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ONDERWERP Advies classificatie van vier cyanobacteriestammen

Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een aantal verzoeken van de Rijksuniversiteit Groningen (1G 21-212, 213,
214 en 215 _2.13-000) heeft de COGEM vier adviesvragen ontvangen om cyanobacterie
stammen te classificeren. De COGEM adviseert u hierover als volgt.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd om de cyanobacteriestammen Hapalosiphon welwitschii UH IC-52-
3, Westiella intricata UH HT-29-1, Fischerella sp. ATCC 43239 en Fischerella ambigua
UTEX 1903 te classificeren. Het zijn filamenteuze (zogenaamde ‘true branching’) cyano-
bacterién die gespecialiseerde cellen (heterocysten) vormen die stikstof kunnen binden.

Er zijn geen aanwijzingen dat de vier cyanobacteriestammen pathogeen zijn voor mens, dier of
plant. De vier stammen produceren wel stoffen (waaronder hapalindol-achtige stoffen) waarvan
onder laboratoriumomstandigheden is gebleken dat zij schadelijk zijn voor andere organismen.
Zij remmen de groei van concurrerende microben en zijn schadelijk voor organismen die
cyanobacterién eten, zoals insectenlarven en larven van kreeftachtigen. Deze stoffen spelen
waarschijnlijk een rol bij de verdediging van cyanobacterién tegen andere organismen. De twee
Fischerella stammen produceren ook stoffen (microcystines) waarvan bekend is dat zij
schadelijk kunnen zijn voor mens en dier wanneer zij bij algenbloei massaal vrijkomen bij het
doodgaan van cyanobacteriecellen. Voor soorten uit de genera Fischerella en Hapalosiphon is
algenbloei gerapporteerd. VVoor zover bij de COGEM bekend zijn er geen meldingen dat de vier
cyanobacteriestammen bij algenbloei betrokken zijn, maar op basis van de huidige kennis kan
niet worden uitgesloten dat deze stammen algenbloei zouden kunnen veroorzaken.

Alles overwegende is de COGEM van oordeel dat Fischerella sp. ATCC43239, F. ambigua
UTEX1903, W. intricata UH HT-29-1 en H. welwitschii UH IC-52-3 in pathogeniteitsklasse 1
ingedeeld kunnen worden en dat werkzaamheden met deze cyanobacteriestammen op
inperkingsniveau | uitgevoerd kunnen worden. Gezien de thans beschikbare informatie is de
COGEM van oordeel dat de vier cyanobacteriestammen niet in aanmerking komen voor
opname op lijst Al van Bijlage 2 van de Regeling ggo.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en het hieruit voortvloeiende advies treft u
hierbij aan als bijlage.

Hoogachtend,

Prof. dr. ing. Sybe Schaap
Voorzitter COGEM

c.c. Drs. Y. de Keulenaar, Hoofd Bureau ggo
Ministerie van lenW, Directie Omgevingsveiligheid en Milieurisico's
DG Milieu en Internationaal

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling is het COGEM lid Prof. dr. J.T.M. Elzenga
niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.



Classificatie van vier cyanobacteriestammen

COGEM advies CGM/220127-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een aantal verzoeken van de Rijksuniversiteit Groningen heeft de COGEM vier
adviesvragen ontvangen over de pathogeniteitsklasse van de cyanobacteriestammen Hapalosiphon
welwitschii stam UH IC-52-3 (IG 21-212), Fischerella sp. stam ATCC 43239 (IG 21-213), Westiella
intricata stam UH HT-29-1 (I1G 21-214) en Fischerella ambigua stam UTEX 1903 (IG 21-215). Tevens
is de COGEM gevraagd of bovenstaande cyanobacteriestammen eigenschappen hebben waarvan het
aannemelijk is dat deze een schadelijk effect op het milieu hebben, en of ze als organisme van
inperkingsniveau | beschouwd kunnen worden volgens de ‘Regeling genetisch gemodificeerde
organismen’.!

2. Classificatie van micro-organismen

Onder de ggo-regelgeving worden bij de pathogeniteitsclassificatie de risico’s voor mens en milieu in
ogenschouw genomen. Daartoe worden in de Regeling ggo micro-organismen ingedeeld in vier
pathogeniteitsklassen. Deze indeling start met pathogeniteitsklasse 1, die gevormd wordt door
apathogene micro-organismen en loopt op tot pathogeniteitsklasse 4, de groep van hoog pathogene
micro-organismen. ledere pathogeniteitsklasse is gekoppeld aan een inperkingsniveau voor werkzaam-
heden met ggo’s van die klasse.

