspanning wordt gegeven door de pF-curve. Deze pF-curve is
specifiek voor elke bodem.

Om vanuit bodemvochtmetingen te komen tot een beregeningsadvies, zal daarom de pF-curve bekend
moeten zijn. pF curves worden doorgaans berekend op basis van klei, zilt, zand en organische stof gehaltes,
en zijn dus te schatten met de resultaten van een gangbare bodemanalyse.

Daarnaast is een accurate meting van bodemvocht nodig. Het verschil tussen pF 3.3 en pF 4.2, kan in een
zandbodem minder dan 5% bedragen. Een factor 0.21 afwijking (1% bij dit bodemvochtgehalte) kan dus
grote gevolgen hebben voor de waarde van het advies. Zoals aangegeven in vorige paragraaf is de relatie
tussen de sensormeting en het gemeten bodemvochtgehalte in het lab en het veld voor droge zandbodems
niet lineair. Daarnaast introduceert de schatting van de pF curve een foutmarge. De combinatie van beide
foutmarges kan snel leiden tot een verkeerd advies.

Om met de geteste sensoren beregeningsadvies uit te kunnen brengen zal meer werk moeten worden
verricht aan de kalibratie van de sensoren. Een interessant alternatief is het leggen van een directe relatie
tussen de gemeten waarde en de staat van het gewas. Hiermee worden de foutmarges door de kalibratie en
de schatting van de pF-curve grotendeels vermeden. Een dergelijke relatie zou bijvoorbeeld gelegd kunnen
worden met behulp van satellietgegevens.
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4.8.3 Bemestingstiming voorjaar

Van de onderzochte proefpercelen werden 86 percelen actief bemest en 23 percelen niet bemest. Ervan
uitgaande dat dit representatief is voor de gehele dataset werd 79% van de percelen bemest. Daarvan werd
op 64 percelen ook kunstmest gebruikt (59%).
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Figuur 66. Aantal percelen waarop wordt bemest (links) en waar specifiek kunstmest wordt gebruikt (rechts).

Bij de eerste voorjaarsbemesting is het van belang dat de bodem in staat is om de voedingsstoffen op te
nemen en het gras in staat is om de aangeleverde voedingsstoffen te benutten. Te vroege bemesting kan de
productie en gewaskwaliteit verlagen en verlies van voedingstoffen naar het milieu veroorzaken. Te late
bemesting kan ook een verlaagde productie en gewaskwaliteit veroorzaken.

Voor bemesting met kunstmest, wordt in het gangbare bemestingsadvies voor gras in het voorjaar gebruik
gemaakt van de temperatuursom (Tsom) om het optimale tijdstip te bepalen. Voor drijfmest wordt volgens
het advies de wettelijke toegestane datum voor uitrijden van mest aangehouden (15 februari), maar in de
praktijk veelal gewacht tot begin maart, wanneer de risico’s op vorst en neerslagoverschot kleiner zijn
(Gollenbeek & Hoving, 2016). De Tsom wordt gezien als goede benadering voor gemiddelde jaren, maar een
te grove richtlijn in jaren met afwijkende weersomstandigheden. Voor drijffmest ontbreekt het nog aan
duidelijke criteria voor het optimale bemestingstijdstip (Gollenbeek & Hoving, 2016). Experimentele
gegevens suggereren dat hoe eerder er bemest wordt hoe langer de tijdsperiode is waarover het grasland
de gegeven stikstof kan opnemen (en daarmee bijdraagt aan een hogere benutting).

Directe meting van de bodemtemperatuur kan een alternatief of aanvulling zijn voor de Tsom wanneer het
gaat om bemesting met kunstmest. Daarnaast kan het ook ingezet worden voor de bepaling van de
optimale bemesting met dierlijke mest, waarvoor de bemestingstiming nog voornamelijk bepaald wordt
door wettelijke en praktische overwegingen.

