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ONDERWERP Advies classificatie van basidiomycete witrotschimmels

Geachte mevrouw Mansveld,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de wijziging van de vergunningaanvraag IG
02-092/05 met de titel ‘isolatie van genen uit niet-pathogene basidiomyceten en
transformatie van niet-pathogene basidiomyceten’ van de Stichting Dienst Landbouwkundig
Onderzoek, Plant Research International, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de indeling in pathogeniteitsklasse van de
Basidiomycete schimmelsoorten Ceriporiopsis subvermispora (Sparrenporia), Irpex
lacteus (Melkwitte irpex), Phlebia radiata (Oranje aderzwam), Phlebia tremellosa
(Spekzwoerdzwam), Pleurotus eryngii (Kruisdisteloesterzwam), Pleurotus pulmonarius
(Bleke oesterzwam) en Trametes versicolor (Gewoon elfenbankje), Ganoderma australe
(Dikrandtonderzwam) en Phellinus pini (Dennenvuurzwam). Tevens is zij verzocht te
adviseren over het inperkingsniveau waarop de vervaardiging van genetisch
gemodificeerde (gg-) schimmels van deze soorten ingeschaald dienen te worden.

De COGEM adviseert de schimmelsoorten C. subvermispora, I. lacteus, P. radiata, P.
tremellosa, P. eryngii, P. pulmonarius en T. versicolor in te delen in pathogeniteitsklasse
1. De COGEM is van mening dat voorgenomen werkzaamheden met deze schimmels op
ML-I niveau uitgevoerd kunnen worden met een aanvullend voorschrift voor
spoorvormende schimmels. De soorten G. australe en P. pini zijn bekend als
plantpathogeen van diverse boomsoorten. De COGEM adviseert deze te classificeren als
pathogeniteitsklasse 2. Werkzaamheden met deze schimmels kunnen worden uitgevoerd
op ML-II niveau. Op de geadviseerde inperkingsniveaus en met inachtneming van het
aanvullende voorschrift voor spoorvormende schimmels acht de COGEM het risico van
de beschreven werkzaamheden met deze schimmelsoorten voor mens en milieu

verwaarloosbaar klein.




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. H.P. de Wijs, Hoofd Bureau ggo
Dr. 1. van der Leij, Ministerie van lenM

Dit advies is mede tot stand gekomen met inbreng van Dr. T. Boekhout en Dr. J.A. Stalpers
van het Centraal bureau voor Schimmelcultures (CBS) en Dr. Peter-Jan Keizer (Commissie
Paddenstoelen en Natuurbehoud van de Nederlandse Mycologische Vereniging).



Classificatie van Basidiomycete witrotschimmels

COGEM advies CGM/140227-03

Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de wijziging van een vergunningaanvraag 1G 02-092/05
met de titel ‘isolatie van genen uit niet-pathogene basidiomyceten en transformatie van niet-pathogene
basidiomyceten’ van de Stichting Dienst Landbouwkundig Onderzoek, Plant Research International.
De adviesvraag betreft de pathogeniteitsclassificatie van enkele schimmelsoorten en handelingen met
genetisch gemodificeerde varianten van deze schimmels ten behoeve van onderzoek aan genen
“betrokken bij diverse stadia in de levenscyclus®. De schimmels zijn nog niet eerder geclassificeerd
door de COGEM en niet opgenomen in de bijlagen van de Regeling GGO.'?

Voorgenomen werkzaamheden

De voorgenomen werkzaamheden bestaan uit het transformeren van de schimmels met DNA
constructen, al dan niet met behulp van Agrobacterium tumefaciens. De donorsequenties betreffen
regulatoire sequenties, genomisch DNA, cDNA (van onder meer de genoemde basidiomyceten in dit
advies) en antibioticaresistentiegenen. De donorsequenties zijn volgens aanvrager en burcau GGO
ingeschaald conform 5.2e, 5.2d en 5.2i van de regeling en betreffen donororganismen die geen
schadelijke  genproducten bevatten, donororganismen die geen virale pathogenen van
pathogeniteitsklasse 2 zijn en gekarakteriseerde sequenties die niet schadelijk zijn. De inschaling van
de donorsequenties is geen onderdeel van dit advies.

