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ONDERWERP Advies inschaling werkzaamheden schimmelprotoplasten en mycovirussen

Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier 1G 20-230_2.8-001 met de titel
‘Vaststellen PG klasse Neurospora intermedia en N. tetrasperma en bijbehorende activiteit’,
deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden waarbij
protoplasten van verschillende schimmelsoorten gefuseerd worden. In deze schimmels zijn
zogenaamde mycovirussen van nature aanwezig. Door het fuseren van schimmelcellen
kunnen mycovirussen worden overgedragen. Mycovirussen kunnen ervoor zorgen dat de
schimmel slechter groeit en minder goed sporen vormt. Ook kunnen mycovirussen van
invlioed zijn op het ziekteverwekkend vermogen van een schimmel. De COGEM s van
oordeel dat het niet aannemelijk is dat protoplastfusie en overdracht van mycovirussen
ervoor zorgt dat voorheen niet-ziekteverwekkende schimmels, ziekteverwekkend worden.
Bij fusie tussen soorten die behoren tot hetzelfde genus als een ziekteverwekkende
schimmel, of soorten die ziekte kunnen veroorzaken bij patiénten met een onderliggend
ziektebeeld, kan er in combinatie met mycovirus-overdracht, niet volledig worden
uitgesloten dat een schimmel een verhoogd ziekteverwekkend vermogen verkrijgt.

De COGEM is van oordeel dat de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein zijn
indien de werkzaamheden met protoplasten van niet-ziekteverwekkende schimmelsoorten
plaatsvinden op inperkingsniveau 1. Werkzaamheden met protoplasten van
schimmelsoorten die verwant zijn aan ziekteverwekkende schimmels (behorend tot
hetzelfde genus), ziekteverwekkende schimmels en combinaties van ziekteverwekkende en
niet-ziekteverwekkende schimmelsoorten, dienen plaats te vinden op inperkingsniveau 2.




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.Cc. - Drs. Y. de Keulenaar, Hoofd Bureau ggo
- Ministerie van lenW, Directie Omgevingsveiligheid en milieurisico’s, DG
Milieu en Internationaal



Inschaling werkzaamheden met protoplasten van verschillende schimmels
en endogene mycovirussen

COGEM advies CGM/220126-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met protoplasten van
verschillende wildtype schimmelsoorten en endogene mycovirussen (IG 20-230). De aanvraag voor de
werkzaamheden is afkomstig van de Wageningen Universiteit. De aanvrager is voornemens
protoplasten van wildtype schimmelsoorten te fuseren, waarin mycovirussen aanwezig kunnen zijn.
Protoplastfusie, waarbij nieuwe combinaties van genetisch materiaal ontstaan, is een techniek die leidt
tot een genetisch gemodificeerd organisme volgens het Besluit genetisch gemodificeerde organismen
milieubeheer 2013.* Werkzaamheden met protoplastfusie van apathogene schimmelsoorten zijn reeds
vergund, de huidige aanvraag betreft protoplastfusie met pathogene schimmelsoorten en soorten die
mycovirussen bevatten.

2. Protoplastfusie tussen schimmels

2.1 Protoplastfusie

Protoplastfusie van schimmelsoorten leidt tot een cel met verschillende kernen, een heterokaryon.? Bij
protoplastfusie van septa-vormende schimmelsoorten zal de heterokaryotische cel een septum vormen,
waarbij de kernen zullen segregeren en de cellen uitgroeien tot twee cellijnen (schimmeldraden) met elk
hun eigen kern. Bij protoplastfusie met schimmelsoorten die geen septa vormen zullen de kernen naar
verwachting eigen entiteiten blijven, al is niet duidelijk of de heterokaryon na protoplastfusie zonder
septa kan groeien. In zeldzame gevallen kunnen de kernen na protoplastfusie versmelten (karyogamie),
waarbij de regeneratie van gefuseerde protoplasten kan leiden tot cellen met gerecombineerd genetisch
materiaal en een mix aan eigenschappen.®*" Een voorbeeld hiervan is een hybride van twee Blumeria
graminis ‘subspecies’, die een plantsoort kon infecteren die beide oudersoorten niet konden infecteren.*
Daarnaast bleek een humaanpathogeen schimmelisolaat een natuurlijk ontstane hybride tussen twee
pathogene Aspergillus-soorten en had deze hybride andere infectie-gerelateerde eigenschappen dan de
oudersoorten.®

