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ONDERWERP Advies bruinrot, witrot en mycorrhiza schimmelsoorten

Geachte mevrouw Mansveld,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de wijziging van de vergunningaanvraag 1G
05-015/11 met de titel "Moleculair genetisch onderzoek aan schimmels en gisten om de
biodiversiteit binnen deze groepen beter te begrijpen, alsmede de aan deze diversiteit
gerelateerde virulentie en gevoeligheid voor antimycotica’ ingediend door het
Centraalbureau voor Schimmelcultures deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de indeling in pathogeniteitsklassen van de
basidiomycete schimmelsoorten Dichomitus squalens, Fomitopsis pinicola en
Physisporinus rivulosus, en de ascomycete schimmel-soorten Podospora pauciseta
(voorheen Podospora anserina) en Oidiodendron maius. Tevens is zij verzocht te
adviseren over het inperkingsniveau waarop de vervaardiging van genetisch
gemodificeerde schimmels van deze soorten ingeschaald dienen te worden.

De COGEM adviseert D. squalens, P. rivulosus, P. pauciseta en O. maius in te delen in
pathogeniteitsklasse 1. Zij is van mening dat voorgenomen werkzaamheden met deze
schimmels op ML-I niveau uitgevoerd kunnen worden met een aanvullend voorschrift
voor sporenvormende schimmelcultures. De soort F. pinicola leeft parasitair op diverse
boomsoorten. De COGEM adviseert deze schimmelsoort in te delen in
pathogeniteitsklasse 2 en werkzaamheden met deze soort uit te voeren op ML-II
inperkingsniveau.

Onder de geadviseerde inperkingsniveaus en met inachtneming van het aanvullende
voorschrift voor sporenvormende 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. Peter-Jan Keizer (Commissie
Paddenstoelen en Natuurbehoud van de Nederlandse Mycologische Vereniging).



Classificatie van bruinrot, witrot en mycorrhiza schimmelsoorten
COGEM advies CGM/140605-02

Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de wijziging van een vergunning met de titel
’Moleculair genetisch onderzoek aan schimmels en gisten om de biodiversiteit binnen deze groepen
beter te begrijpen, alsmede de aan deze diversiteit gerelateerde virulentie en gevoeligheid voor
antimycotica’ ingediend door het Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS).

De adviesvraag betreft de pathogeniteitsclassificatie van vijf schimmelsoorten (Dichomitus
squalens, Fomitopsis pinicola, Physisporinus rivulosus, Podospora pauciseta (voorheen P.
anserina) en Oidiodendron maius), en handelingen met genetisch gemodificeerde (gg) varianten
van deze schimmels ten behoeve van onderzoek aan ’DNA sequenties en mutante sequenties van
genen en hun flankerende gebieden betrokken bij de omzetting van plantenbiomassa’. De
betreffende schimmels zijn onder meer relevant voor de industrie omdat zij met behulp van
specifieke enzymen plantenbiomassa en kleurstoffen kunnen afbreken. De schimmels zijn nog niet
eerder door de COGEM geclassificeerd."?

Pathogeniteitsclassificatie ’Regeling genetisch gemodificeerde organismen’

De inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerde organismen (ggo’s) is mede
afhankelijk van de pathogeniteitsklasse van het organisme. Volgens de ‘Integrale versie van de
Regeling ggo’ en het ’Besluit ggo’ worden micro-organismen (virussen, bacterién, schimmels,
parasieten) 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. De criteria voor indeling in pathogeniteitsklassen 1
en 2 zijn als volgt gedefinieerd.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 1 is van toepassing als het micro-organisme minimaal aan één
van de volgende criteria voldoet:

¢ het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers bekend zijn die
ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant.
o het heeft een lange historie van veilig gebruik onder omstandigheden waarbij geen
bijzondere inperkende maatregelen zijn getroffen.
¢ het behoort tot een soort die wel vertegenwoordigers bevat van pathogeniteitsklasse 2, 3 of 4,
maar de stam in kwestie bevat geen genetisch materiaal dat verantwoordelijk is voor de
virulentie.
o het niet-virulente karakter van het micro-organisme is door middel van adequate tests
aangetoond.
Een 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,

COGEM advies CGM/140605-02



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

Opportunistische pathogenen, die uitsluitend ziekte kunnen veroorzaken bij individuen of
organismen met een verzwakt immuunsysteem, worden in de regel eveneens als niet pathogeen
beschouwd.