Basidiomycete witrotschimmels

De aanvrager is voornemens te gaan werken met de schimmelsoorten Ceriporiopsis subvermispora,
Irpex lacteus, Phlebia radiata, Phlebia tremellosa, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonarius,
Trametes versicolor, Ganoderma australe en Phellinus pini. Deze schimmelsoorten behoren allen tot
de Basidiomycota en zijn bekend als de zogeheten ‘witrot’ schimmels. Sommige Basidomycete
schimmels kunnen lignine afbreken met behulp van specifieke enzymen en zijn daarom relevant voor
de houtverwerkingsindustrie.” De meeste soorten vormen goed zichtbare vruchtlichamen waarvan
paddenstoelen de meest bekende zijn.

Elementen van belang voor de pathogeniteitsclassificatie van schimmels

Schimmels kunnen onder meer worden onderverdeeld in saprofyte/saprotrofe, parasitaire en
mutualistische schimmels. Saprofyt (ook wel saprotroof) houdt in dat de schimmel leeft van dood
organisch materiaal, in tegenstelling tot parasitaire schimmels die hun voeding halen uit levend
organisch materiaal. Parasitaire schimmels infecteren levende planten en kunnen deze beschadigen of
zelfs doden. Zwakteparasieten infecteren planten die al beschadigd of verzwakt zijn. Tenslotte bestaan
er mutalistische schimmels die zowel saprofyt als parasiet zijn.

Basidiomycete schimmels kunnen zich zowel geslachtelijk als ongeslachtelijk voortplanten via sporen.
Geslachtelijke of sexuele sporen (basidiosporen) worden gevormd via knopvormige cellen (basidia)
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waarop exogene basidiosporen geproduceerd worden. Basidiosporen worden gevormd op het
vruchtlichaam en verspreiden zich voornamelijk via de lucht. Daarnaast kunnen schimmels
ongeslachtelijke of asexuele sporen (conidiosporen) vormen door fragmentatie of afsnoering van de
filamenteuze schimmeldraad. Conidiosporen kunnen worden onderverdeeld in chlamydosporen
(ongeslachtelijke, dikwandige rustspore die zich niet via lucht verspreiden) en arthrosporen
(ongeslachtelijke spore die ontstaat door fragmentatie of afsnoering en die zich via lucht kunnen
verspreiden). In de natuur worden asexuele sporen van basidiomycete schimmels zelden gevormd.*

In de volgende alinea’s worden de kernmerken van de aangevraagde Basidiomycete schimmels kort
besproken:

Ceriporiopsis subvermispora (syn. Poria subvermispora, Gelatoporia subvermispora)

Ceriporiopsis subvermispora (Nederlandse naam: Sparrenporia) is een witte, korstvormige
(resupinaat) groeiende gaatjeszwam (Polypoor) die kan groeien op zacht en op hard hout. De
schimmel is een saprofyt op naaldhout (met name fijnspar) en in mindere mate op loothout (Noord-
Amerika).” C. subvermispora wordt onderzocht voor toepassing in de houtpulpverwerkingsindustrie,
omdat de schimmel in staat is lignine af te breken.® In 2012 is de genoomsequentic van C.
subvermispora bepaald.” De soort is in Nederland zeldzaam met één recente melding uit Noord-
Brabant. C. subvermispora vormt asexuele chlamydosporen in cultuur.

Irpex lacteus (syn. Polyporus tulipiferae)

Deze schimmel wordt ook wel de Melkwitte irpex genoemd en vormt smalle witte hoedjes aan een
resupinaat groeiend vruchtlichaam. Aan de onderkant van het vruchtlichaam zitten tandjes in plaats
van gaatjes. |. lacteus is te vinden op hardhouten houtblokken en soms op het hout van naaldbomen.
De soort is in Nederland zeldzaam. I. lacteus breekt houtige bestanddelen af en wordt gebruikt als
bodemverbeteraar en als voorbewerking bij bio-afbraak van stro. De schimmel veroorzaakt witrot van
het spinthout (buitenste jaarringen van de boom) en in sommige gevallen van het kernhout/harthout. I.
lacteus is primair een saprofyt, maar wordt genoemd op de lijst met ziekten van kersenbomen (Prunus
spp.) op de website van de American Phytopathological Society, met als opmerking dat de
891, lacteus is tevens aangetroffen in
rottend jujube fruit in China, maar bleek niet zelfstandig een infectie te kunnen veroorzaken.'®

pathogeniteit van |. lacteus nog niet eenduidig bewezen is.

Tenslotte is er een geval beschreven waarbij de schimmel werd aangetroffen in een longabces van een
patiént met een verzwakt immuunsysteem, hetgeen kan betekenen dat I. lacteus een (opportunistische)
ziekteverwekker is."' Voor zover bekend vormt I. lacteus geen sporen in cultuur.