2.2 De schimmelsoorten

De werkzaamheden van de aanvraag zullen worden uitgevoerd met negen verschillende wildtype
schimmelsoorten. Drie van deze schimmelsoorten behoren tot het genus Neurospora, binnen de familie
van de Sordariaceae (Ascomycota): Neurospora tetrasperma, Neurospora crassa en Neurospora
intermedia. Dit zijn filamenteuze en apathogene schimmels.®” Deze schimmels vormen poederachtige
en opvallende oranjekleurige aseksuele sporen (conidién).® Neurosporasoorten worden vaak
aangetroffen op verbrand vegetatiemateriaal.® De vierde schimmelsoort is Podospora pauciseta
(voorheen bekend als Podospora anserina). Deze filamenteuze schimmel heeft de naam
Menhirzwammetje, behoort tot de Ascomycota en is een apathogene schimmelsoort.® P. pauciseta leeft
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als saprotroof op uitwerpselen van herbivoren en kan lignine afbreken.* De vijfde schimmelsoort is
Saccharomyces cerevisiae, ook bekend als bakkerstgist. Deze schimmelsoort behoort eveneens tot de
Ascomyceta en is apathogeen.” S. cerevisiae wordt al duizenden jaren door de mens gebruikt voor de
productie van brood, bier en wijn.

De overige vier schimmelsoorten behoren tot het genus Aspergillus en zijn filamenteuze
ascomyceten. Aspergillus nidulans en Aspergillus niger zijn apathogene schimmelsoorten.”** Deze
soorten zijn ook beschreven als opportunisten, omdat zij potentieel pathogeen kunnen zijn bij
immuungecompromitteerde patiénten.>** Zowel A. niger als A. nidulans worden ingezet als
modelorganisme in het onderzoek en voor de industriéle productie van enzymen.'*'® De soorten
Aspergillus fumigatus en Aspergillus flavus zijn pathogene schimmelsoorten.® A. fumigatus kan ernstige
infecties veroorzaken bij mensen met een verzwakt immuunsysteem.’ De schimmelsoort A. flavus kan
eveneens ernstige infecties veroorzaken in vatbare mensen en produceert aflatoxines.®

3. Mycovirussen

3.1 Biologie van de mycovirussen

Mycovirussen zijn virussen die met name voorkomen in het cytoplasma en in de mitochondrién van
schimmels. Mycovirussen veroorzaken voornamelijk symptoomloze en persistente infecties, wat
vermoedelijk het resultaat is van co-evolutie.'® Omdat mycovirus een verzamelnaam is voor virussen
die worden aangetroffen in schimmels betreft het een zeer diverse groep virussen die tot meerdere
families behoren, waaronder de Partitiviridae, Chrysoviridae Totiviridae en Narnaviridae.”
Mycovirussen zijn voornamelijk dubbelstrengs RNA (dsRNA) virussen, maar daarnaast zijn er ook
virussen met een enkelstrengs RNA- (ssSRNA) of enkelstrengs DNA-genoom (ssSDNA).® Nog
regelmatig worden nieuwe soorten mycovirussen geisoleerd en gekarakteriseerd.?

Verspreiding van mycovirussen kan plaatsvinden via anastomose, waarbij verschillende hyfen van
de gastheer met elkaar versmelten en er cellen met meerdere nuclei ontstaan (heterokaryosis). Naast
deze horizontale transmissie kan er tevens verticale transmissie plaatsvinden via vegetatieve
vermeerdering en de vorming van aseksuele sporen (anamorf), zoals conidiosporen en seksuele sporen
(teleomorf), zoals ascosporen. Virusverspreiding via de ascosporen is minder effectief dan via
conidiosporen, omdat bij seksuele reproductie nageslacht kan ontstaan dat ‘somatisch incompatibel’ is
en minder vatbaar voor mycovirus-infectie.?>?* Zo zijn mycovirussen veelvoorkomend in de anamorfe
vorm van Aspergillus-soorten, terwijl mycovirussen zelden voorkomen in de teleomorfe vorm.?%
Infectie met gezuiverde virusdeeltjes is aangetoond voor enkele mycovirussen, waaronder een sSDNA
mycovirus uit Sclerotinia sclerotiorum en een dsSRNA mycovirus uit de humaanpathogene schimmel A.
fumigatus.®*%

Onder experimentele omstandigheden kunnen mycovirussen meerdere gastheren hebben.?® Een
voorbeeld hierin is Cryphonectria parasitica mitovirus 1 (CpMV1), afkomstig uit de schimmel C.
parasitica, waarbij met protoplastfusie is aangetoond dat het gastheerbereik van CpMV1 verschillende
stammen beslaat, maar ook verschillende soorten zowel binnen als buiten de Cryphonectriaceae-
familie.?” Ook is aangetoond dat sommige mycovirussen verschillende soorten uit het genus Aspergillus
kunnen infecteren.?
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3.2 Hyper- en hypovirulente effecten