De Tsom wordt berekend door de daggemiddelde temperatuur vanaf 1 januari op te tellen, mits deze boven
nul zijn. Er wordt geadviseerd om te bemesten tussen een Tsom van 180 en 280 °C. In onderstaande tabel is
voor alle sensorpercelen de start en het eind van deze periode berekend. Hierbij is gebruik gemaakt van de
temperatuurmeting van het dichtstbijzijnde KNMI weerstation.

Daarnaast is er gekeken naar mogelijke grenswaarden voor de bodemtemperatuur. Hierbij zijn verschillende
temperatuurniveaus vergeleken: 5 dagen > 6°C, jaartrend boven de 8°C (Stienezen et al. 2016)
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Figuur 67. Data waarop de grenswaarde van verschillende indicatoren wordt bereikt voor één van de
sensoren op perceel 85.

De toegevoegde waarde van bodemtemperatuur metingen is tweeledig. In jaren, zoals 2022, waarin het
temperatuurverloop afwijkt van het gemiddelde, is de Tsom een minder goede indicator van grasgroei en de
capaciteit om bemesting op te nemen. Daarnaast is er aanzienlijke variatie tussen percelen, als gevolg van
lokale omstandigheden of beheermaatregelen, die niet inzichtelijk is door enkel te kijken naar de Tsom. Het
baseren van de bemestingstiming op de Tsom kan op deze percelen gevolgen hebben voor productie,
gewaskwaliteit en verlies van nutriénten naar het milieu. Informatie van de bodemtemperatuur kan dus
direct ingezet worden voor verbetering van de bedrijfsvoering. Wel is het per bedrijf de vraag of
bijvoorbeeld door beperkte capaciteit van de mestopslag, het timen van bemesting op bodemtemperatuur
in de praktijk mogelijk is.

4.9 Prototype indicatoren

In onderstaande Tabel 28 zijn de indicatoren weergegeven die in het kader van dit project zijn onderzocht.
In onderstaande paragrafen wordt in detail ingegaan op het principe van de indicator, de resultaten voor de
proefpercelen en indien de resultaten voldoende betrouwbaar zijn, de relatie met andere indicatoren of
relevante metingen.

De gevoeligheid van de indicator geeft aan of het waarschijnlijk is dat de resultaten van de indicator zeer
afhankelijk zijn van de meetresolutie in de tijd, de prestatie van de sensor of het type sensor en tot slot de
analyse. Hier wordt in detail op ingegaan in het hoofdstuk 3.9.6 “Gevoeligheid van de indicatoren”.

De toepasbaarheid en de verbeterpunten van de indicatoren worden in de volgende paragrafen toegelicht.
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Tabel 28. Onderzochte indicatoren en een samenvatting van de bodemfunctie, de gevoeligheid van de indicatoren, de toepasbaarheid en eventuele

verbeterpunten.
Eenheid Bodemfunctie Gevoeligheid Toepasbaar Verbeterpunten
Onderzochte indicator Resolutie [Sensor |Analyse
1 |Vertraging tussen . ) Bepalen of correctie voor
. ) . Bepaling pieken en .
neerslagpiek en Infiltratie (door o Direct op alle watervasthoudend vermogen
o Uur IE; Nee kwaliteit .
bodemvocht piek in de grote porién) ondergronden nodig is met
neerslaggegevens . .
toplaag referentiemetingen
2 Vertraging tussen
bodemvocht piek in de Drainage (door . . Direct op alle Corrigeren voor
Uur Ua Nee Bepaling pieken
toplaag (10cm) en grote porién) ondergronden watervasthoudend vermogen
diepere laag (40cm)
3 Modelmatige aanpak om te
Gemiddelde vertraging ) ) 8 P
. Direct op alle corrigeren voor
tussen toplaag (10cm) |Uur Drainage Nee Nee -
. ondergronden watervasthoudend
en diepere laag (40cm)
vermogen.
4 \Watervasthoudend Toepasbaar op zand. Op [Keuze van het stagnatiepunt
Het stagnatiepunt % v/v  |vermogen Nee Ja Bepaling pieken klei en veen onvoldoende |en interpretatie ten opzichte
(verwelkingspunt) interpretabel van het verwelkingspunt
5 [Verschil met het L Bepaling Accuratere sensoren of
. % v/v  |Vochtvoorziening [Nee Ja ; Nee . . .
verwelkingspunt verwelkingspunt betere kalibratie nodig.
6 % van Zand, klei en veen, mits
. Invioed van bodemvocht en
Tijd dat bodemvocht < |het L. . i er gedurende de o
i .. |Vochtvoorziening |Nee Nee Bepaling pieken ) . beworteling in diepere laag
stagnatiepunt groeiseiz meetperiode sprake is . .
. meenemen in de berekening
oen van stagnatie
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4.9.2.1 Huidige aanpak

