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Adpvies inschaling werkzaamheden met genetisch gemodificeerd (gg-) Tetraselmis

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier ‘Classification of the construction
of recombinant microalgae Tetraselmis striata using the infecting virus TsV-N1" (IG 20-
168 2.8-000), ingediend door Wageningen University & Research deelt de COGEM u het

volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van ggo-werkzaamheden met
Tetraselmis striata Virus-N1 (TsV-N1) in combinatie met de micro-alg Tetraselmis striata.
De aanvrager is voornemens 7. striata genetisch te modificeren door deze micro-alg te
infecteren met een genetisch gemodificeerde (gg-) TsV-N1. De aanvrager wil met deze
experimenten het infectiemechanisme van TsV-N1 bestuderen.

TsV-N1 is voor het eerst beschreven in 2007. Het virus is geisoleerd uit een Noors fjord en
de Zwarte Zee. De gastheer van TsV-N1, de micro-alg T. striata, maakt onderdeel uit van
het aquatisch milieu. Het virus TsV-N1 is afhankelijk van zijn gastheer 7. striata om
nicuwe virusdeeltjes te kunnen vormen. De eerste 24 uur na infectie is TsV-N1 latent
aanwezig in T. striata, vijf dagen na infectie vindt lysis van 7. striata plaats en komen er
nieuwe virusdeeltjes vrij. De assemblage van TsV-N1 virusdeeltjes vindt in zijn geheel
plaats in de celkern van de gastheer.

Mede gezien de eigenschappen van TsV-N1 en T. striata en het feit dat het aquatische
organismen zijn, adviseert de COGEM de voorgenomen ggo-werkzaamheden op
inperkingsniveau I in te schalen en stemt zij in met de door de aanvrager voorgestelde
aanvullende maatregelen. Onder de genoemde voorwaarden acht de COGEM de risico’s
voor mens en milieu van de voorgenomen werkzaamheden 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. - Dr.J. Westra, Hoofd Bureau ggo
- Ministerie van lenW, Directie Omgevingsveiligheid en Milieurisico's
DG Milieu en Internationaal



Inschaling van ggo-werkzaamheden met
Tetraselmis striata Virus-N1 (TsV-N1) en de micro-alg Tetraselmis striata

COGEM advies CGM/200928-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een verzoek van Wageningen University & Research (IG 20-168) is de COGEM
gevraagd te adviseren over de inschaling van ggo-werkzaamheden met Tetraselmis striata Virus-N1
(TsV-N1) in combinatie met de micro-alg Tetraselmis striata. De aanvrager verzoekt werkzaamheden,
waarbij Tetraselmis striata genetisch gemodificeerd wordt door deze micro-alg te infecteren met een
genetisch gemodificeerde (gg-) TsV-N1 (die een fluorescerend markergen tot expressie brengt), op ML-
I niveau uit te mogen voeren. De aanvrager is voornemens met deze experimenten het
infectiemechanisme van TsV-N1 te bestuderen.

2. Beschrijving van de organismen

2.1 Tetraselmis striata Virus-N1 (TsV-N1)

Tetraselmis striata Virus-N1 (TsV-N1) is een micro-alg (eukaryotisch fytoplankton) infecterend virus
met een dubbelstrengs DNA (dsDNA) genoom.” In de literatuur is beschreven dat TsV-N1 geisoleerd is
uit een Noors fjord en de Zwarte Zee.""*” TsV-N1 is voor het eerst geisoleerd en beschreven in 2007
onder de naam TvV (Tetraselmis viridis infecterend).” Nadere genetische karakterisering heeft de
gastheer geidentificeerd als zijnde de micro-alg Tetraselmis striata (familie Chlorodendraceae, fylum
Chlorophyta) in plaats van 7. viridis. De naam van het virus is om deze reden gewijzigd van TvV in
TsV.’

