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Habilitani spis je tvoren souborem 19 védeckych publikaci a doplnén 22strdnkovym
komentdfem shrnujicim dosavadni poznatky a diskutujicim vysledky pfiloZenych publikaci. V praci je
jasné shrnuti ziskanych vysledki a uveden pfedpoklddany smér dal$iho vyzkumu.

Autorka ve sv€ habilitacni préci objasriuje mechanismy, které se podilely na komposi¢ni evoluci genomu
strunatcii. Sleduje procento G+C vii¢i A+T jako diileZitou druhové specifickou veli¢inu pfi sekvenovéani
genomu. Ukazuje vyznam cytosinu v epigenetickych mechanismech regulace genové exprese a asociace
procenta GC s Cetnymi aspekty biologie genomu jako je densita genil, nacasovani replikace DNA,
proporce transposontl, rozezndni mist sestfihu exonti, tvorba nukleosomt, intensita rekombinace,
intensita exprese gent, pocet a délka exontl a intrond na gen atd.

Autorka spolu se svym tymem cytogeneticky a bioinformaticky odhalili kostliny jako nositele AT/GC
heterogenniho genomu, coZ vyznamné prispivd k opusténi teorie termodynamické stability. Popsali
kvantitativni vztahy mezi velikosti genomu, velikosti chromosomu a procenta GC genomu napiic
fylogenetickym stromem strunatch a ukdzali vyznam transposomil. Vytvofili bioinformatické néstroje
k detailnim analysam a visualisacim procenta GC a proporci transposonii napfi¢ chromosomy coz
umoZnilo stanovit integrativni a pluralistické pojeti komposi¢ni biologie eukaryot a vytvofit podminky
pro globalni vyzkum napri¢ fylogenetickym stromem Zivocichii.

Habilitaéni spis je postaven na 19 v&deckych publikacich ve velmi kvalitnich specializovanych
Casopisech, které prosly naronou oponenturou, a o jejich kvalité neni nutné pochybovat. Prace pfinasi
origindlni vysledky velké védecké hodnoty, s vyuZitim vSech dostupnych védeckych metod pro

studovanou problematiku. Habilita¢ni spis md vysokou odbornou tiroven a mohu proto doporuéit, aby
byl prijat k obhajobé¢.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitaéni prace

Kromé& normélniho karyotypu obsahuji populace nékterych druhi zvitat (u nds napiiklad u lisky obecné,
Vulpes Vulpes) tzv. B chromosomy. Jejich pocet se u jednotlivych zvifat miiZe liSit a u nékterych jedinci
zcela chybi. Maji n€jaky vyznam z hlediska kompoziéni biologie.

Zavér

Habilitatni prace Mgr. Radky Symonové, Ph.D. ,Komposi¢ni evoluce genomu strunatci” spliuje
poZadavky standardné kladené na habilitatni prace v oboru Molekuldrnia bunééna biologie a genetika.

V Brné dne 31. 8. 2021

podpis oponenta
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PredloZend habilitatni prace Dr. Symonové se zabyva obsahem GC a AT/GC heterogenitou. Prace mé
podobu souboru 19 publikovanych védeckych praci doplnénych komentafem a pFindsi nové poznatky
o evoluci sloZeni genoma strunatcd.