Infiltratie kan in het veld gemeten worden met een infiltrometer. Dit is echter een arbeidsintensieve
meting en deze wordt daardoor maar zelden uitgevoerd. In zowel in de OBI als de uitvoerige BLN 1.1
beoordelingssystematiek is geen meting voor infiltratie opgenomen. Er zijn in deze systematieken wel
metingen opgenomen die effect hebben op de infiltratie, zoals de bepaling van de structuur in het
kader van de bodemconditie score en metingen met de penetrometer in de BLN1.1 systematiek. Deze
metingen worden echter niet vertaald naar een indicator voor infiltratie. Infiltratie in de OBI wordt
ook niet meegenomen bij de bepaling van water gerelateerde indicatoren zoals droogtestress.
Drainage tussen verschillende bodemlagen wordt niet gemeten in bodemonderzoek.

4.9.2.2 Potentiéle indicator 1: Tijd tussen neerslagpiek en bodemvocht
piek in de toplaag
Het verloop van het bodemvochtgehalte in de toplaag volgt de timing en intensiteit van de neerslag.

De tijd tussen een regenbui en de waarneming van een bodemvocht piek in de toplaag kan informatie
geven over de infiltratie in de bodem.
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Figuur 68. Voorbeeld van de vertraging tussen de start en maxima van de neerslag en bodemvochtpiek op
10cm diepte in een zandperceel.
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rekenmethoden veel verschil tussen de meetlocaties. Wat eveneens opvalt is dat het tweede
kleiperceel een kleine vertraging laat zien, ook vergeleken met de zandpercelen.

Op de zandpercelen is de vertraging het grootst op perceel 85, maar het verschil is niet significant
met de andere zandpercelen. Percelen 51 en 55 liggen dicht bij elkaar.

Gelijk aan de indicator voor infiltratie richt deze indicator zich op water dat getransporteerd wordt via
grote porién, of door gangen gemaakt door regenwormen of reeds afgestorven (pen)wortels. In een
(grove) zandbodem kan drainage via grote porién de dominante vorm van drainage zijn, maar in
bodems met meer klei, zilt of organische stof is dit onwaarschijnlijk. De interpretatie van deze
indicator verschilt daarmee dus per bodemtype. In zandbodems kan het mogelijk een weergave zijn
van de gemiddelde drainage snelheid, terwijl het in klei en veenbodems een hele specifieke maat is
voor drainage via grote porién of gangen. Voor alle percelen is de vertraging van het maximum van
die piek groter dan de vertraging tussen de bases van de piek. Voor vergelijkbaarheid met de
indicator voor infiltratie is bij de interpretatie in volgende paragrafen gebruik gemaakt van de
vertraging tussen de maxima van de pieken.
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Figuur 71. De gemiddelde tijd (mediaan) tussen de bases van de pieken (links) en de maxima van de pieken
(rechts). De foutbalken geven de variatie (standaarddeviatie) aan tussen de verschillende meetlocaties op
het perceel. De kleuren geven de bodemsoort aan, waarbij geel=zand, rood=klei en paars = veen.
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Echter is de hydrologische conductiviteit sterk
afhankelijk van het bodemvochtgehalte (Figuur 74).
Het (gemiddelde) bodemvochtgehalte op het perceel
zal deze indicator dus beinvloeden. Hier kan voor
gecorrigeerd worden, maar een mogelijk beter
alternatief is het nemen van een modelmatig aanpak,
waarbij het bodemvochtgehalte op de verschillende
dieptes wordt beschreven aan de hand van een
bodemvocht model. Door een dergelijk model te
‘fitten’ op de gemeten waarden zou de hydraulische
conductiviteit indirect bepaald kunnen worden. De
berekening van bodemvocht modellen, zoals de veel
gebruikte ‘Richard’s equation’ is echter zeer complex
en vereist nader onderzoek. De pedotransferfuncties
die binnen de OBl gebruikt worden om
watervasthoudend vermogen te berekenen uit chemische
data geven reeds een inschatting van de hydrologische
conductiviteit  bij  verzadiging (K.). Met de
bovengenoemde modelmatige aanpak zou deze