Apathogene micro-organismen worden ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. Dergelijke micro-
organismen dienen minimaal aan één van de volgende criteria te voldoen:

a) het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers bekend zijn die
ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant;

b) het micro-organisme heeft een lange historie van veilig gebruik onder omstandigheden waarbij
geen bijzondere inperkende maatregelen worden getroffen;

¢) het micro-organisme behoort tot een soort die vertegenwoordigers bevat van klasse 2, 3 of 4, maar
de stam in kwestie bevat geen genetisch materiaal dat verantwoordelijk is voor de virulentie;

d) van het micro-organisme is het niet-virulente karakter door middel van adequate tests aangetoond.

Opportunistische pathogenen, die uitsluitend ziekte kunnen veroorzaken bij individuen met een
verzwakt immuunsysteem, worden in de regel als niet-pathogeen beschouwd en kunnen, als aan één van
de bovengenoemde voorwaarden van pathogeniteitsklasse 1 is voldaan, op Bijlage 2, lijst Al van de
Regeling ggo geplaatst worden.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 2 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een ziekte kan veroorzaken, waarvan het onwaarschijnlijk is dat het zich onder de populatie verspreidt,

COGEM advies CGM/220127-01 1



terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is, alsmede een micro-
organisme dat bij planten een ziekte kan veroorzaken.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 3 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 4 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een zeer ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er geen effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.

3. Cyanobacterién

Cyanobacterién (voorheen ook wel blauwalgen genoemd) komen voor in zeer uiteenlopende milieus.?
Zij kunnen zowel op land als in water worden aangetroffen en worden ook op plaatsen aangetroffen
waar extreme omstandigheden heersen, zoals in Arctische gebieden of thermische bronnen. Sommige
soorten kunnen symbiotische relaties aangaan met andere eukaryote organismen, zoals diatomeeén en
sponzen. Cyanobacterién produceren het pigment chlorofyl-a en zijn hierdoor tot fotosynthese in staat.
Onder bepaalde omstandigheden, bijvoorbeeld bij een verhoogde toevoer van voedingsstoffen of een
toename van de temperatuur, kunnen cyanobacterién zich massaal gaan vermenigvuldigen; een
fenomeen dat bekend staat als algenbloei. Verschillende soorten cyanobacterién zijn tot schadelijke
algenbloei in staat, of kunnen ‘matten’ vormen waardoor het zonlicht wordt tegengehouden en het water
zuurstofarm wordt. Sommige cyanobacterién produceren toxines die schadelijk zijn voor andere
organismen, zoals vissen en schaaldieren. Ook zijn er invasieve soorten die andere soorten
verdringen, 345678

4. Kenmerken van de vier cyanobacteriestammen

Fischerella sp. ATCC 43239, F. ambigua UTEX1903, W. intricata UH HT-29-1 en H. welwitschii UH
IC-52-3 behoren tot een groep cyanobacterién binnen de familie Hapalosiphonaceae (klasse
Cyanophyceae, orde Nostocales).® Deze groep wordt ook wel de ‘true branching’ cyanobacterién
genoemd en bestaat uit filamenteuze cyanobacterién die heterocysten vormen en daardoor stikstof
kunnen binden.1®12 Sommige stammen die tot deze groep behoren, kunnen akineten vormen.®® Dit
zijn dikwandige cellen die met name onder stressvolle omstandigheden worden gevormd en ervoor
zorgen dat de cyanobacterie deze omstandigheden kan overleven.

De taxonomie van de Hapalosiphonaceae familie is complex en aan verandering onderhevig. In een
recente fylogenetische analyse worden tien “‘clades’ geidentificeerd en wordt opgemerkt dat met name
de taxonomie van het genus Fischerella complex is.*? Naast de stammen die binnen de Fischerella
‘clade’ clusteren, clusteren diverse stammen in andere ‘clades’. In totaal zijn er vijf andere ‘clades’ met
één of meerdere Fischerella stammen. De twee Fischerella stammen waar advies over is gevraagd,
vallen samen met enkele Westiellopsis stammen in de Neowestiellopsis ‘clade’. De andere twee
stammen die in dit advies worden besproken, behoren beide tot de Hapalopsiphon ‘clade’.*?

COGEM advies CGM/220127-01 2



De vier cyanobacteriestammen, waarover advies gevraagd is, behoren tot een groep van soorten die
erom bekend staat dat zij hapalindol-achtige stoffen produceren. Hapalindol-achtige stoffen zijn indole
alkaloiden die alleen door een specifieke groep cyanobacterién (behorend tot de genera Hapalosiphon,
Fischerella, Westiella of Westiellopsis) worden geproduceerd.!! Er zijn meer dan 80 verschillende van
deze hapalindol-achtige stoffen bekend.’* Sommigen hebben een cytotoxische en/of antimicrobiéle
werking (tegen bacterién, schimmels en/of algen). Anderen hebben een insectendodende of fytotoxische
werking. Ook zijn er stoffen die misvormingen veroorzaken of giftig zijn voor gewervelde dieren.
Deze hapalindol-achtige stoffen vervullen waarschijnlijk een rol bij de verdediging tegen andere
organismen. Zij remmen de groei en ontwikkeling van concurrerende organismen en zijn schadelijk
voor herbivoren en predatoren van cyanobacterién.!?