V Uvodu autorka predstavuje historicky vyvoj studia slofeni genomu a pfedstavuje hypotézy
vysvétlujici AT/GC heterogenitu. MoZna az pfilis mnoho prostoru je vénovano pfekonanym isochoram
prof. Bernardiho, ktery AT/GC heterogenitu povaZoval za adaptaci k teplokrevnosti. Vice pozornosti by
naopak zaslouZily molekularni mechanismy, na kterych stoji dalsi hypotézy. Nap¥. miz textu (kap. 1.3.5)
neni jasny rozdil mezi ,obecnou” a ,,GC-vychylenou” genovou konverzi. Podobné mi v kap. 1.3.6 unika
souvislost mezi oxidativnim stresem a obsahem GC. V zavéru této kapitoly jsou stanoveny cile, z nichz
nékteré byly vyFeSeny uz v Uvodu samotném. Celkové Ize Fict, e ma prace shrnout dosavadni poznatky
o AT/GC heterogenité a identifikovat faktory, které ji ovliviiuji. Ndsleduje struéné shrnuti pouzivané
metodologie, které klade dliraz na sekvenovéni genom a bicinformatické néstroje vyvinuté autorkou.
V kap. 3, Vysledky a diskuse, by ziejmé mély byt poznatky z pfiloZzenych publikaci dany do 3irsiho
kontextu. PFimo je viak odkazovano jen na Prilohu 1 a 8, na dalsi pak pouze skrze citovanou literaturu.
Nékteré prace viak nejsou dle mého do habilitace dobfe zapracovdny. GC obsahu a AT/GC
heterogenity se pfimo tykaji pouze Pfilohy 1-4 a 8. Ostatni zafazené prace se zamé¥uji na geny pro
ribozomalni RNA (rDNA) nebo jde o cytogenetické analyzy, kde bylo pouZito barveni chromomycinem
A3, které preferentné detekuje GC bohaté oblasti, u ryb zpravidla pouze rDNA. Jak v3ak autorka sama
poznamenava (kap. 3.4), zasadni vliv rDNA na velikost genomu a obsah GC dosud nebyl prokdzan a tyto
prace tak k objasnéni AT/GC heterogenity nijak nepfispivaji. Také celd kap. 3.5 vénovand selekci je
s praci autorky spojena jen vétou: ,,AvSak GC bohaté geny maji i ryby”.

Struény komentdr k jednotlivym priloham je nakonec uveden v kap. 4, Zavéry. Jiz zmifiované
prilohy 1-4 a 8 ukazuji, Ze AT/GC heterogenita neni vysadou savci, ale byla zaznamenéna i u kostlind.
Vztah mezi velikosti chromozomdl, kterd by méla udévat miru genové konverze, a obsahem GC je
znacné variabilni. RGzné skupiny repetitivnich sekvenci se mohou zna¢éné lisit svym GC obsahem. A
obsah GC vgenomu je patrné do velké miry uréen pravé repetitivnimi sekvencemi. Autorka také
nastinuje daldi moZné sméfovani svého vyzkumu, které spociva v analyze GC obsahu v genomovych
sekvencich dalSich organismi. Obavam se viak, Ze interpretace novych vysledkl ziskanych napfi¢
stromem Zivota bude, vzhledem ke znaénym rozdilim v kli¢ovych procesech jako je rozmnoZovani
nebo metylace DNA, velmi obtizna.

Zavérem musim konstatovat, Zze mi pfedloZena habilitaéni prace pfijde $itd horkou jehlou. Pfes
vy3e uvedené vytky, viak price dle mého doklddd samostatny vyzkum autorky, ktery stavi AT/GC
heterogenitu genomu do nového svétla.



Dotazy oponenta k obhajobé habilitaéni prace

Proc by se GC-vychylena konverze neméla tykat vétiny gent (kap. 1.3.5)? Geny pro hlavni ribozomalni
RNA jsou homogenizované genovou konverzi a maji vysoky obsah GC.

Jaka je tedy souvislost mezi oxidativnim stresem a obsahem GC (kap. 1.3.6)? NemiZe rlizny obsah GC
gen( reflektovat spiSe miru jejich exprese, pfi které mize dochézet k dvoufetdzcovym zlomdm a pfi
jejich opraveé ke genové konverzi?

Pro¢ by mély ,crossingovery” byt predpokladem pro GC-vychylenou genovou konverzi (kap. 1.3.5)?
V meidze dochazi pfi parovani homolognich chromozomu k tvorbé stovek dvoufetézcovych zlomd.
Naprosta vétsina je opravena ,non-crossover” genovou konverzi se silnou preferenci pro GC, ktera
nepodléha interferenci.

V kap. 3.7 je uvedeno: ,Pokud by i repetitivni sekvence mély pfi své velikosti byt GC bohaté, tak by
znamenaly obrovskou zatéZ a risiko pro cely genom vzhiedem k jejich hypermutabilité.” Jakou zatéz?

Neni moZné vysoky obsah GC v oblastech bohatych na geny vysvétlit purifikujici selekci proti deaminaci
metylcytosinu? Na rozdil od mutaci v repetitivnich sekvencich mutace v genech a jejich regulagnich
oblastech ¢asto Skodlivé jsou.