Aspecten van belang voor de pathogeniteitsclassificatie van schimmels

Schimmels vormen taxonomisch gezien een zeer heterogene groep en zijn onderverdeeld over
verschillende fyla waaronder de ascomyceten en basidiomyceten. Op grond van hun leefwijze in
het ecosysteem worden schimmels onder meer onderverdeeld in saprotrofe (ook wel saprofytische),
parasitaire en symbiotische schimmels.*

Een saprotrofe schimmel leeft van dood organisch materiaal, in tegenstelling tot een parasitaire
schimmel die zijn voeding haalt 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.

Parasitaire schimmels worden onderverdeeld in biotrofe en necrotrofe schimmels.®> Biotrofe
schimmels leven uitsluitend op en ten koste van het levende weefsel van organismen. Necrotrofe
schimmels leven op dood weefsel van levende organismen. Tijdens infectie worden op de plaats
van binnendringing de gastheercellen gedood en leven de schimmels vervolgens voort, gebruik
makend van het beschikbaar gekomen dode organische materiaal.

Symbiotische schimmels leven met andere organismen samen. Als beide organismen wederzijds
voordeel van elkaar hebben, spreekt men van mutualisme. Voorbeelden van mutualismen zijn
korstmossen (schimmels samenlevend met algen of cyanobacterién) en mycorrhizae (schimmels
samenlevend met plantenwortels).**

Sommige schimmels veroorzaken houtrot, zoals witrot of bruinrot.> Witrotschimmels produceren
verschillende soorten enzymen die in staat zijn de donker gekleurde ligninecomponent van hout af
te breken. Bruinrotschimmels produceren verschillende soorten enzymen die in staat zijn de
bleekgekleurde (hemi)cellulose component van hout af te breken.’

Schimmels verspreiden zich via sporen die gevormd worden tijdens geslachtelijke (teleomorfe) of
ongeslachtelijke (anamorfe) voortplanting. Geslachtelijke sporen worden onder meer in zakjes, of
exogeen op knotsvormige structuren gevormd (respectievelijk ascosporen bij ascomycete
schimmels  (zakjeszwammen) en basidiosporen bij basidiomycete ~ schimmels
(steeltjeszwammen)).** Ongeslachtelijke of aseksuele sporen worden onder meer gevormd door de
fragmentatie of afsnoering van de filamenteuze schimmeldraad, en worden veelal aangeduid als
conidiosporen (arthrosporen specifiek voor basidiomyceten) of chlamydosporen. Chlamydosporen
(dikwandige rustsporen) zijn in staat onder ongunstige omstandigheden te overleven. Zowel
geslachtelijke als ongeslachtelijke sporen kunnen zich via lucht en water verspreiden.*
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D. squalens
D. squalens is een basidiomyceet en Houtzwam.®"® De soort is voor het eerst in 1886 onder de
naam Trametes squalens beschreven en kent 13 synoniemen.® D. squalens wordt aangetroffen in
het hout van zowel levende als dode dennen (Pinus).” In levende bomen veroorzaakt de
schimmelsoort "heartrot’: het kernhout wordt door witrot aangetast. D. squalens komt voor op het
noordelijke halfrond waaronder Centraal en Zuid-Europa (zeldzaam), maar wordt in Nederland niet
aangetroffen.” In Noord-Amerika komt de schimmelsoort algemeen voor en is deze een belangrijke
veroorzaker van ’heartrot’ in Pinus ponderosa. Het betreft geen ernstige of massale
aantastingen.**