Phlebia radiata (syn. Phlebia merismoides)

Phlebia radiata (Oranje aderzwam) vormt oranje, rondachtige, resupinate vruchtlichamen van 1 tot
meer dan 5 cm diameter met een radiair verlopend bobbeltjespatroon. De soort komt algemeen voor in
Nederland op dood hout van verschillende loofbomen, en wordt bijvoorbeeld veel op eik aangetroften.
Ook wordt de soort op dode dennen aangetroffen.'>'*'* Deze schimmel is voornamelijk, maar niet
uitsluitend saprofyt en is genoemd als zwakteparasiet van Prunus spp. (persoonlijke communicatie
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externe deskundige). P. radiata vormt in cultuur twee typen asexuele voortplantingscellen:
arthrosporen en chlamydosporen. Soms worden ook basidiosporen (sexuele) sporen gevormd.

Phlebia tremellosa (syn. Merulius tremellosus)

Phlebia tremellosa (Spekzwoerdzwam) is nauw verwant aan P. radiata. De soort vormt afstaande
bleekroze tot beige “hoeden” van enkele cm breed die verbonden zijn met een resupinaat groeiend
deel. De onderkant is voorzien van een ondiep gaatjespatroon. P. tremellosa is een saprotroof en komt
algemeen voor op loofhout en naaldhout.” De schimmel wordt incidenteel genoemd als een
zwakteparasiet (persoonlijke communicatie externe deskundige). In de medische literatuur is een geval
bekend van M. tremellosus als opportunist.'® Daarnaast is de soort in verband gebracht met de
productie van een antibioticum.'” In cultuur worden asexuele chlamydosporen gevormd.

Pleurotus eryngii

Pleurotus eryngii of Kruisdisteloesterzwam is een grijzige centraal gesteelde paddenstoel met een
hoed van c.a. 8 cm breed met witte lamellen aan de onderzijde. P. eryngii is eetbaar en wordt geteeld
in onder meer Australié."® Ook wordt de soort gebruikt in biotechnologische processen vanwege de
productie van lignine afbrekende enzymen.'’ P. eryngii is een facultatieve biotrofe parasiet die groeit
op de ondergrondse (wortel) delen van enkele Apiaceae soorten (kruisdistel, schermbloemigen,

. 20,21,22
composieten).”**"

De soort groeit in Nederland op Kruisdistel en is daarom beperkt tot
graslandvegetaties waar deze plant groeit. P. eryngii is veel zeldzamer dan de Kruisdistel, en komt
praktisch alleen in het zuidwesten van de Provincie Zuid-Holland voor, het meest op oude dijken.
Vanwege zijn zeldzaamheid is de paddenstoel opgenomen op de rode lijst.” In het buitenland groeit P.
eryngii ook bij andere schermbloemigen, zoals Ferula soorten. Geinfecteerde planten vertonen
nauwelijks uiterlijke afwijkingen maar worden minder groot dan hun soortgenoten (persoonlijke

communicatie externe deskundige). De schimmel vormt vermoedelijk basidiosporen in cultuur.

Pleurotus pulmonarius

Pleurotus pulmonarius (Bleke oesterzwam) is een zijdelings aangehechte, ongesteelde of onduidelijk
gesteelde plaatjeszwam, met beige tot witachtige hoeden tot ca. 10 cm afstaand. De soort komt
algemeen voor op takken en stammen van allerlei soorten loofbomen.”* Hij verschijnt vroeg in de
(na)zomer, in tegenstelling tot een verwante soort, de Gewone oesterzwam (P. ostreatus), die een grijs
hoedoppervlak heeft en laat in het seizoen verschijnt. Het is een saprotrofe (mogelijk/facultatief
parasitaire) schimmel die voorkomt op dood en levend hardhout 0.a. van loofbomen (beuk, wilg).”>**
P. pulmonarius is eetbaar, en wordt gekweekt op allerlei voedingsbodems zoals hout, houtwol,
zaagsel, maar ook op afvalstromen zoals koffiepulp. Een nadeel bij de kweek van Pleurotus soorten is
de uitbundige basidiosporenproductie van de vruchtlichamen. Er zijn diverse gevallen van allergische