Obr. 2 v kap. 3.1 (a Fig. 4 Pfilohy 3) ukazuje, Ze se lososoviti od jinych ryb lisi v zavislosti obsahu GC na
velikosti genomu. Neni tento rozdil dany pouze sihem Coregonus lavaretus? Pfi pohledu do citované
databdze je sekvence jeho genomu dlouhd 0.86 Mb, coi je 2-3x méné ne? genomy jinych druh r.
Coregonus. Jde o nepublikovana data a dle mého o artefakt skladani polyploidniho genomu. Zaznam
by Slo patrné nezavisle ovéfit srovnanim velikosti genomi uréenych na zékladé analyzy k-merd
z lllumina dat.

Pokud obsah GC v genomu zavisi na sloZeni a GC obsahu jeho repetitivni frakce, neni na misté nejdfive
vyloucit, Ze AT/GC heterogenita je vysledkem do znaéné miry ndhodnych proces(, které uréuji
mnozstvi a sloZeni repetic?

Zaver
Habilitacni prace Mgr. Radky Symonové, Ph.D. ,Komposiéni evoluce genomu strunatci” spliiuje

poZadavky standardné kladené na habilitacni prace v oboru Molekuldrni a bunééné biologie a genetika.

V Levingé dne 15. zafi 2021

podpis oponenta
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PfedloZena habilitatni prace je zaloZzend 19 impaktovanych publikacich, které jsou jeji soucasti a déle
pak 6 ¢lankl je uvedeno jako nezahrnutych a pouze doplfiuji seznam publika&ni aktivity habilitantky.
Tématem habilita¢ni prace je kompoziéni evoluce genomu savci, respektive studium potenciélnich
mechanismi zodpovédnych za heterogenni uspofadani GC% bohatych oblasti v ramci savéich a ptacich
genomi a jejich homogennf( rozloZeni u vétiny druhl ryb, obojZivelnikd a plazii. Uvodni kapitoly
habilitatni prace jsou zamérené na popis publikovanych hypotéz snaZicich se tuto heterogenitu
vysvétlit na zdkladé vy33i teplotni a torzni rezistence GC bohatych chromozomovych oblasti
(metabolicka hypotéza) &i GC-vychylend genové konverze (gBGC), zaloZzend na preferenénim zaélen&ni
GC bohat3ich alel v pfipadé nespravného parovani bazi pfi mei6ze. Autorka se pak déle vénuje
strukturnim a funk&nim rozdilim rozloZeni GC a AT bohatych chromozémovych oblasti v ramci
interfazniho jadra a selekéné neutréini, neadaptivni hypotéze mutaéniho vychyleniv ramci kompoziéni
evoluce genomu. Zévére&nd Cast Gvodu je zamérend na studie zkoumajici vztah mezi velikosti genomu
a jednotlivych chromozém( a procentického obsahu GC péarli. Na tomto misté zmifiuje nepfimou
améru, tzn. &im men3i genom tim vétsi obsah GC pard. Déle pak fakt, e v souladu s gBGC hypotézou
se obsah GC zvy3uje se zvy3ujicim se poctem chromozomovych ramen a tim i poétem rekombinantnich
uddlosti, pfi kterych miZe dojit ke GC vychylené genové konverzi. Autorka pak zmifiuje znaény vliv

transpozibilnich elementl na poruseni vyie uvedeného pravidla.

Cile habilitatni prace jsou definovany jasné, a kromé zevrubné literarni reSerie majici snahu
pojmout v3echny dosud publikované hypotézy autorka deklaruje nazorovy rozpor s prof. Bernardi,
jehoZ neoselekcionisticka argumentace nebere v potaz ostatni hypotézy a habilitantka se zde stavi do
syntetizujici role s dirazem na kompenzaci velkého mnoistvi studii zastancl selekéné neutralnich

mechanism{ v kompozi¢ni biologii.

V dal3i ¢asti habilitacni prace autorka rozebira relevantni metody v ramci studia kompozi&ni
biologie, které sama ve svém vyzkumu vyuZivala. Jednd se o fluorescenéni barveni GC & AT bohatych

chromozémovych oblasti pomoci chromomycinu A resp. DAPI, déle pak pritokovou cytometrii a



vizualizaci rDNA oblasti, které patfi mezi extrémné GC% bohaté. Vyznamnou ¢&ast autorcina
metodického portfolia tvofi bioinformatické zpracovani dat z vefejné dostupnych databazi jako jsou

NCBI a Ensebml a pfiprava viastnich skript( v jazyce Python.

