Report on Ph.D. thesis

Ing. Tatina Sarkisova: Molecular analysis and genetic identification of a new potyvirus

and phytoplasma plasmids

Identification and characterisation of pathogens by molecular methods are the modern
approach in pathogen diagnostics and taxonomy. The submitted Ph.D. thesis deals with
molecular description of new species from genus Poryvirus, which infects garden lupine
(Lupinus polyphylus). The second part is aimed at molecular characterisation of phytoplasma
plasmids by sequencing and comparison of these sequences. The Ph.D. thesis is divided in
several parts (chapters), which are no so typical for this type of final work, but they are
sufficient.

In the beginning of the work main aims of the study are listed. One of these aims, the
screening samples from family Fabaceae for the viral and phytoplasmas infection is stated.
Have you found any phytoplasmas on lupine?

Chapter 1 is literary review, basically. The origin of viruses, virus evolution by mutation:
and some recombination and reassorment events are described in the first part. The term virus
quasispecies is mentioned, too. The second part is devoted to viruses on legume plants. As
these species are important crops in different parts of the world, many publications are cited.
In my opinion, from the historical point of view, at first the surveys in which serological
methods were used for determination should be cited and then publication in which molecular
methods were carried out (p-21 and p. 22). As it is correctly mentioned, molecular analysis is
the base for classification of genera, species and strains and that molecular criteria are not
identical for all genera. In the next part, these criteria for classification of genus Potyvirus are
described. Phytoplasmas, their plasmids and possibilities of using plasmid sequences in
phylogenetic relationships are also quoted. Material and methods is subchapter following the
literary review. In my opinion, it should be as a separated chapter. Methods are described
broadly including list of chemicals (enzymes, primers), equipment, the methods of virus
purification, different steps of molecular analysis (NA extreflg?gf, PCR, DNA sequepcing
etc.). The methods of data analysis are included, too. For the-best- orientation, the list of
phytoplasma samples collection from Italy should be included with the data of origin
(phytoplasma species, classification, and plant species).

In the chapter 2, the results of molecular analysis of new identified member in genus

i3 . . .
Potyvirus, Lupine mosaic virus (LuMYV), are mentioned. Sequences of bases and amino acids




of whole LuMV genom and particular proteins (e.g. coat protein, replicase, He-Pro, P3 etc.)
are quoted. On these bases phylogenetic relationships among LuMV and other close related
potyviruses are established and LuMV was determined as a new virus species. These results
were published in two journals with so called impact factor (IF).

e Why different virus species were used in phylogenetic analysis for different virus

proteins and regions of genome?

Chapter 3 is devoted to summary of screening phytoplasma infected samples for the
plasmid presence, detection of plasmids by using specific primers for rep genes and sequence
analysis of extrachromosomal DNA from selected phytoplasmas. It is very interesting,
phylogenetic relationships of plasmid séquences are not the same as for phytoplasma
genomes. Some of these results were published in one IF journal.

® Are there any implications of discrepancies between phylogenetic analysis

according to plasmids and whole genom for the phytoplasmas taxonomy?

In chapter 4, the general discussion is made. Obtained results are compared with data from
publications of many different authors and it is very well prepared

* Polymyxa graminis is not fungus, but fungal like organism (Protista).

The Ph.D. thesis of Ing. Tatiana Sarkisova has excellent quality, the results of her work are
pioneering, they were published in several journals with IF. I recommend this thesis to be
accepted and to cap Ph.D. title to the applicant.

e/
Prof. Ing. Radovan Polh)rny, Ph.D. Brno 6.11.2013
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Disertaéni prace je zpracovéna v anglickém jazyce, klasickym zptsobem na celkem 93
Cislovanych strankach. Sklada se z kapitol Uvod (General Introduction), Cile (Objectives),
Kapitola 1 (Chapter 1: Origin of viruses, Virus evolution, Viruses on legume plants of family
Fabaceae, Phytoplasmas and their plasmids, Materials and methods), Kapitola 2 (Chapter 2 —
Results: Molecular analysis of Lupine mosaic virus, LuMV — a new member in genus
Potyvirus, Analysis of LuMV RNA sequence), Kapitola 3 (Chapter 3 — Results: Summary of
screening phytoplasma infected samples for plasmid presence), Kapitola 4 (Chapter 4 —
General Discussion: The complete nucleotide sequence of Lupine mosaic virus, LuMV — a
new member in genus Potyvirus, Screening samples for plasmid presence including partila
sequenced pBVK and pKEY), Zaver (Conclusion), Pouzit4 literatura (References). Piestoze je
prace zpracovana klasickym zpisobem, jeji ¢lenéni je ponkud neobvyklé. Divam
jednoznaéné prednost klasickému &lenéni na Uvod, Literarni piehled (Introduction), Cile
prace (Objectives), Material a metodika (Material and Methods), Vysledky (Results), Diskuse
(Discussion), Zavér (Conclusions), Literatura (Refrences).