Mycovirussen kunnen ook de virulentie van hun gastheer verhogen of verlagen.”®* Zo remt het
mycovirus Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1) de groei en sporulatie van de schimmel Cryphonectria
parasitica.*® Ook zijn er mycovirussen gevonden die de virulentie verhogen, zoals bij A. fumigatus,
waar de aanwezigheid van een mycovirus de pathogeniteit van de schimmel voor larven van de mot
Galleria mellonella verhoogde.®* Een ander voorbeeld is het mycovirus Talaromyces marneffei
partitivirus 1 (TmPV1) in de humaanpathogene schimmel Talaromyces marneffei. TmPV-1-
geinfecteerde schimmels waren virulenter voor muizen, in vergelijking met virus-vrije isolaten.
Hogere virulentie in T. marneffei lijkt veroorzaakt te worden door veranderingen in de expressie van
schimmelgenen. Een andere vorm van virulentieverhoging door mycovirussen is de productie van
toxines, zoals toxineproducerende dsRNA virussen in Saccharomyces cerevisiae “killer’ stammen. %3
De toxinen die de mycovirussen in de killer stammen produceren, zijn lethaal voor vatbare stammen van
dezelfde schimmelsoort, de producerende schimmels zelf zijn bestand tegen de toxinen.

4. \Werkzaamheden en voorstel inschaling

De werkzaamheden betreffen protoplastfusies tussen apathogene schimmelsoorten (pathogeniteitsklasse
1), tussen apathogene en pathogene schimmelsoorten (pathogeniteitsklasse 1 en 2 respectievelijk), en
tussen pathogene schimmelsoorten (pathogeniteitsklasse 2). Protoplasten van de apathogene schimmels
die met elkaar gefuseerd worden, zijn de wildtype soorten Aspergillus nidulans, Aspergillus niger,
Neurospora crassa, Neurospora intermedia, Neurospora tetrasperma, Podospora pauciseta en
Sachharomyces cerevisiae. Daarnaast zullen protoplasten van de pathogene schimmelsoort Aspergillus
fumigatus gefuseerd worden met protoplasten van de pathogene soort Aspergillus flavus, en met
protoplasten van de apathogene soorten Aspergillus nidulans en Aspergillus niger.

Van de schimmelsoorten die in de werkzaamheden gebruikt zullen worden, is voor N. crassa®, A.
fumigatus®*! en de andere Aspergillus-soorten® het voorkomen van mycovirussen beschreven. De
mycovirussen kunnen per isolaat verschillen. De aanvrager gaat ervan uit dat er niet-gekarakteriseerde
mycovirussen aanwezig zijn in de schimmelsoorten die worden gebruikt. Aangetroffen mycovirussen
zullen voorafgaand aan protoplastfusie worden gesequenced.

De inschaling voor deze werkzaamheden is als volgt voorgesteld:
- Protoplastfusie met apathogene schimmelsoorten met endogene mycovirussen op

inperkingsniveau ML-I, waarbij open handelingen in een veiligheidskabinet van klasse Il worden
uitgevoerd en de kweek plaatsvindt in sporendichte containers.

- Protoplastfusie met apathogene en pathogene Aspergillus-soorten met endogene mycovirussen
op inperkingsniveau ML-II, waarbij open handelingen in een veiligheidskabinet van klasse 11
worden uitgevoerd, de kweek plaatsvindt in sporendichte containers én tijdens de werkzaamheden
handschoenen worden gedragen.

5. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over werkzaamheden met mycovirussen. De COGEM
adviseert regelmatig over de pathogeniteitsclassificaties van schimmelsoorten, en heeft recentelijk een
geactualiseerd overzicht van alle pathogeniteitsclassificaties van apathogene en pathogene
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schimmelsoorten uitgebracht.*® De schimmelsoorten die gebruikt zullen worden in de werkzaamheden
zijn opgenomen in dit overzicht.

6. Overweging

6.1 Protoplastfusie van diverse wildtype schimmels

Fusie tussen protoplasten van twee verschillende schimmelsoorten zal leiden tot een cel met
verschillende kernen, een heterokaryon.®” Wanneer twee schimmelsoorten fuseren zou in theorie het
gastheerbereik of de pathogeniteit kunnen veranderen.*® Voor zover bij de COGEM bekend zijn er in
de literatuur geen voorbeelden van apathogene schimmelsoorten die middels fusie pathogeen zijn
geworden.