Micro-algen infecterende virussen zijn overwegend gastheerspecifiek en infecteren een enkele soort of
bepaalde stammen binnen een soort (intraspecies specifiek).>’ Pagarete et al. (2015) heeft met behulp
van een infectiviteitsassay het gastheerbereik van TsV-N1 bestudeerd en naast 7. striata zeven andere
Chlorophyta algenstammen getest op gevoeligheid voor TsV-NI1 infectie.” Hieruit kwam naar voren dat
met uitzondering van T. striata de onderzochte Chlorophyta soorten resistent zijn voor TsV-N1 infectie.’
Een studie van Stepanova (2016) toont aan dat TsV ook de micro-alg Dunalliela viridis (familie
Dunaliellaceae, fylum Chlorophyta) kan infecteren.'

De meeste dsDNA virussen die algen infecteren, behoren binnen de monofyletische groep van de
‘Nucleocytoplasmic Large dsDNA virussen’ (NCLDV) tot de familie Phycodnaviridae. De NCLDV
groep omvat tenminste acht virusfamilies van eukaryotische virussen met grote DNA genomen (van 100
kilobasen (kb) tot meer dan 2,5 megabasen).*>’

TsV-NI is taxonomisch (nog) niet ingedeeld door de ‘International Committee on Taxonomy of
Viruses’ (ICTV). De eigenschappen van TsV-N1 verschillen sterk van andere bekende algenvirussen.
Pagarete et al. (2015) laat zien dat TsV-N1 fylogenetisch gezien te onderscheiden is van de
Phycodnaviridae.” De diameter van TsV-N1 is 60 nm, kleiner dan het kleinste phycodnavirus (100 nm
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in diameter).” En sequentie-analyse (waarbij 86% van het TsV-N1 genoom is geanalyseerd) heeft
uitgewezen dat het genoom van TsV-N1 (~31 kb) voor ‘maar’ 33 ‘open reading frames’ (ORF’s)
codeert, terwijl phycodnavirussen omvangrijke dsDNA genomen bezitten (van 100 tot 560 kbp) die
coderen voor 100 of meer eiwitten.®’” De vermeende functie van § van de 33 TsV-N1 ORF’s kon worden
geidentificeerd; het merendeel codeert voor eiwitten die betrokken zijn bij de verschillende stadia van
het virale replicatieproces.’

Vrijwel alle virussen die eukaryotische algen infecteren zijn lytisch en een infectie leidt tot de dood van
de gastheer.>” Nadat TsV-N1 zijn gastheer 7. striata heeft geinfecteerd, is het virus 1 tot 24 uur latent
aanwezig. Vijf dagen na TsV-NI infectie is viraal-geinduceerde lysis van T. striata culturen duidelijk
waarneembaar.” Uit elke geinfecteerde cel komen rond de 4 x 10* nieuwe virusdeeltjes vrij (de
zogenaamde ‘burst size’). De assemblage van TsV-N1 virusdeeltjes vindt in zijn geheel plaats in de
celkern van de gastheer.”

2.2 Micro-alg Tetraselmis striata
De gastheer van TsV-NI1, de algensoort 7. striata, behoort tot het genus Tetraselmis (familie
Chlorodendraceae, orde Chlorodendrales, fylum Chlorophyta). Tot dusverre zijn ongeveer 26 soorten
beschreven.”> Soorten uit dit genus worden voornamelijk aangetroffen in zee of estuaria
(riviermondingen) en kunnen voorkomen als plankton (zwevend), of zijn bentisch (leven op de
zeebodem).!3%?