log K (emd™")
&

1 Sand

7 Sandy clay loam
2 Loamy sand 8 Clay loam
3 Sandy loam 9 Silty clay loam

4 Loam 11 Silty clay
14 5 Silt 12 Clay
6Silt loam
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Volumetric Water Content, 6
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Figuur 74. Hydrologische conductiviteit
in verschillende bodemtypes. Comegna

etal 2012

berekende waarde getoetst kunnen worden op de sensordata.

De indicator is breed inzetbaar in alle bodemtypen. Wel is in nattere bodems het jaar-patroon in de
diepere laag moeilijker te detecteren en kunnen er sneller rekenfouten optreden. Dit is mogelijk ook
een gevolg van de keuze voor de geteste sensoren, die een te klein bereik bleken te hebben, met
name in veenbodems. Dit verklaart mogelijk ook de grote variatie op perceel 11.

Zoals aangeven in de voorgaande paragraaf kan in grove zandbodems de vertraging tussen pieken
reeds een beeld geven van de gemiddelde drainagesnelheid. Wanneer beide indicatoren vergeleken
worden, lijkt dit in ieder geval voor percelen 51 en 85 het geval. Voor perceel 55 wordt een vertraging

van 0 uur berekend, dit is mogelijk een rekenfout.
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4.9.2.5 Relatie tussen indicatoren voor infiltratie, drainage en
relevante bodem-metingen

Infiltratie en de drainage tussen de toplaag (10cm) en diepere laag (40cm) is niet direct gemeten in
dit project en is geen onderdeel van gangbare meetmethodes. De indicator is daarom vergeleken met
factoren die bekend zijn van invloed te zijn op drainage:

e Aanwezigheid van regenwormen, totaal en specifiek grondeters en pendelaars
e Verdichting tot 40cm

e Verdichting van 40-80cm

e De bepaalde diepte van de verdichting bij de visuele inspectie

e Structuurscore bij de visuele inspectie

De vertraging tussen een regenbui en de detectie van een bodemvochtsignaal (SL1) is relatief hoog in
perceel 55, dit is ook het enige zandperceel waarbij een hoge verdichting is gemeten in de laag tot
40cm. Deze verdichting ligt daarnaast ook relatief ondiep (25 cm). Op kleiperceel 109 is de infiltratie
ook relatief traag, wat eveneens te maken kan hebben met de verdichting in de laag tot 40cm.
Daarnaast is de infiltratie op de veenpercelen trager dan gemiddeld op klei en zand. Hier lijkt geen
relatie zichtbaar met verdichting, de langzamere infiltratie op veenpercelen kan in dit geval het gevolg
zijn van een gunstige eigenschap, namelijk een zeer hoog watervasthoudend vermogen.

Tabel 29. Indicatoren voor infiltratie en drainage vergeleken met metingen die mogelijk van invloed zijn. De
kleuren geven de relatieve score aan van het perceel vergeleken met het gemiddelde en de variatie van
andere percelen met hetzelfde bodemtype (dekzand, rivierklei en veen). De grijstinten geven de hoogte van
de SL-indicatoren aan in vergelijking met het gemiddelde en de variatie van de sensorpercelen van lichtgrijs
(sneller) tot donkergrijs (langzamer).

