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Geachte heer Aartsen,
Naar aanleiding van een 2.8 verzoek, ingediend door de Universiteit Utrecht (IG 250024_001), is

de COGEM gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met genetisch
gemodificeerde sporenplanten. De COGEM adviseert u hierover als volgt.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met vijf genetisch
gemodificeerde (gg-) plantensoorten. Het gaat om twee varens; Ceratopteris richardii en Pteris
vittata, en drie mosvarens; Selaginella moellendorffii, Selaginiella apoda en Selaginella kraussiana. De
aanvrager verzoekt de werkzaamheden met de planten uit te mogen voeren op ML-I, PCM-I,
PC-l1 en AP-1, met inbegrip van enkele aanvullende voorschriften.

Hoewel de oorsprong van deze soorten buiten Europa ligt, komen een aantal van deze planten
inmiddels voor in West-Europese landen, zoals Belgié, Duitsland en het Verenigd Koninkrijk.
De mosvaren S. kraussiana is incidenteel in Nederland waargenomen. De planten zijn in
wisselende mate winterhard, maar alle soorten zijn bestand tegen temperaturen onder de o °C.
Hierdoor kan niet worden uitgesloten dat de soorten zich onder gunstige omstandigheden in
Nederland kunnen vestigen. De planten kunnen zich zowel vegetatief, bijvoorbeeld via
worteldelen, als via sporen voortplanten. Gezien deze eigenschappen moet bij werkzaamheden
met deze sporenplanten uitsleep van zowel sporen als vegetatieve plantendelen naar het
milieu voorkomen worden. De COGEM adviseert de werkzaamheden op het door de aanvrager
voorgestelde veiligheidsniveau | (ML-I, PCM-I, PC-I en AP-I) uit te voeren, met inachtneming
van aanvullende veiligheidsvoorschriften. De COGEM is van oordeel dat het risico voor mens
en milieu verwaarloosbaar klein is wanneer de voorgenomen werkzaamheden op de
genoemde inperkingsniveaus en onder navolging van de voorgestelde aanvullende
voorschriften worden uitgevoerd.



http://www.cogem.net/

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



Advies Inschaling werkzaamheden met genetisch gemodificeerde
sporenplanten

COGEM-advies CGM/250916-02

1. Inleiding

Naar aanleiding van een 2.8-verzoek, ingediend door de Universiteit Utrecht (IG 250024), is de COGEM
gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerde (gg-)
sporenplanten. Dit verzoek betreft een uitbreiding van een eerdere aanvraag, waarin deze
werkzaamheden zijn vergund met de mossoort Marchantia polymorpha als gastheer. In de huidige aanvraag
wordt voorgesteld om de volgende sporenvormende vaatplanten als gastheer toe te voegen: Ceratopteris
richardii, Pteris vittata, Selaginella moellendorffii, Selaginiella apoda en Selaginella kraussiana. Voor het genereren
van de gg-sporenplanten zal plantenweefsel geinoculeerd worden met de gg-bacterie Rhizobium
radiobacter (beter bekend als Agrobacterium tumefaciens). De aanvrager verzoekt de werkzaamheden met gg-
planten uit te voeren op verschillende categorieén van fysische inperking: ML-I voor handelingen in het
laboratorium, PCM-I of PC-I voor handelingen in kweekcellen en AP-I voor miscroscopie-
werkzaamheden.’

2. Achtergrondinformatie Ceratopteris richardii

Ceratopteris richardii behoort tot de lintvarenfamilie (Pteridaceae). De varens uit het genus Ceratopteris zijn
(semi-)aquatisch en komen voor in de (sub)tropische gebieden van Noord- en Zuid-Amerika, Afrika, Azié,
Indonesié en Australié.>3 In Nederland worden verschillende Ceratopteris-soorten als aquariumplant
verkocht.