V prvé &asti (General Introduction) autorka prace predstavuje Celed Fabaceae jako jednu
z hospodatsky nejvyznamngjsich skupin rostlin a déle fytoplazmy a jejich plazmidy.

Kapitola 1 je sice napsana prehledné a Ctive, nicméné jeji prvni dvé ¢asti podle mne nesouvisi
s feSenou problematikou (1.1 Origin of viruses, 1.2 Virus evolution, 1.2.1 Mutation, 1.2.2
Recombination and reassortment). V dalsf &4sti autorka predstavuje jednotlivé viry infikujici
zastupce Celedi Fabaceae. O&ekaval Jsem vyget nejvyznamnéjsich virovych druhii a jejich
zékladni charakteristiky. Jiz na druhé strance textu (str. 21 — 24) v3ak autorka toto téma
opousti a podle mne se nelogicky zabyva Skodlivymi viry v Africe, diagnostikou virti nebo
problematikou stanoveni virového druhu a klasifikaci potyvirli. Zatazeni dalsich informaci o
Celedi Potyviridae jako podkapitoly (1.3.1, 1.3.1.1) je zbyte¢né. Autorka se mé&la vénovat
problematice vymezeni &eledi Potyviridae a rodu Potyvirus vietnsd taxonomickych problémua
a otazek v samostatné kapitole. Cast zabyvajici se problematikou fytoplazem a jejich
plazmidi je zpracovana prehledng, jsou v ni uvedeny viechny zkladni recentni informace.
Kapitola Material a metodika popisuje struéng pouzité metody a vzorky biologického
materidlu. Popisy metod jsou struné, nicméné obsahuji veskeré nezbytné informace.
K metodice mam nasledujici pfipominky: Tabulka na stran& 32 m4 nizkou kvalitu, jeji
zpracovani by si zaslouzilo vét3i peclivost; str. 34: ..... buffer containing ?; N-acetate; 1.5.7
RNA/DNA isolation by RNA Plant Kit?; 1.5.8 opakuje se prvni véta; 1.5.9 nelogicky nazev;
Phi 29 je fig ne enzym; 1.5.11 ma nelogicky nazev of/or; sequencing into nedava smysl;
navrh primeri neni souéasti 1.5.15. Skoda, 7e se v anglickém textu objevuje mnoho pieklept
a stylistickych nejasnosti.

Vysledky jsou prezentovany jasné. Nekterych jejich &4sti jsou zpracovany jako diskuse, ktera
ma byt samostatnou kapitolu. Vysledky spojené s popisem nového’ potyviru LuMV byly
publikovany ve tfech &lancich, z toho dva v Casopisech s IF (Acta Virologica, Archives of




Virology), v obou ptipadech je Tatiana Sarkisova prvni autorkou. Druhd &st vysledki
zaméfend na charakteristiku plazmida fytoplazem je zpracovéana podstatng lépe. Vysledky
byly jiz publikovany jako dva piispévky na konferencich; v jednom pfipadé vysel pifspévek
v Casopise s IF.

Z vysledkd povazuji za velmi hodnotny popis potencialng nového druhu viru Lupinus mozaic
virus a jeho detailni molekularni charakterisku. Dile .potom prohloubeni poznatkd o
plazmidech fytoplazem zaloZené na analyze rep genu.

Nasleduje ptehledns a presnd diskuse.

K prezentovanym vysledkiim mam nasledujici dotazy:

1) Jakou vahu piikladate molekuldrnim parametrim umoZiujicim popsat "hovy’
potyvirus? Brala jste vtvahu jeho biologické-ekologické vlastnosti; pokud ano,
kterym davate nejvétsi vyznam?

2) Testovala jste okruh hostitelt LuMV (napf. hréach, fazol atd.)?
3) Jakou roli hraji fytoplazmové plazmidy v jejich fitness?

Zavérem mi dovolte struéné zhodnoceni prace. PredloZena disertatni prace svéd jak o
vysoké odborné erudici uchazede, tak o jeho pracovitosti. Nicméné text a jeho ¢lenéni
vykazuje fadu nedostatky pfevazn€ formalnich nedostatkti. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze
vysledky byly jiz publikovany ve tfech &lancich v Casopisech sIF a sam je hodnotim
pozitivné, povazuji odborny obsah prace za odpovidajici poZzadavkim na disertadni préci.