Perceel Dataset Zand 51 55 85 Klei 109 120 Veen 11 15

Regenwormen — Totaal 27+ 24 25+ 22 16 105 3 32+ 26 11 41+ 19 73 19

Regenwormen — 22: 23| 20: 20 11 52 0 28+ 27 2 8+ 19 a2 7

Grondeters & pendelaars

Verdichting tot 40cm 324 + 181 400 + 163 300 1000 333 266 + 165 1000 400 161+ 55 304 125

Verdichting 40 — 80cm 760 + 321 919 + 177 584 1000 313 694 + 273 972 1000 583 + 312 724 204

Structuur 14+ 09 15+ 048 2 1 o 12+ 09 0 0 2+ 0 2 2

Diepte verdichte laag 57+ 11 53+ 13 = 25 30 68+ 5 43 40 63+ 5
SL1 (infiltratie, vertraging 12+ 5 10 8 14

grote porién en gangen) -

SL2 (drainage, vertraging 2 + 15 13 12 25 25 25
grote porién en gangen) -

SL3 (drainage gemiddelde 249 + 233 16 9 34 241 200
vertraging) -

Voor de zandpercelen komt de snelheid van de drainage door grote porién en gangen (SL2) qua
ordegrootte overeen met de gemiddelde snelheid van drainage (SL3). Percelen 51 en 85 hebben
beiden een lage verdichting, maar de drainage lijkt iets sneller te verlopen op perceel 51, mogelijk
door de betere structuur, het hogere aantal regenwormen of het lagere watervasthoudend
vermogen.
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Ondanks de sterkere verdichting verloopt de drainage door grote porién en gangen op zandperceel 55
met een vergelijkbare snelheid. Dit is in tegenstelling tot de langzamere infiltratie. Tijdens visuele
inspectie is de verdichte laag geschat op 25 cm diepte. Het is onduidelijk waarom de verdichting
minder effect lijkt te hebben op de drainage dan de infiltratie. Mogelijk speelt het bodemleven hier
een rol: op het perceel werden buitengewoon veel regenwormen gemeten en specifiek pendelaars.
Echter zou men verwachten dat pendelaars ook de infiltratie zouden bevorderen. Tot slot is op dit
perceel maar 1 sensor geplaatst en zou de verdichting op de meetlocatie zich ondieper kunnen
bevinden dan tijdens de visuele inspectie is vastgesteld. Metingen van droge bulkdichtheid
bevestigen dit beeld echter niet.

Voor de kleipercelen geldt dat er een zeer groot verschil is tussen de drainagesnelheid via grote
porién en gangen en de gemiddelde drainagesnelheid. De gemiddelde drainagesnelheid is gelijk voor
beide percelen en lijkt weinig beinvloed te worden door verdichting. De drainage via grote porién en
gangen daarentegen verloopt veel langzamer op perceel 109, dat extreem verdicht is in de laag van 0
tot 40cm diepte. Dit komt overeen met resultaten uit wetenschappelijk onderzoek waaruit blijkt dat
in kleigronden verdichting specifiek het preferent watertransport (via grote gangen en porién)
belemmert.

Op de veenpercelen is de variatie tussen de sensorlocaties op hetzelfde perceel veel groter dan de
verschillen tussen de percelen. De verschillen tussen de percelen zijn daarom lastig te koppelen aan
onderliggende factoren. De gebruikte indicatoren voor infiltratie en drainage worden ook beinvloed
door watervasthoudend vermogen, de aantrekking van water door de bodem boven de sensor kan
ervoor zorgen dat het water pas later de bodemvochtsensor bereikt. De tragere infiltratie en drainage
op veen, kunnen daarmee ook een gunstige eigenschap weergeven. In een vervolgonderzoek kan
verder worden ingezoomd op het corrigeren van deze indicatoren voor watervasthoudend vermogen,
door deze te vergelijken met referentiemetingen van infiltratie. Op basis van deze referentiemetingen
kan per indicator worden afgewogen of deze correctie te maken is middels correctiefactoren, of een
modelmatige aanpak van toegevoegde waarde is.
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