reacties bekend bij werkers in de paddenstoelenteelt van deze soorten.”®

Trametes versicolor (syn. Coriolus versicolor, Microporus versicolor, Boletus versicolor, Bjerkandera
versicolor, Poria versicolor)
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Trametes versicolor (Gewoon elfenbankje) is een zijdelings aangehechte gaatjeszwam (Polypoor) die
halfcirkelvormige hoeden tot ca 5 cm breed vormt, met een leerachtige consistentie. De kleur van het
hoedoppervlak is gewoonlijk blauwig grijs met bruin, in concentrische zones. De gaatjes aan de
onderzijde zijn witachtig. De soort behoort tot de algemeenste en meest bekende paddenstoelen in
Nederland, en groeit op dood hout (saprotroof) van vele soorten loofbomen en in mindere mate op
naaldbomen. T. versicolor is tevens genoemd als een zwakteparasiet die via wonden of beschadigingen

27,28,29,30,31,32,

verzwakte bomen kan infecteren. % In cultuur kunnen zowel asexuele arthrosporen en

chlamydosporen als sexuele basidiosporen worden gevormd.

Ganoderma australe (syn. Ganoderma adspersum (vroeger G. europaeum))

Ganoderma australe (Dikrandtonderzwam) is een zijdelings aangehechte forse gaatjeszwam
(Polypoor) die tot 20 cm breed en afstaand kan worden en tot 5 cm dik, met een houtig-harde
consistentie. De bovenzijde is roodbruinig en vaak bedekt met cacaokleurig sporenstof. De soort is
algemeen en groeit op dikke levende loofbomen (wilg, eik, populier, esdoorn, paardenkastanje,
Catalpa) of de stronken daarvan. G. australe is een necrotrofe parasiet die op levende bomen groeit,
deze na verloop van tijd doodt en vervolgens nog lange tijd kan leven op het dode hout.** De soort
geldt als één van de belangrijkste aantasters van oude en dikwijls waardevolle monumentale bomen
(bijvoorbeeld de Anne Frank boom). De soort vormt geen arthro- of chlamydosporen in cultuur. Er
bestaat taxonomische verwarring tussen Ganoderma australe en Ganoderma applanatum; de
genetische grenzen tussen beide soorten zijn onduidelijk.*’

Phellinus pini (syn. Fomes pini, Porodaedalea pini)

Phellinus pini (Dennenvuurzwam) is een zijdelings aangehechte gaatjeszwam (Polypoor) die 7 tot 10
cm breed en afstaand wordt, met een harde, taaie consistentie. Het hele vruchtlichaam is bruin. De
soort is in Nederland zeer zeldzaam. In de Taiga of Boreale wouden in delen van Scandinavi€, Canada
en Rusland en in berggebieden is hij minder zeldzaam. P. pini groeit (vrijwel) uitsluitend op oude
levende Grove dennen (Pinus silvestris) en staat op de Rode Lijst als ernstig bedreigd.”® P. pini
veroorzaakt op deze dennen het zogenaamde ‘white pocket rot” of ‘red ring rot’.”” De soort wordt
beschouwd als een biotrofe parasiet. Er zijn incidentele gevallen van de ziekte bij loofbomen bekend.
P. pini infecteert via stompjes van takken en verspreidt zich naar het kernhout/harthout. Ook kan het
het spinthout (de buitenste jaarringen van de boom) aanvallen en zich daarin verspreiden.’®** P. pini
vormt geen arthro- of chlamydosporen in cultuur.

Classificatie

De inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerde organismen is mede athankelijk van
de pathogeniteitsklasse van het organisme. Daarom is het voor een correcte inschaling van de
werkzaamheden van belang te weten tot welke pathogeniteitsklasse een organisme behoort. Volgens
de ‘Integrale versie van de Regeling genetisch gemodificeerde organismen en het Besluit genetisch
gemodificeerde organismen’ worden micro-organismen (virussen, bacteri€én, schimmels) ingedeeld in
vier pathogeniteitsklassen.” Deze indeling start met pathogeniteitsklasse 1, die gevormd wordt door
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apathogene micro-organismen en loopt op tot pathogeniteitsklasse 4, de groep van hoog pathogene
micro-organismen. De criteria voor indeling in pathogeniteitsklassen zijn als volgt gedefinieerd:

¢ Een indeling in pathogeniteitsklasse 1 is van toepassing op een micro-organisme dat in ieder geval
voldoet aan een van de volgende voorwaarden:

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

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

0 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;

O van het micro-organisme is het niet-virulente karakter middels adequate tests aangetoond.

e Fen indeling in pathogeniteitsklasse 2 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen een
ziekte kan veroorzaken, waarvan het onwaarschijnlijk is dat die zich onder de bevolking verspreidt,
terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding bestaat, alsmede een micro-
organisme dat bij planten of dieren ziekte kan veroorzaken.