De algen uit dit genus zijn eencellige, eukaryote flagellaten en hebben een diameter tussen de 6 en
10 um.!° Zij bezitten 4 flagellen die in paren gerangschikt zijn aan de voorzijde van het organisme. Het
organisme is omhuld door schubben (‘scales’), en ook de flagellen zijn bedekt met haarvormige en
pentagonale schubben. De schubben rondom de cel zijn gefuseerd en vormen een soort dunne celwand,
ook wel ‘theca’ genoemd.'!!? Tetraselmis algen bevatten in het algemeen één chloroplast.'* Deze micro-
algen kunnen zich aseksueel vermeerderen, seksuele reproductie is nooit waargenomen.'!:!3

Er wordt al enige tijd onderzoek gedaan naar T. striata, zoals naar de optimale groeicondities,®
structurele compositie (zoals onderzoek naar membraaneiwitten,'? of naar de theca en ‘scales’'*!5) en
productiecapaciteit.'®17-!® Qok is beschreven dat T. striata een mutualistische interactic aan kan gaan
met twee bacteriesoorten, waarbij aanwezigheid van deze bacterién de productiecapaciteit van 7. striata
verbeterden, zonder melding van schadelijke effecten door de co-cultivering.'” Van T. striata is het
genoom gepubliceerd.!® Tetraselmissoorten worden veelvuldig gebruikt als voeding in aquacultuur
(voor onder andere weekdieren, garnalen en vissen in verschillende ontwikkelingsstadia), maar ook als
voedselingrediént voor diervoeder en als smaakmaker voor zeevruchten ?20-21:22.23.24

3. Eerdere COGEM adviezen

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over TsV-NI1, recent heeft zij de micro-alg 7. striata
ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1.°
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4. Overweging en advies

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van ggo-werkzaamheden met Tetraselmis
striata Virus-N1 (TsV-N1) in combinatie met de micro-alg Tetraselmis striata. De aanvrager verzoekt
werkzaamheden waarbij 7. striata genetisch gemodificeerd wordt door deze micro-alg te infecteren met
een gg-TsV-N1 (die een fluorescerend markergen tot expressie brengt), op ML-I niveau uit te mogen
voeren.

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

De micro-alg T. striata maakt onderdeel uit van het aquatisch milieu. Het virus TsV-N1 is athankelijk
van de aanwezigheid van zijn gastheer 7. striata om nieuwe virusdeeltjes te kunnen vormen. De eerste
24 uur na infectie is TsV-N1 latent aanwezig, vijf dagen na infectie vindt lysis van 7. striata plaats en
komen er nieuwe virusdeeltjes vrij. De assemblage van TsV-N1 virusdeeltjes vindt in zijn geheel plaats
in de celkern van de gastheer.

Sommige algensoorten behorende tot het genus Tetraselmis kennen tijdens hun levenscyclus een
cyste-stadium. Deze cysten zijn in het algemeen goed bestand tegen uitdroging en daardoor lastig te
inactiveren. Een geschikte methode voor inactivatie is bijvoorbeeld autoclavering. De COGEM merkt
op dat zij niet kan uitsluiten dat 7. striata eveneens tijdens zijn levenscyclus cysten kan vormen.

Tijdens de voorgenomen werkzaamheden kan materiaal (waaronder kweekbakken en
kweekmedium) besmet raken met gg-TsV-N1 en (mogelijk met cysten van) gg-T. striata. Conform de
standaardwerkvoorschriften die gelden voor inperkingsniveau I dient materiaal dat in aanraking is
geweest met gg-TsVNI1 en gg-T. striata geinactiveerd of gedesinfecteerd te worden voordat het
gewassen, hergebruikt of als afval wordt afgevoerd.”> De aanvrager is voornemens tijdens de
voorgenomen werkzaamheden handschoenen te dragen, handelingen uit te voeren in een
veiligheidsklasse II kabinet en al het gegenereerde afval met behulp van autoclavering te inactiveren.

Alles in ogenschouw nemende, waaronder de eigenschappen van TsV-N1 en T. striata en het feit dat
het aquatische organismen zijn, adviseert de COGEM de voorgenomen ggo-werkzaamheden op
inperkingsniveau I in te schalen en stemt zij in met de door de aanvrager voorgestelde aanvullende
maatregelen. Onder de genoemde voorwaarden acht de COGEM de risico’s voor mens en milieu van de
voorgenomen werkzaamheden verwaarloosbaar klein.
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