C. richardii kan terrestrisch groeien in waterige gebieden, zoals aan randen van sloten of moerasgebieden,
maar de plant kan ook onder water groeien.>#5 Het natuurlijke verspreidingsgebied van C. richardii betreft
het zuidoosten van de Verenigde Staten, van Guatemala tot Honduras en van het Caribisch gebied tot
Guyana.® De plant groeit in de Verenigde Staten van nature in gebieden waar minimumtemperaturen van
-1,1 °C tot -9,4 °C voorkomen.”8 C. richardii komt niet voor in de natuur in Nederland of andere gebieden
in Europa.®™ Van alle soorten uit het genus is alleen van de verwante soort C. thalictroides een enkele
waarneming in Nederland gerapporteerd véér 198s.™ C. richardii wordt al meer dan 30 jaar als
modelorganisme in onderzoek gebruikt vanwege de snelle levenscyclus en het gemak waarmee ze
gekweekt kan worden.34

Voor voortplanting en verspreiding produceert C. richardii haploide sporen van 0,12 mm. C. richardii is een
homospore varen, dat wil zeggen dat er maar één type sporen wordt geproduceerd. Deze sporen kunnen
zich ontwikkelen tot mannelijke of hermafrodiete (ook wel biseksuele) gametofyten.’> De mannelijke
gametofyten ontwikkelen antheridia, een structuur waarin via mitose spermacellen geproduceerd
worden. De hermafrodiete gametofyten ontwikkelen zowel antheridia als archegonia; structuren waarin
eicellen gevormd worden. Elk archegonium produceert één eicel. Het vrijkomen van spermacellen en
bevruchting vindt plaats in de aanwezigheid van water.4 De hermafrodiete gametofyten zijn tot
zelfbevruchting in staat. Na de bevruchting ontwikkelt zich een diploide zygote, het eerste stadium van de
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ontwikkeling als sporofyt.? De sporofyt zit in het beginstadium nog vast aan de gametofyt, maar de
gametofyt sterft af wanneer de eerste bladeren van de sporofyt worden gevormd. De sporofyt kan tevens
vegetatief vermeerderd worden door broedknoppen (‘leaf buds’ of gemmae), die aan de plant ontstaan,
te verwijderen en opnieuw te planten.5 Tijdens de verdere ontwikkeling in de reproductieve fase van de
sporofyt worden sporofyllen gevormd; bladeren die sporendoosjes (sporangia) bij zich dragen waarin de
sporen worden gevormd. In deze sporangia treedt meiose op, waarbij hieuwe haploide sporen gevormd
worden.4 Het wortelstelsel van de varen is beperkt. C. richardii heeft een korte levenscyclus; de
ontwikkeling van spore tot sporenvormende sporofyt kan onder gunstige condities in ongeveer vier
maanden voltooid zijn.34

De sporen bevatten geen pluis of uitsteeksels en kunnen onder optimale omstandigheden tot meer dan
50 jaar kiemkrachtig blijven.” De ontkieming en ontwikkeling van gametofyten, alsook de groei en
ontwikkeling van sporofyten vindt het beste plaats onder hoge luchtvochtigheid (80-85%) en een
temperatuur van 26-30 °C, met een optimum van 28 °C. Bij lagere temperaturen, zoals bij 17 °C,3 is de
ontwikkeling van de gametofyten en sporofyten sterk vertraagd,'* en bij temperaturen onder de 12°C
kunnen Ceratopteris-sporen niet ontkiemen.™

3. Achtergrondinformatie Pteris vittata

De varen Pteris vittata is een diploide meerjarige, groenblijvende soort behorend tot de lintvarenfamilie
(Pteridaceae).’ De plant groeit van nature terrestrisch op open plekken en litofytisch op kalksteen, maar
groeit in stedelijke gebieden ook goed op muren en beton.’® De varen heeft een wortelstok-achtige
groeiwijze en geveerde varenbladen karakteristiek voor varens, waarbij de jonge bladeren spiraalvormig
en opgerold in de knop liggen en zich van hieruit langzaam uitrollen naar buiten.’®7 De plant staat
daarnaast bekend als een arsenicum-hyperaccumulator.™®

