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Geachte mevrouw Huizinga-Heringa,

Naar aanleiding van een adviesvraag van het mii@stan VROM over de levensvatbaarheid
van hybrides tussen twee plantensoorten, advidegZOGEM als volgt.

Samenvatting

Planten die zijn vervaardigd meeHhulp van celfusie of protoplastfusie worden aaraykt
als genetisch gemodificeerdganisme (ggo). Deze planten kunnen uitgezonderdevovar
de ggoregelgeving, als de ouders kunnen kruisen met pehwn conventionel
veredelingsmethoden. Hiervoor wordele nakomelingen van een kruising tussen i
ouderplanten op fenotype of genotype geanalyseddit. kan op verschillend
ontwikkelingsstadia worden uitgevoerd. De analysesmen het bewijs dat de tw
ouderplanten waarmee celfusie is uitgevoerd, tkege kunnen kruisen. VROM heeft van
deze context de COGEM verzocht de vraag te beamtieaovanneer een hybride embryc
kiemplant de mogelijkheden heeft om uit te groe@reen volwassen plant.

Niet alle kruisingen tussen verwante plantensoorigm mogelijk. Dit is het gevolg vai
kruisingsbarrieres die bevruchting of de ontwikkglivan het embryotegenhouder
Celdeling en differentiatie zijn nodig voor de feiontwikkeling van een plantenembryze
COGEM is van mening dat het stadium dat eeedgomogelijkheid heeft om uit te groe
tot een volwassen planeen levensvatbaar embryo is dat gedifferentieerelefsels beve
waarin zaadlob en wortel te onderscheiden zijndanverder opgekweekt kan worden |
behulp van conventionele veredeliregdinieken. Hierbij geldt het torpedovormige stad
bij Arabidopsis thaliana als voorbeeld voor de tweezaadlobbigen. Voor estiahbigen el
naaktzadigen wordt een equivalent differentiateista aangehouden. Opasis van d
ervaring van experts blijkt dat er in hgénoemde stadium zoveel ontwikkelingsbarris
overwonnen zijn, dat de kans erg groot is dat hdirgo uit zal groeiertot een volwasse
plant.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en ketiihivoortvloeiende advies treft u
hierbij aan als bijlage.

Hoogachtend,
ke

Prof. dr. ir. Bastiaan C.J. Zoeteman
Voorzitter COGEM

c.c. Drs. H.P. de Wijs
Dr. I. van der Leijj
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Inleiding

Planten die zijn vervaardigd door middel van cé#fusf protoplastfusie worden aangemerkt als
genetisch gemodificeerd organisme (ggo). Deze @mnmoeten voldoen aan Europese
regelgeving voor ggo’s, zoals beschreven in Rijcht1001/18/EG. De Europese Richtlijn
2001/18/EG is in de Nederlandse wetgeving vastdelieg het Besluit ggé.In de ggo-
regelgeving is een clausule opgenomen over viijsiein van de regelgevird:® Planten
vervaardigd met cel- en protoplastfusie kunnen exadgdeze clausule uitgezonderd worden van
de regelgeving, indien de twee ouderplanten kurkreisen met behulp van conventionele
veredelingsmethoden.

Celfusie en kruisingen hebben beide tot doel waaltleeigenschappen van de ouderplanten
samen te brengen in één plant, de hybride. De #ss&m een kruising is de bevruchting van
een haploide eicel door een haploide spermacdugiewordt daarentegen geinduceerd tussen
twee gewone (somatische) plantencellen.

Kruisingen komen van nature tussen verwante plantaten voor. Veredelaars kunnen met
behulp van conventionele veredelingsmethoden, zbalgloidisatie, voorbehandeling van
mannelijke of vrouwelijke bloemdelen én vitro cultuur van embryo’s of vruchtbeginsels,
soorten met elkaar kruisen waarvan het minder whandijk is dat zij in de natuur met elkaar
zullen of kunnen kruisen.

Adviesvraag

Het ministerie van Volkshuisvesting, Ruimtelijked@ning en Milieubeheer (VROM) ontvangt

verzoeken van veredelingsbedrijven om celfusieqpcteh uit te zonderen van de ggo-
regelgeving. Van de mogelijkheid tot uitsluitingnvaelfusie van ggo-regelgeving is in de

afgelopen jaren met enige regelmaat gebruik gema@ddedelaars leveren hiervoor gegevens
aan die bewijzen dat kruising tussen twee oudet@tewaarmee celfusie is uitgevoerd, mogelijk
is. Deze aanvragen worden op een case-by-casebeasisdeeld.

De gegevens die veredelaars overhandigen om eeidédan te tonen, kunnen verschillen
van een analyse van uiterlijk waarneembare kenmer&a een kiemplant tot een analyse van de
genetische samenstelling van een uitgeprepareefstyemVanuit deze context vraagt het
ministerie van VROM advies aan de COGEM over dgeatle vraag; vanaf welk stadium van
de geslachtelijke voortplanting leert de praktigd deze mogelijkheden heeft om uit te groeien
tot een volwassen plant?