Vzhledem ke kvalité vysledki predloZenou praci k obhajobé a na zaklads uspésné obhajoby
navrhuji ud¢lit Ing. Tatiang Sarkisové akademicky titul ,,philosophiae doctor* (Ph.D.) dle § 47
Zakona o vysokych $kolach &. 111/98 Sb.

V Olomouci 29. 10. 2013 prof. RNDr. Milan Navratil, CSec.
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Disertatni prace byla zaméfena na molekuldrni analyzu a genetickou identifikaci
nového potyviru a molekularng biologickou charakterizaci plazmidu fytoplazem. Cilem prace
bylo zkoumani vzorku &eledi Fubaceqe na pfitomnost virové a fytoplazmové infekce. Pomoci
metod multiple aligmentu a fylogenetické analyzy byl charakterizovan novy Potyvirus-
Lupine mosaic virus (LuMV, ktery je velmi blizce fylogeneticky ptibuzny s Lettuce mosaic
virem (LMV)). Kompletni nukleotidva sekvence LuMV byla vloZena do databize GenBank.
V druhé &asti prace byla provedena analyza 37 vzorkd infikovanych fytoplazmami na
pritomnost plazmidé fytoplazem. Vysledkem studia plazmidi fytoplazem bylo zjisténi, e
jejich ptitomnost ve fytoplazméch je obvykly jev, a Ze jejich fylogenetickd p¥{buznost
nekoresponduje s piibuznosti fytoplazem ve skupinich a podskupinach. Plazmidy byly
Castené sekvenovany a na zaklade ziskanych sekvenci byla provedena Jjejich molekularng
biologick4 charakterizace.

Zvolené téma, tykajici se problematiky, jejiZ feSeni ma v tymu Doc. RNDr. Karla
Petrzika, CSc. dlouhou tradici, je nejen aktualni, teoreticky i prakticky pottebné, ale i obtizné
a ndro¢né.

Vytcené cile byly doktorandkou splnény a publikace vzniklé bshem feseni diserta¢ni

prace jsou pfinosem k zakladnimu vyzkumu v rostlinné virologii.




K vlastnimu feSeni pfistoupila autorka po dikladném shromazdéni a osvojeni si
doposud publikovanych poznatkii z této oblasti.

Resenim doktorské disertatni prace byla ziskdna celd fada vyznamnych originalnich
poznatkil na useku molekularné biologické analyzy a genetické identifikace rostlinnych virti a
fytoplazem. Obzvlasté zajimava Je detekce a analyza nového potyviru Lupine mosaic viru a
fylogenetické analyzy extrachromozomalni DNA fytoplazem. Vysledky prace jsou shrnuty
ve Ctyfech publikacich uvefejnénych v impaktovanych Casopisech a nékolika piispévcich na
konferencich.

Po formélni strance musim praci vytknout jistou nedopracovanost, neopravené
preklepy a mnoho chyb v angli¢ting. Je Skoda, Ze tyto formalni nedostatky snizuji jinak
pfiznivy dojem z obsahové naplné praice.

JelikoZ podstatnd &ast disertagni prace prosla recenznim fizenim v uvedenych
Casopisech, k praci bych méla pouze nasledujici dotazy a pfipominky:

1) Jaka jsou obecna pravidla pro uréeni nového rostlinného viru? Jsou tato pravidla

riznd pro riizné rody?

2) Existuji dikazy o moZné koexistenci n&kolika riznych plazmidi v jednom

fytoplazmovém hostiteli? Jsou fytoplazmové plazmidy kompatibilni?

Prace Ing.Sarkisove splituje podminky kladené na disertadni praci, nebot’ doktorandka
v predloZené préci prokazala dostatenou schopnost orientace ve svétové literatufe, kriticky
tridit informace a vyuzivat je pro vlastni feeni. V praci piinasi dikazy o samostatném
tvareim piistupu, ktery byl zavr$en tadou vysledki, které jsou piinosem pro zakladni vyzkum
rostlinnych patogen.
Na zakladg této skutetnosti doporucuji praci k obhajob& a po uspokojivém zodpovézeni
dotazi doporutuji ud&leni titulu PhD. podle stdvajictho vysokoskolského zakona a

provéadecich predpisdt MSMT.

V Praze, 4.11. 2013
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