Naast hapalindol-achtige stoffen worden door de specifieke groep cyanobacterién, waar de vier
cyanobacteriestammen toe behoren, ook andere secundaire metabolieten geproduceerd met een
antimicrobiéle  werking, zoals hapalosines, fischerelline A en B, parsiguine en
microcystines.41%16.17.18.19 Microcystines kunnen ook schadelijk voor mens en dier zijn wanneer zij bij
algenbloei massaal vrijkomen bij het doodgaan van cyanobacteriecellen. Het zijn hepatotoxinen die
ziekte (waaronder gastro-enteritis) kunnen veroorzaken met een soms lethale afloop. 202122

4.1 Fischerella stammen

Het genus Fischerella is voor het eerst beschreven in 18952 en bestaat uit 18 soorten.® Veel soorten uit
dit genus komen voor in vochtige bodems, maar er zijn ook soorten die op ondergedompeld hout of
waterplanten zijn aangetroffen.?*? Fischerella soorten komen wereldwijd voor. In Nederland is
Fischerella sp. in het aquatisch milieu aangetroffen.2®

Fischerella sp. ATCC 43239 en F. ambigua UTEX 1903 zijn beiden volledig gesequenced.!! Ze
produceren allebei meerdere hapalindol-achtige stoffen.'2” Ook produceren ze beiden diverse varianten
van het bekende cyanotoxine microcystine.?

Fischerella sp. ATCC 43239 vormt biofilms en leeft op of in de zeebodem (het is een benthisch
organisme). 2° In een experiment waarbij dansmuglarven (Chironomus riparius) in water met stukjes
Fischerella sp. ATCC 43239 biofilm werden gehouden, gingen 46 van de 54 larven binnen 48 uur
dood.?® Fischerella sp. ATCC43239 blijkt vier hapalinodol-achtige stoffen te produceren die de
dansmuglarven doden. Bij concentraties van 2,6 uM hapalindol 1 en bij 3,7 uM hapalindol 2 was de
mortaliteit respectievelijk 60% en 50%. Bij een concentratie van 26 UM hapalindol 3 of 4 werden alle
larven gedood. Hapalindol 1 bleek bij concentraties van 2,6 UM ook dodelijk voor larven van een
zoetwatergarnaal (Thamnocephalus platyurus).

Ongefilterd F. ambigua UTEX 1903 extract heeft een antimicrobiéle werking tegen Mycobacterium
tuberculosis en Bacillus anthracis.?” Deze antimicrobiéle werking blijkt door hapalindol-achtige stoffen
te worden veroorzaakt. De door F. ambigua UTEX1903 geproduceerde hapalindol-achtige stoffen
hebben naast een antibacteriéle ook een antimycotische werking en vertonen enige cytotoxische
activiteit.?’
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Van een andere F. ambigua stam (i.e. F. ambigua 108b) is beschreven dat deze misvorming en sterfte
van zebravisembryo’s veroorzaakt. 3! Deze stam blijkt echter tot een andere soort (i.e. Symphyonema
bifilamentata) te behoren.*?

4.2 Westiella intricata UH HT-29-1

W. intricata UH HT-29-1 is geisoleerd uit grond afkomstig van het atol Weno (voorheen bekend als
Moen) in Micronesié.* Deze stam staat ook wel bekend als Westiella intricata Borzi UH stam HT-29-
1 en behoort tot een soort die in zoetwater wordt aangetroffen.!** Er zijn geen meldingen dat W.
intricata UH HT-29-1 of een andere Westiella intricata stam in Nederland voorkomt.

W. intricata UH HT-29-1 produceert een hapalindol-achtige stof die schadelijk is voor vileesvlieg-
larven.!* Daarnaast zijn er op basis van de genoomsequentie aanwijzingen dat deze stam mogelijk
bacteriocines zou kunnen produceren.® Bacteriocines zijn stoffen die toxisch zijn voor andere bacterién
(meestal alleen voor nauw verwante bacterién).3 W. intricata UH HT-29-1 kan het bekende cyanotoxine
microcystine niet produceren. Het gencluster dat hiervoor codeert is in deze stam niet aanwezig.>