Eerder advies

De COGEM heeft eerder advies uitgebracht over lestijpmateriaal dat nodig is om een
hybride tussen verschillende plantensoorten aatorten® De nakomeling van een kruising
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tussen twee planten kan geanalyseerd worden ogijkitgaarneembare kenmerken (fenotype)
of op de genetische samenstelling van de plantofgpa). In haar advies geeft de COGEM aan
dat zowel fenotypische als genotypische analysekestaanwijzingen kunnen geven dat een
nakomeling van een kruising een hybride is van taggerplanten. Echter, door het aantonen
van moleculaire merkers van beide ouders in de mekog kan volgens de COGEM
overtuigend bewezen worden dat de nakomeling ebrideyis van de twee ouderplanten.

Achtergrond

Geslachtelijke voortplanting bij zaadplanten

Zaadplanten zijn de groep landplanten die zichzeiden voortplanten. De zaadplanten kunnen
worden onderverdeeld in planten met bloemen diekiedzaden vormen, zoals bij fruitbomen,
en planten die kegels hebben met daarin naaktenzadals naaldbomen. In de bloemen of
kegels worden mannelijke en vrouwelijke geslachiseceaangemaakt, in de vorm van pollen
met daarin spermacellen en zogenaamde ‘zaadknoppeindaarin eicellen. Pollen wordt bij
bedektzadigen geproduceerd in meeldraden, bij nadikfen in zakjes op de schubben van de
mannelijke kegel. Het pollen kan de zaadknoppem doder andere wind- of insectenbestuiving
bereiken. Bij bedektzadigen komt het pollen op tmpel van de bloem en vormt dan een
pollenbuis die naar de zaadknop toegroeit, zodapdemacellen de eicellen kunnen bevruchten.
Bij naaktzadige soorten wordt een pollenbuis gewboihnde spermacellen hebben een staart om
zich mee voort te bewegen.

In de pollenbuis bevinden zich twee spermacellen aparte functies hebben. De eerste
spermacel fuseert met de eicel. Bij bedektzadigeerdrt de tweede spermacel met een diploide
cel. Hieruit onstaat het triploide ‘endosperm’, dageding levert voor het embryo. Bij
naaktzadigen onstaat het endosperm uit het hapladésel van de zaadknop.

Nadat de bevruchting van de eicel tot een zygosdt fgeleid, zal deze gaan delen om een
embryo te vormen. Het embryo kent verschillendewidkelingsstadia waarin cellen delen,
differentiéren en/of zich strekken. Bij de tweedahbigen, waaronder de modelplant
Arabidopsis thaliana, zijn de kenmerkende embryonale stadia achterégen® bolvormig,
hartvormig en torpedovormig. Naast het embryo dkitelt ook het triploide endosperm zich
verder en wordt eventueel opgenomen door het embryo

De zaadknop ontwikkelt zich tot een zaadje metida@en volgroeid embryo. Gunstige
omstandigheden leiden tot kieming van het zaadgeé€rste blaadjes van een kiemplant heten
zaadlobben. Hierna worden ‘ware’ bladeren ontwittkdie voor de soort kenmerkend zijn. De
plant zal hierna nog enige tijd ontwikkelen en dwoeien. Op een gegeven moment gaat de
plant over tot het maken van bloemen of kegels ereivoortplantingscyclus voltooid.

Kruisingsbarrieres en veredelingstechnieken

Veruit de meeste plantensoorten kunnen in het midtdmet elkaar kruisen. Dit is het gevolg van
soortbarriéres die bestuiving, bevruchting of déwikkeling van het embryo tegenhouden.
Door een verschil in bloeiperiode van twee sooltigroorbeeld, komen bepaalde kruisingen in
de natuur niet voor. Indien bestuiving wel mogeigkkan het vrouwelijke voortplantingsorgaan
niet receptief zijn voor het pollen, waardoor eemggollenbuis zal groeien. De fusie van de twee
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geslachtscellen kan mislukken doordat de eicelneigtptief is. Ook kan na het ontstaan van de
zygote bij celdeling (mitose) een verschil in chommomaantal van de ouderplanten correcte
paring van de chromosomen in de weg staan. Verdandn er in de daaropvolgende stadia van
ontwikkeling problemen zijn met celdeling en cdigiéntiatie, zodat het embryo stopt met
ontwikkelen.

Omdat veredelaars desondanks bepaalde hybridemnwiéirkrijgen, hebben zij technieken
ontwikkeld waarmee kruisingsbarriéres overkomennlemwordeni. Een voorbeeld hiervan is
embryo rescue, wat toegepast wordt op een embryo in de zaadknopcompatibiliteit met het
endosperm te vermijden. Het embryo wordt hierbtj dé zaadknop verwijderd en op een
voedingsmedium doorgekweekt.