P.vittata komt van nature voor in (sub)tropische delen van Azié (waaronder China, India en Japan), Afrika
en Australié. De soort is daarnaast geintroduceerd in zuidelijke delen van Amerika, waaronder Mexico,
Argentinié en het zuiden van de Verenigde Staten.'-2>2' Verder komt de varen ook in delen van Europa
voor, zoals Frankrijk, Belgié en het Verenigd Koninkrijk.’9' Er zijn geen waarnemingen van deze soort in
de Nederlandse natuur geregistreerd.’*92>:22 P_yjttata is bestand tegen vorst en groeit in gebieden met
minimumtemperaturen van -3,9 °C tot -9,q °C.%23-24

P.vittata is, net als C. richardii, een homospore varen en produceert en verspreidt grote aantallen haploide
sporen vanuit de ouderlijke sporofyt. Deze sporen bevinden zich op de sporendoosjes (sporangia) aan de
onderzijde van de bladeren en worden verspreid via de wind. Voor de kieming van de sporen zijn vochtige
omstandigheden nodig. De optimale temperatuur voor ontkieming is 25 °C. Bij 20 °C verloopt de kieming
trager, maar kan nog steeds plaatsvinden.2> Na kieming ontwikkelt iedere spore van de varen zich tot een
autotrofe haploide gametofyt, die zowel eicelvormende archegonia als spermacelvormende antheridia
vormt. Onder de juiste omstandigheden komen de spermacellen (antherozoiden) uit de antheridia bij de
eicel en na de bevruchting ontwikkelt zich een diploide zygote: het eerste stadium van de ontwikkeling als
jonge sporofyt.’2” De soort kan zich via zelfbevruchting voorplanten, waarbij zowel de eicel als de

3 Ceratopteris-varens kunnen ook zonder dat er bevruchting optreedt sporofyten vormen, een proces dat ook wel
apogamie genoemd wordt. Deze sporofyten zijn dan haploid. Daarnaast kunnen sporofyten ook direct diploide
gametofyten produceren zonder dat hiervoor eerst sporen gevormd worden (aposporie).>™
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spermacel afkomstig zijn van dezelfde gametofyt.2® Naast de seksuele voortplanting via sporen, kan de
varen zich eveneens vegetatief voortplanten via de wortelstokken.2”

4. Achtergrondinformatie over Selaginella moellendorffii, Selaginiella apoda en Selaginella kraussiana

Het genus Selaginella (ook wel bekend als mosvaren), behoort tot de familie Selaginellaceae en omvat meer
dan 700 soorten. Selaginella’s zijn lycofyten: een van de oudste groepen vaatplanten. 2829 S, moellendorffii, S.
apoda en S. kraussiana (Gazonmosvarentje) zijn alle drie kleine, laagblijvende, groenblijvende planten met
kleine blaadjes. Ze hebben stengels die zich dichotoom (gevorkt) vertakken en vormen rhizoforen:
bladloze structuren die vanuit de stengel naar beneden groeien en aan hun uiteinde wortels vormen.

Selaginella’s planten zich voort door middel van sporen. In tegenstelling tot de varens C. richardii en P. vittata
zijn de Selaginella’s heterospore planten. Dit wil zeggen dat de Selaginella-sporofyten twee type sporen
produceren: microsporen en megasporen, waaruit respectievelijk een mannelijke en vrouwelijke
gametofyt tot ontwikkeling komt. Naast voortplanting via sporen kunnen Selaginella-planten zich ook
aseksueel voortplanten via vegetatieve fragmenten.