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

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

Door de American Type Culture Collection (ATCC) worden alle aangevraagde schimmelsoorten
aangeduid als biosafety level 1 gebaseerd op pathogeniteit voor de mens.*
plantpathogenen van het Belgische Wetenschappelijke Instituut voor Volksgezondheid worden
Ganoderma australe (ook wel Ganoderma adspersum (vroeger G. europaeum)) en Phellinus pini (syn.
Fomes pini, Porodaedalea pini) aangeduid als pathogeniteitsklasse 2.** Op de lijst met humane- en
dierpathogenen van het instituut komen geen van de schimmels voor.”® Pleurotus ostratus (nauw
verwant aan Pleurotus pulmonarius is in Nederland al opgenomen op bijlage 1. Organismen op deze

bijlage zijn ingedeeld als pathogeniteitsklasse 1, omdat zij niet pathogeen zijn voor mens, dier of plant.

Op de lijst met

Eerdere COGEM adviezen
Eind 2011 heeft de COGEM geadviseerd over de classificatie van (a)pathogene schimmels.'? Geen
van de schimmels uit de huidige aanvraag worden in dit eerdere advies geclassificeerd.
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Overweging en advies

De verschillende Basidiomycete schimmelsoorten genoemd in dit advies komen in Nederland voor op
bomen en op boomstronken. Geen van deze organismen wordt in de wetenschappelijke literatuur in
verband gebracht met pathogeniteit voor mens of dier.*****® Voor zowel I. lacteus als voor M.
tremollosus is een enkel geval van een opportunistische infectie gemeld in de medische literatuur. De
COGEM merkt op dat opportunistische pathogenen, die uitsluitend ziekte kunnen veroorzaken bij
individuen met een verzwakt immuunsysteem, in de regel niet als pathogeen worden beschouwd en,
als aan één of meer van de genoemde voorwaarden voor een pathogeniteitsklasse 1 micro-organisme is
voldaan, in bijlage 1 kunnen worden opgenomen. De COGEM is van mening dat de basidiomycete
schimmels die in dit advies worden genoemd als zwakteparasieten en alleen verzwakte, beschadigde
of stervende bomen infecteren, als opportunistische pathogenen kunnen worden beschouwd.

De COGEM beschouwt Ceriporiopsis subvermispora, Irpex lacteus, Phlebia radiata, Phlebia
tremellosa, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonarius en Trametes versicolor als apathogeen voor
mens, dier en plant en adviseert deze schimmels in te delen in pathogeniteitsklasse 1. Gezien de aard
van de voorgenomen werkzaamheden is de COGEM van mening dat deze op ML-I niveau uitgevoerd
kunnen worden met een aanvullend voorschrift. Een aantal van de genoemde schimmels (C.
subvermispora, P. radiata, P. tremellosa, P. eryngii, P. pulmonarius en. T. versicolor) is in staat om
sporen te produceren in cultuur. De COGEM adviseert daarom om als aanvullend voorschrift op te
nemen deze (gg-) schimmelcultures alleen in een veiligheidskabinet van klasse-11 te openen en te
hanteren. Op dit inperkingsniveau en met inachtneming van dit aanvullende voorschrift acht zij het
risico van de beschreven werkzaamheden met genetisch gemodificeerde Ceriporiopsis subvermispora,
Irpex lacteus, Phlebia radiata, Phlebia tremellosa, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonarius en
Trametes versicolor voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.

Zowel Ganoderma australe als Phellinus pini staan bekend als plantpathogenen die ziekte kunnen
veroorzaken bij gezonde bomen en deze kunnen doden. Derhalve is de COGEM van mening dat deze
schimmels geclassificeerd moeten worden als pathogeniteitsklasse 2. Werkzaamheden met (gg-)
Ganoderma australe en (gg-) Phellinus pini kunnen worden uitgevoerd op ML-II niveau. Open
handelingen op ML-II niveau waarbij aérosolen gevormd kunnen worden moeten standaard worden
uitgevoerd in een veiligheidskabinet van klasse II. Op dit inperkingsniveau acht de COGEM de
risico’s van de beschreven werkzaamheden met genetisch gemodificeerde Ganoderma australe en
Phellinus pini voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.
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