Overweging

Het ministerie van VROM heeft gevraagd, vanaf weitadium van de geslachtelijke
voortplanting de praktijk leert, dat een hybridebeyo mogelijkheden heeft om uit te groeien tot
een volwassen plant. Voor de beantwoording van dgesvraag neemt de COGEM in haar
overweging mee dat conventionele veredelingsmethozizals haploidisatie eambryo rescue,
gebruikt mogen worden voor het verkrijgen van eeuniskngsproduct. Daarnaast wijst de
COGEM erop dat het ministerie van VROM aan de hardinformatie over een kruising tussen
twee ouderplanten een afweging moet maken of elfusisproduct van dezelfde ouderplanten
onder de ggo-regelgeving valt of niet.

Het beste bewijs voor de mogelijkheid om uit teegeo tot een volledige plant is de
volwassen plant zelf. In de praktijk kan het ontwlingspotentieel van een hybride embryo
afhankelijk van de oudersoorten en de gebruikténie&en verschillen. De keuze voor een
stadium in de ontwikkeling van een plant ter beaatrgling van de adviesvraag is daarom deels
arbitrair.

Een tweecellig embryo heeft de eerste celdelinguitathe zygote met succes volbracht.
Naarmate het embryo zich verder ontwikkelt, waazbllen zich delen en gaan differentiéren en
de patroonvorming in het embryo tot stand komt, deor steeds meer barrieres in de
ontwikkeling overwonnen en kan het embryo meerrevatbaar genoemd worden (oftewel het
embryo heeft meer kans op het uitgroeien tot ednagsen plant). Een kiemplant is dermate ver
ontwikkeld, dat deze zich kan handhaven en eengreég kans heeft om een volwassen plant te
worden onder gunstige condities.

De COGEM is van mening dat een embryo dat gediftexerde cellen bevat met een
duidelijk verschil in zaadlobben en wortel, eentgrkans heeft om zich te ontwikkelen tot een
volwassen plant. Het stadium van het embryo datbijieals voorbeeld geldt, is het
torpedostadium in de ontwikkeling van de tweezdatuilpe Arabidopsis thaliana. In dit stadium
zijn de cellen begonnen met strekken. Bij andea@tphgroepen, zoals eenzaadlobbigen, zal een
equivalent differentiatiestadium een goede modediijt hebben om uit te groeien tot een
volwassen plant. Op basis van de ervaring van éxggitkt dat er in het genoemde stadium
zoveel ontwikkelingsbarrieres overwonnen zijn, datkans erg groot is dat het embryo met
behulp van conventionele veredelingstechniekenaligroeien tot een volwassen plant.
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Bewijs voor een kruisingsproduct

De adviesvraag is gesteld vanuit de context datveeedelaar wil aantonen dat een nakomeling
van twee ouderplanten een hybride is, om vrijstgllie verkrijgen voor een hybride die
verkregen is door protoplast- of celfusie van delsebuderplanten.

De COGEM heeft eerder gesteld dat fenotypischeyaeaterke aanwijzingen kan geven om
een hybride aan te tonérrenotypische analyse zal slechts in bepaalde kiklimgsstadia van
de plant succesvol zijn, zoals bij volwassen plardee ‘waar’ blad hebben en in sommige
gevallen bij vruchten, kegels of kiemplanten. Enaisy vertonen hiervoor te weinig
onderscheidende soortskenmerken.

De COGEM heeft in haar eerdere advies ook gestedtl gkenotypische analyse
doorslaggevend is om een hybride aan te tOrigen zaadje of een kiemplant bevat doorgaans
genoeg plantmateriaal om een DNA-extractie mogédijmaken en aan de hand van moleculaire
merkers na te gaan of de nakomeling DNA heeft de@sdn beide ouders. Met de huidige
gevoeligheid van moleculaire technieken kan ecbtdr een embryonaal stadium in de meeste
gevallen genoeg materiaal opleveren om het gendéypepalen.

Conclusieen advies

De COGEM concludeert dat het stadium dat een goextgelijkheid heeft om uit te groeien tot
een volwassen plant, een levensvatbaar embryotigethfferentieerde weefsels bevat waarin
zaadlob en wortel te onderscheiden zijn, en datereopgekweekt kan worden met behulp van
conventionele veredelingstechnieken. Hierbij gélelt torpedovormige stadium Biyabidopsis
thaliana als voorbeeld voor de tweezaadlobbigen. Voor esdimhbigen en naaktzadigen wordt
een equivalent differentiatiestadium aangehouden.

Additionele opmerking

De voorwaarde voor uitzondering van een celfusigped van de ggo-regelgeving is dat de
ouderplanten kruisbaar zijn met behulp van conweete veredelingsmethoden. In haar eerdere
advies over het bewijs voor een succesvolle krgisireeft de COGEM opgemerkt dat
‘conventionele veredelingsmethode’ geen vaststaatedimitie heef Met de voortschrijding
van de wetenschap en de tijd kunnen nieuwe enfifeterde veredelingstechnieken het begrip
verruimen, waarmee ook de grenzen van kruisbaadpgdrekt worden. De COGEM gaat in dit
advies niet in op de implicaties van de vervagiag de grenzen van de kruisbaarheid voor de
ggo-regelgeving, maar beperkt zich tot de adviegyra
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