S. moellendorffii komt met name voor in Oost-Azié (o0.a. China, Taiwan, Vietnam, Filippijnen). Er zijn geen
waarnemingen van deze soort bekend in Nederland.3° S. moellendorfii wordt beschreven als winterhard en
groeit in (gedeeltelijke) schaduw op normale tot vochtige bodems, voornamelijk in een subtropisch
bioom.3"32 De mosvaren groeit terrestrisch (op of in de bodem) of epilitisch (op of tussen rotsen). Met een
haploide genoomgrootte van ongeveer 100 megabaseparen (Mbp) heeft deze mosvaren één van de
kleinste bekende genomen van alle planten.?®

S. apoda komt voornamelijk voor in oostelijke delen van de Verenigde Staten. S. apoda groeit in diverse
habitats, vooral in het gematigde bioom, op natte of vochtige plekken zoals moerassen, weide of langs
oevers.3334 S, apoda is winterhard en groeit in de Verenigde Staten ook in koudere noordelijke staten zoals
New York, Vermont en Maine, in gebieden waar minimumtemperaturen van -15 °C tot -28,9 °C
voorkomen.®35 Deze soort mosvaren komt niet voor in Nederland, maar is wel waargenomen op
verschillende plekken in Duitsland en Zweden.3°

S. kraussiana komt van nature voor in Afrika, maar groeit ook in andere delen van de wereld, zoals
Australig, Nieuw-Zeeland en de Verenigde Staten.373® Daarnaast is de mosvaren aangetroffen in delen van
Europa (incl. Belgié, Frankrijk, Duitsland, Verenigd Koninkrijk) en is hij ook waargenomen in
Nederland.3”394° De mosvarensoort is door de verspreidingsatlas aangeduid als adventief en is niet
ingeburgerd in Nederland.° S. kraussiana groeit van nature in een nat tropisch bioom.3® In vergelijking met
de mosvarens S. moellendorffii en S. apoda groeit S. kraussiana in relatief warmere gebieden. In de Verenigde
Staten is de soort echter geintroduceerd in onder andere Virginia, North Carolina en California waar
minimumtemperaturen van rond de -9,4 °C tot -6,7 °C of lager voorkomen.®4

5. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager is voornemens genetisch gemodificeerde sporenplanten te genereren door plantenweefsel
van de soorten Ceratopteris richardii, Pteris vittata, Selaginella moellendorffii, Selaginiella apoda en Selaginella
kraussiana via de wortels te inoculeren met gg-Rhizobium radiobacter. Op deze wijze zullen er verschillende
onschadelijke sequenties (niet coderend voor een schadelijk genproduct) in het genoom van de
sporenplanten worden ingebracht. De werkzaamheden omvatten daarnaast de incubatie van en
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kortdurende handelingen met zowel het geinoculeerd plantenweefsel als het verkregen gg-
plantenweefsel. De aanvrager is voornemens om deze handelingen uit te voeren op verschillende
categorieén van fysische inperking (ML-I, PCM-I, PC-l en AP-I).42 De handelingen en betreffende
inperkingsniveaus worden hieronder verkort weergegeven:

Inoculatie van plantenweefsel met gg-Rhizobium radiobacter op ML-I;

Incubatie van geinoculeerd plantenweefsel op PCM-I;

Kortdurende handelingen met geinoculeerd plantenweefsel op ML-I;

Incubatie van gg-plantenweefsel (verkregen uit eerdere handeling) op PC-I. Hierbij zijn geen gg-
micro-organismen aanwezig;

Kortdurende handelingen met gg-plantenweefsel op ML-I;

F. Microscopie van gg-plantenweefsel op AP-I.

onNnwrE

Hierbij geldt voor inperkingsniveau ML-I als aanvullende maatregel dat alle open handelingen met
plantenweefsel dat reproductieve delen bevat (sporen/gemmae) in een VK-II uitgevoerd zullen worden.
Incubatie van plantenweefsel (op PC-I en PCM-I) en microscopie (AP-1) van gg-planten vindt plaats in
gesloten eenheden (afgesloten platen of gesloten containers; deze gesloten handeling zal niet in een VK-
[l uitgevoerd worden).