6.2 Combineren van mycovirussen uit verschillende schimmels

Mycovirussen zijn zeer divers, behoren tot een groot aantal families en kunnen zowel een dsRNA,
ssRNA als ssDNA genoom bevatten.?® De schimmel-isolaten waarmee de werkzaamheden zullen
worden uitgevoerd zullen niet-gekarakteriseerde mycovirussen bevatten. In theorie kan recombinatie
optreden tussen virussen wanneer zij verwant zijn en sequentieovereenkomsten hebben. Theoretisch is
het niet uit te sluiten dat de (deels niet-gekarakteriseerde) mycovirussen in de betreffende
schimmelsoorten verwant zijn en in staat zijn tot recombinatie. Het is echter bekend dat mycovirussen
onder natuurlijke omstandigheden een gering verspreidingspotentieel hebben, waardoor de kans op
verdere verspreiding zeer klein tot verwaarloosbaar klein is.

Gezien het brede gastheerbereik van de mycovirussen zullen de ontvangende schimmelprotoplasten
mogelijk ook als gastheer kunnen fungeren voor de overgedragen mycovirussen. Overdracht van
virussen kan leiden tot hypo- of hypervirulentie en lijkt vooral effect te hebben op de groei, sporulatie
en soms op de mycotoxine productie of genexpressie van de schimmel.??° In één van de
schimmelsoorten die de aanvraag betreft, A. fumigatus, is een mycovirus geidentificeerd die een
hypervirulent effect had en de pathogeniteit in mottenlarven verhoogde.** Of de (deels niet-
gekarakteriseerde) mycovirussen in de overige betreffende schimmelsoorten een hyper- of hypovirulent
effect teweeg kunnen brengen is onbekend.

Bij protoplastfusie tussen schimmelsoorten kunnen mycovirussen worden overgedragen en kan er
genetisch materiaal worden uitgewisseld. Bij de COGEM zijn geen voorbeelden bekend van apathogene
schimmelsoorten die middels mycovirus-infectie een pathogene schimmelsoort zijn geworden. Bij
protoplastfusie tussen schimmelsoorten die apathogeen zijn en niet behoren tot een genus waarvan
bekend is dat het pathogene soorten bevat, is het niet waarschijnlijk dat er genetische elementen worden
uitgewisseld die leiden tot pathogene eigenschappen.

Voor schimmels die opportunist zijn (potentieel pathogeen in immuungecomprimenteerden), of
behoren tot een genus met pathogene schimmelsoorten, is niet uit te sluiten dat in het genoom deels
sequenties of genen aanwezig zijn gerelateerd aan virulentie of pathogeniteit. Door de uitwisseling en
verwerving van nieuwe genetische elementen bij protoplastfusie, in combinatie met mogelijke
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mycovirus-geinduceerde hypervirulentie, is niet volledig uit te sluiten dat pathogene eigenschappen
kunnen ontstaan.

7. Advies

Alles in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat het niet aannemelijk is dat protoplastfusie
tussen verschillende wildtype apathogene schimmelsoorten en overdracht van diens mycovirussen
resulteert in pathogene schimmels. Bij protoplastfusie tussen wildtype schimmels die opportunistisch
pathogeen zijn of behoren tot een genus met pathogene schimmelsoorten, in combinatie met mycovirus-
overdracht, is echter niet uit te sluiten dat dat er pathogeniteit ontstaat of wordt verhoogd.

Derhalve is de COGEM van oordeel dat protoplastfusie tussen de apathogene soorten Neurospora
crassa, Neurospora intermedia, Neurospora tetrasperma, Podospora pauciseta en Sachharomyces
cerevisiae uitgevoerd kunnen worden op inperkingsniveau I, en dienen alle protoplastfusies met soorten
behorend tot het genus Aspergillus op inperkingsniveau Il te worden uitgevoerd. Bij alle
werkzaamheden is van toepassing dat handelingen met sporenvormende schimmels in een
veiligheidskabinet van klasse Il worden uitgevoerd en de kweek plaatsvindt in sporendichte containers.

De COGEM is van oordeel dat bij uitvoering van de voorgenomen werkzaamheden met de protoplasten
van verschillende wildtype schimmelsoorten met endogene mycovirussen op de voorgestelde
inperkingsniveaus en toepassing van de aanvullende voorschriften, de risico’s voor mens en milieu
verwaarloosbaar klein zijn.

8. Additionele opmerking
De COGEM signaleert dat vanuit ARBO-overwegingen overwogen kan worden om bij de
werkzaamheden handschoenen te dragen, om op deze manier ook het theoretische risico van
(verhoogde) mycotoxineproductie als gevolg van mycovirusoverdracht en daarbij blootstelling aan de
medewerker te voorkomen.
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