4.3 Hapalosiphon welwitschii UH 1C-52-3
H. welwitschii UH 1C-52-3 is in Queensland (Australi€) geisoleerd uit zoet water.® Het is niet bekend
of deze soort of stam in Nederland voorkomt, maar het geslacht waar deze stam toe behoort, is wel in
Nederland aangetroffen.?®

H. welwitschii UH 1C-52-3 produceert een hapalindol-achtige stof die schadelijk is voor schimmels.1*
Ook een andere hapalindol-achtige stof waarvan bekend is dat deze schadelijk is voor vleesvlieglarven
wordt door H. welwitschii UH 1C-52-3 geproduceerd.* Daarnaast zijn er op basis van de genoom-
sequentie aanwijzingen dat deze stam mogelijk bacteriocines zou kunnen produceren.® Sommige H.
welwitschii stammen kunnen het bekende cyanotoxine microcystine produceren,®-3"3" maar H.
welwitschii UH 1C-52-3 kan dit niet. Het gencluster dat hiervoor codeert is niet aanwezig.*®

5. Eerdere COGEM adviezen
De COGEM heeft eerder verschillende cyanobacteriestammen geclassificeerd. Synechocystis sp. stam
PCC 6803, Synechococcus sp. stam PCC 7002, Anabaena variabilis stam ATCC 29413 (=PCC 7937),
Anabaena sp. PCC 7120 en Anabaena azollae (Nostoc azollae) zijn door de COGEM in
pathogeniteitsklasse 1 ingedeeld.8:3°40:41.42

Ook heeft de COGEM onderzoek laten uitvoeren naar de taxonomie en eigenschappen van algen- en
cyanobacteriesoorten.® Dit onderzoek was voor de COGEM aanleiding om te adviseren om bij de
classificatie van micro-organismen niet alleen pathogeniteit voor mens, dier of plant, maar ook andere
schadelijke effecten voor het milieu in ogenschouw te nemen.*

6. Classificaties door andere instanties

Het American Type Culture Collection (ATCC) heeft laboratoriumwerkzaamheden met Fischerella sp.
ATCC 43239 ingedeeld op inperkingsniveau BSL-1.* F. ambigua UTEX 1903 staat in de UTEX
Culture Collection of Algae at the University of Texas at Austin vermeld als BSL-1 organisme.
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9. Overweging en advies

Er zijn geen aanwijzingen dat Hapalosiphon welwitschii stam UH 1C-52-3, Fischerella sp. stam ATCC
43239, Westiella intricata stam UH HT-29-1 of Fischerella ambigua stam UTEX 1903 pathogeen zijn
voor mens, dier of plant. De COGEM is daarom van oordeel dat de vier cyanobacteriestammen in
pathogeniteitsklasse 1 ingedeeld kunnen worden.

Alle vier de cyanobacteriestammen produceren stoffen, waaronder hapalindol-achtige stoffen, waarvan
onder laboratoriumomstandigheden is gebleken dat zij schadelijk zijn voor andere organismen. Deze
stoffen spelen waarschijnlijk een rol bij de verdediging van cyanobacterién tegen andere organismen.
Zij remmen de groei van concurrerende microben en zijn schadelijk voor predatoren en herbivoren van
cyanobacterién, zoals insectenlarven en larven van kreeftachtigen.’®* De productie van dergelijke
verdedigende stoffen vindt niet continu plaats, maar wordt onder invloed van bepaalde omstandigheden
(zoals de aanwezigheid van concurrenten, herbivoren of predatoren) geremd of gestimuleerd.*®> Ook de
door de twee Fischerella stammen geproduceerde microcystines spelen waarschijnlijk een rol bij de
verdediging van de cyanobacterién tegen andere organismen.*® Microcystines kunnen echter ook
schadelijk zijn voor mens of dier wanneer zij bij algenbloei massaal vrijkomen bij het doodgaan van
cyanobacteriecellen.?? VVoor Fischerella sp. en Hapalosiphon sp. is algenbloei gerapporteerd.*”*8 \Voor
zover bij de COGEM bekend zijn er geen meldingen dat de vier cyanobacteriestammen bij algenbloei
betrokken zijn, maar op basis van de huidige kennis kan niet worden uitgesloten dat deze stammen
algenbloei zouden kunnen veroorzaken.

Alles overwegende, is de COGEM van oordeel dat de vier cyanobacteriestammen in pathogeniteits-
klasse 1 ingedeeld kunnen worden en dat werkzaamheden met Fischerella sp. ATCC 43239, F. ambigua
UTEX1903, W. intricata UH HT-29-1 en H. welwitschii UH 1C-52-3 op inperkingsniveau | uitgevoerd
kunnen worden. Gezien de thans beschikbare informatie is de COGEM van oordeel dat de vier
cyanobacteriestammen niet in aanmerking komen voor opname op lijst Al van Bijlage 2 van de
Regeling ggo.
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