6. Eerder COGEM-advies

De COGEM heeft eerder geadviseerd over werkzaamheden waarbij de aanvrager voornemens was de
varen C, richardii genetisch te modificeren.4 De COGEM adviseerde de genetische modificatie en selectie
van getransformeerde C. richardii op respectievelijk ML-I, en in een PC-1 kweekcel uit te voeren. De COGEM
stemde ermee in om werkzaamheden met jonge gg-sporofyten in potjes met grond op Pka-I uit te voeren
met een aanvullende maatregel om verspreiding van sporen te voorkomen, omdat niet volledig
uitgesloten kon worden dat C. richardii zich onder gunstige omstandigheden in Nederland kan vestigen.
Voor het oogsten van sporen uit verzameld bladmateriaal adviseerde zij op ML-I met als aanvullende
maatregel om verspreiding van sporen te voorkomen, zoals het oogsten van de sporen in een
veiligheidskabinet.

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over de sporenplanten: Pteris vittata, Selaginella moellendorffii,
Selaginiella apoda en Selaginella kraussiana.

De COGEM heeft in 20144 en 2015% geadviseerd over de inschaling van werkzaamheden met
respectievelijk de genetisch gemodificeerde mossoort Physcomitrella patens en Marchantia polymorpha
(Parapluutjesmos). De COGEM adviseerde om open handelingen met gg-mossen waarbij géén sporen
aanwezig zijn en waarbij geen gemmae vrij kunnen komen, op ML-I (transformatie) en PC-I (kweek) uit te
voeren. Open handelingen waarbij sporen of gemmae vrij kunnen komen, adviseert de COGEM altijd in
een veiligheidskabinet uit te voeren, zodat uitsleep van de sporen of gemmae wordt voorkomen.

Ook heeft de COGEM in 2020 geadviseerd over de inschaling van werkzaamheden met (gg-)Azolla
filiculoides (Grote kroosvaren, een invasieve exoot) in associatie met een gg-cyanobacterie (Anabaena
azollae).4¢ Zij adviseerde de werkzaamheden op inperkingsniveau | (ML-1 dan wel PCM-I) uit te voeren, met
inachtneming van twee aanvullende maatregelen en werkvoorschriften: (1) de (gg-) A. filiculoides
waterplanten in associatie met de (gg-)cyanobacterie bevinden zich in gesloten containers, die in een
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plastic bak geplaatst worden, en (2) het genetisch modificeren en wassen van de waterplanten dienen
uitgevoerd te worden in een veiligheidskabinet klasse Il. Daarnaast heeft zij erop gewezen dat conform
standaardwerkvoorschriften die gelden voor inperkingsniveau I, al het biologische afval (waaronder het
kweekmedium waarin mogelijke vegetatieve en generatieve structuren van A. filiculoides aanwezig kunnen
zijn, en mogelijk ook (gg-)A. azollae) geinactiveerd dient te worden voordat het de inrichting verlaat.

7. Overweging en advies

Bij werkzaamheden met genetisch gemodificeerde organismen (ggo’s) onder ‘Ingeperkt Gebruik’ dienen
maatregelen genomen te worden om ontsnapping naar het milieu te voorkomen. De benodigde
maatregelen worden bepaald door de biologische eigenschappen van de gebruikte organismen en de
inrichtings- en werkvoorschriften behorende bij het inperkingsniveau van de werkruimte.

De varens C. richardii en P. vittata, en de mosvarens S. moellendorffii, S. apoda en S. kraussiana hebben allemaal
hun oorsprong buiten Europa en komen van nature voor in verschillende leefgebieden in Afrika, Azié,
Amerika en Australié. Een aantal van deze sporenplanten, S. kraussiana, S. apoda en P. vittata worden ook
waargenomen in West-Europese landen zoals Frankrijk, Belgié, het Verenigd Koninkrijk en Duitsland.
Alleen S. kraussiana is incidenteel in Nederland waargenomen. De varens en mosvarens zijn daarnaast in
verschillende mate winterhard, maar zijn allemaal bestand tegen temperaturen onder de o °C. Gezien
deze eigenschappen kan niet geheel worden uitgesloten dat deze sporenplanten zich onder gunstige
omstandigheden in Nederland kunnen vestigen.