V kapitole Vysledky a diskuse habilitantka rozebira sva ziskana data z publikaci. Jedna se o
analyzy GC% u genomu napfic strunatcis diirazem na kostnaté ryby. U bazélnich strunatcl jsou poméry
mezi velikosti genomu a procentickym obsahem GC par(i nejednoznadné. Jistd nepfima timéra je pak
patrna u genomu kostnatych ryb, i zde je vak vyjimka v podobé lososovitych ryb, které podstoupily
daldi WGD, a presto je GC obsah u nich velmi vysoky Toto zjisténi habilitantka pfipisuje roli
transpozibilnich elementd, jak z pohledu funkéniho, tak sekvenéniho, kdy u vétSiny z nich se jednd o
GC% bohaté elementy. Tyto studie vSak na druhou stranu prispély k nabourani gBGC hypotézy, kterd,
jak se se zda neni univerzalné platnou. Na tomto misté rad souhlasim s autorkou, Ze si studium takto
komplexniho fenoménu, jakym je kompoziéni evoluce 7ada pfistup otevieny viem dosud
publikovanym hypotézam a misto rigidniho ,trvani si na svém®” je kli¢ovy synteticky pfistup a nadhled.
Potvrzenim spravnosti tohoto pfistupu je analyza genomu kostlinl (L. oculatus), kdy autorka zjistila
vyraznou heterogenitu GC a AT oblasti, ktera je typickd pro teplokrevné Zivocichy jako jsou ptdci a
savci. Praveé vyssi télesné teploté byl prof. Bernardi pfipisovan klicovy vyznam. Habilitantka se pak ale
sama dostavad do rozporu se zavéry svych studii, kdy pfipousti, Ze ne absolutni rozdil v télesnych
teplotach studenokrevnych a teplokrevnych Zivocichl, ale fakt stabilni teploty u teplokrevnych
obratlovcl by mohl byt vysvétlujicim pro GC/AT heterogenitu. Na tomto misté se nelze nezeptat, jak
je toto tvrzeni obhajitelné ve svétle pravé analyzovaného genomu kostlina (L. oculatus), ktery at

studenokrevny, vykazuje heterogenni uspofddani GC a AT bohatych oblasti.

Zavér habilitani préce je pak vénovan struénému shrnuti pfiloZenych publikaci a ndstinu
vwyhledu dalsi experimentdlni prace. Posledni dvé kapitoly pak shrnuji vyznam dosaZenych vysledku pfi
vyuce a v praxi. V prvni oblasti je zfejmé, Ze habilitantka neni jen vyzralou osobnosti na poli védeckém,
ale i pedagogickém, kdy kromé vedeni bakalafskych, diplomovych a disertacnich praci pfipravila ¢i se
podilela na pfipravé dvou predmétd, Evoluce genomu na Univerzité Hradec Krélové a Genomevolution
na Université Innsbruck. Prakticky dopad vy$e uvedenych studii je logicky minoritni, a jak autorka
uvadi, je moiné jej spatfovat ve studiu rDNAomu, kdy napfiklad pocet transkripéné aktivnich rDNA
kopii miZe byt dileZitym faktorem stojicim za rozvojem nékterych psychiatrickych (schizofrenie) €i
autoimunitnich onemocnéni, jako napriklad revmaticka artritida. Autorka pak dale uvadi vyznam studia
kompoziéni evoluce vramci virologického wyzkumu s aktudlnim piesahem do problematiky

SARS-CoV-2.



Dotazy oponenta k obhajobé habilitacni prace

1) Jaké md habilitantka vysvétleni pro svou hypotézu GC/AT heterogenity genomu v ramci
teplotné stabilnich teplokrevnych Zivocich (ptaci a savci) ve svétle jejiho ndlezu podobného
usporadéani genomu studenokrevnych kostlin(?

2) Jakou roli, pokud viibec, by mohly v ramci heterogenniho uspofadéani GC/AT oblasti ¢i obecné
GC% genomu hrat Piwi interagujici RNA odpovédné za post transkriptni uml&eni
transpozibilnich elementd?

3) Co je zndmo o GC/AT hetero/homogentité virovych genoml a existuje néjakd evoluéni
souvislost mezi nimi a jedno a vicebunécnymi organismy?

Zavér

Habilitaéni prace Mgr. Radky Symonové, Ph.D. ,Kompositni evoluce genomu strunatci“ spliiuje
poZadavky standardné kladené na habilitaéni prace v oboru Molekularni a buné&na biologie a genetika.

V Praze dne 10.10.2021

podpis oponenta