In cultuur vormt D. squalens arthro-, chlamydo- en basidiosporen.** De schimmel is in staat
kleurstoffen en lignine af te breken, en is mogelijk relevant voor toepassingen in de biodegradatie
van plantenbiomassa,'%!%141>16

F. pinicola

F. pinicola, de Roodgerande Houtzwam, is een basidiomyceet.®’® De soort is voor het eerst in
1810 onder de naam Boletus pinicola beschreven en kent meer dan 50 synoniemen.® F. pinicola
wordt het meest aangetroffen op levende stammen van Picea abies (Fijnspar), en daarnaast op
loofbomen als Beuk, Haagbeuk, Berk en Esdoorn (individuele, doorgaans oudere bomen). De
schimmelsoort is parasitair (necrotroof) maar wordt ook als saprotroof op dood hout waargenomen
en veroorzaakt bruinrot.”*” Door verrotting van het kernhout breken bomen af. Dicht op elkaar
staande Fijnspar aanplantingen kunnen daarbij zwaar aangetast worden waarbij de gehele opstand
verloren gaat. Aantastingen van gelijkjarige monoculturen op niet optimale bodemomstandigheden
zijn in de Belgische Ardennen waargenomen. F. pinicola wordt over het gehele noordelijk halfrond
aangetroffen.”® In Nederland komt de schimmelsoort algemeen voor.

In cultuur vormt F. pinicola chlamydosporen en soms basidiosporen.'* Enzymen van F. pinicola
zijn mogelijk inzetbaar bij het afbreken van bestrijdingsmiddelen als DDT en organische
bodemverontreinigingen.'®*® Daarnaast zijn de cellulose-afbrekende enzymen mogelijk relevant
voor toepassingen in de biodegradatie van plantenbiomassa.”’

P. rivulosus

P. rivulosus is een basidiomyceet en Buisjeszwam.®"® De soort is voor het eerst in 1868 onder de
naam P. rivulosus beschreven en kent zeven synoniemen.® P. rivulosus is een saprotrofe schimmel,
wordt aangetroffen in het hout van dennen (Pinus) en veroorzaakt witrot. P. rivulosus komt in
Nederland niet voor en is zeer zeldzaam in Zuid-Europa.” Wel komt de schimmel voor in Noord-
Amerika, maar veroorzaakt daar nauwelijks schade.

In cultuur vormt P. rivulosus chlamydosporen en soms arthrosporen.™ Aangezien P. rivulosus in
staat is lignine af te breken en sommige bij de afbraak betrokken enzymen stabiel zijn onder
extreme omstandigheden zoals lage pH en relatief hoge temperaturen, is de schimmel mogelijk
relevant voor toepassingen in de biotechnologie.?*??
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P. pauciseta

P. pauciseta is een Menhirzwammetje en ascomyceet.® P. pauciseta is voor het eerst in 1857 onder
de naam Malinvernia anserina beschreven en kent vijf synoniemen.®”® De naam P. anserina wordt
nog veel gebruikt.

P. pauciseta leeft als saprotroof op de mest van herbivoren zoals paard, konijn, hert en ree, en
wordt over de gehele wereld aangetroffen.?® In Nederland is de soort recent waargenomen. Van P.
pauciseta zijn geen aseksuele voortplantingsstructuren bekend. De soort plant zich seksueel door
middel van ascosporen voort. Aangezien P. pauciseta in staat is lignine af te breken, is de
schimmel mogelijk relevant voor toepassingen in de biodegradatie van plantenbiomassa.?*

O. maius

O. maius (anamorf; teleomorfe naam is Byssoascus striatiosporus) behoort tot de ascomyceten en
is voor het eerst in 1962 beschreven.® De soort is 0ok bekend onder de naam O. citrinum.® O. maius
leeft als een mycorrhizae vormende schimmel op de wortels van Ericaceae (Heideachtigen), maar
kan ook saprotroof groeien, bijvoorbeeld op turf en veenmos.??*?" In cultuur vormt O. maius
conidiosporen.** O. maius is tolerant voor hoge concentraties metalen in de bodem.?

Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager wil van voornoemde vijf schimmelsoorten genen en enzymen Kkarakteriseren
betrokken bij de afbraak van plantenbiomassa. Daarnaast wil de aanvrager onderzoeken welke
genetische elementen interessant zijn voor het verbeteren van enzymmengsels voor industriéle
toepassingen. Tevens wil de aanvrager mutanten van deze schimmelsoorten maken.

De voorgenomen werkzaamheden bestaan uit het transformeren van de vijf schimmelsoorten
met DNA constructen, al dan niet met behulp van Rhizobium radiobacter (voorheen bekend als
Agrobacterium tumefaciens).”® De donorsequenties betreffen cDNA, DNA en gemuteerde
sequenties van genen en flankerende gebieden betrokken bij de omzetting van plantenbiomassa.

Eerdere COGEM adviezen en andere classificaties
Eind 2011 heeft de COGEM geadviseerd over de classificatie van (a)pathogene schimmels."* Geen
van de schimmels uit de huidige aanvraag werden in dit eerdere advies geclassificeerd. Recent
heeft de COGEM een negental basidiomycete witrot schimmels geclassificeerd waarbij twee
schimmelsoorten in pathogeniteitsklasse 2 zijn ingedeeld. De overige 10 schimmelsoorten zijn
geclassificeerd als niet pathogeen.*®

Op de lijst met plantpathogenen van het Belgische Wetenschappelijke Instituut voor
Volksgezondheid wordt F. pinicola aangeduid als pathogeniteitsklasse 2.3* Op de lijst met humaan-
en dierpathogenen van het Instituut komt geen van de vijf te classificeren schimmels voor. Door de
American Type Culture Collection (ATCC) worden, gebaseerd op pathogeniteit voor de mens, de
vijf schimmelsoorten aangeduid als biosafety level 1.3
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Overweging en advies

De in dit advies beschreven basidiomycete schimmelsoorten D. squalens, F. pinicola, en P.
rivulosus komen voor op bomen of boomstronken. De beschreven ascomycete schimmelsoorten
komen voor in de mest van sommige herbivoren (P. pauciseta), dan wel als mycorrhizapartner of
als saprotroof van veenmos en turf (O. maius). De COGEM is niet bekend met publicaties die de
vijf schimmelsoorten relateren aan pathogeniteit voor mens of dier. Gezien hun leefwijze in de
natuur, acht de COGEM het niet aannemelijk dat voornoemde schimmelsoorten pathogeen zijn
voor mens of dier. D. squalens, P. rivulosus, P. pauciseta en O. maius zijn saprotroof. Hoewel D.
squalens ’heartrot’ kan veroorzaken, is de schade op locaties waar de schimmel veelvuldig wordt
waargenomen (Noord-Amerika), beperkt. De COGEM adviseert deze vier schimmelsoorten op te
nemen in pathogeniteitsklasse 1. F. pinicola is necrotroof en kan grootschalige aanplant van de
Fijnspar aantasten. De COGEM beschouwt deze schimmelsoort als pathogeen voor planten en
adviseert deze in pathogeniteitsklasse 2 in te delen.

Gezien de aard van de voorgenomen werkzaamheden is de COGEM van mening dat deze, voor
zover het D. squalens, P. rivulosus, P. pauciseta en O. maius betreft, op ML-I niveau uitgevoerd
kunnen worden. De werkzaamheden met (gg-)F. pinicola adviseert zij uit te voeren op ML-II
inperkingsniveau.

Voornoemde schimmelsoorten kunnen sporen vormen in cultuur. De COGEM adviseert daarom
om het aanvullende voorschrift in acht te nemen dat de (gg-)schimmelcultures alleen in een
veiligheidskabinet van klasse-1l geopend en gehanteerd worden. Op voornoemde
inperkingsniveau’s en met inachtneming van bovenstaand aanvullend voorschrift acht de COGEM
het risico van de beschreven werkzaamheden met (gg-)D. squalens, F. pinicola, P. rivulosus, P.
pauciseta en O. maius verwaarloosbaar Kklein.
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