De sporenplanten planten zich generatief voort via sporen. De sporenplanten kunnen zich daarnaast ook
allemaal vegetatief voortplanten via vegetatieve fragmenten zoals gemmae (C. richardii), wortelstokken (P.
vittata) of kleine stengelfragmenten (Selaginella-soorten). Op basis van de biologische eigenschappen van
de sporenplanten, wijst de COGEM op het belang van het voorkomen van uitsleep van de reproductieve
delen vanuit de werkruimte naar het milieu bij de voorgenomen werkzaamheden.

De aanvrager is voornemens de sporenplanten genetisch te modificeren door plantenweefsel van
verschillende soorten te inoculeren met gg-R. radiobacter. De werkzaamheden omvatten het inoculeren,
incuberen van plantenweefsel en kortdurende handelingen met het plantenweefsel op verschillende
veiligheidsniveaus (ML-I, PCM-I, PC-I), evenals microscopie van het gemodificeerde plantenweefsel op
AP-I.

Omdat niet volledig uitgesloten kan worden dat de sporenplanten C. richardii, P. vittata, S. moellendorffii, S.
apoda en S. kraussiana zich onder gunstige omstandigheden in Nederland kunnen vestigen, en aangezien
deze planten zich via sporen en andere reproductieve delen kunnen verspreiden, adviseert de COGEM
voor de werkzaamheden de door de aanvrager voorgestelde inperkingsniveau ’'s (ML-I, PCM-I, PC-I en
AP-|, zie paragraaf 5) en aanvullende maatregelen:
- Voor de werkzaamheden op ML-I zullen alle open handelingen met plantenweefsel dat
reproductieve delen bevat (0.a. sporen, gemmae, wortelstokken en stengelfragmenten) in een
VK-IIl uitgevoerd worden;
- Incubatie van plantenweefsel (PC(M)-1) en microscopie (AP-I) van gg-planten vindt plaats in
gesloten eenheden (afgesloten platen of gesloten containers).
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De COGEM acht het risico voor mens en milieu verwaarloosbaar klein wanneer de voorgenomen
werkzaamheden op de hierboven genoemde inperkingsniveaus en met inachtneming van de vermelde
aanvullende voorschriften worden uitgevoerd. In de tabel hieronder wordt het advies van de COGEM
verkort weergegeven.

Familie Soort D AR Ll S Gegevens m.b.t. fysische inperkin
soortnaam? Nederland® 8 o P 8
Pteridacede Ceratopteris richardii Nt - (vestiging niet geheel | Maatregelen om verspreiding van sporen en

uitgesloten) andere reproductieve delen te voorkomen.

- (vestiging niet geheel | Maatregelen om verspreiding van sporen en

Pteridaceae Pteris vittata N.v.t. ) .
uitgesloten) andere reproductieve delen te voorkomen.

- (vestiging niet geheel | Maatregelen om verspreiding van sporen en

Selaginellaceae - Selaginella moellendorffii  f N.v.t. uitgesloten) andere reproductieve delen te voorkomen.

- (vestiging niet geheel | Maatregelen om verspreiding van sporen en

Selaginell Selaginiell d N.v.t. . .
elagineflaceae elaginielia apoda v uitgesloten) andere reproductieve delen te voorkomen.

Maatregelen om verspreiding van sporen en

Selaginellaceae  Selaginella kraussiana Gazonmosvarentje W .
andere reproductieve delen te voorkomen.

a) Nederlandse soortnaam is alleen vermeld indien opgenomen in het Nederlands Soortenregister, 9 of op de standaardlijst met Nederlandse
namen van cultuurplanten. 48

b) Voorkomen in Nederland; W = opgenomen in de Nationale Databank Flora en Fauna: komt algemeen in Nederland voor of is incidenteel
waargenomen.?? - : komt in Nederland niet buiten voor.
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