Knihovna naro¢éného c¢tenare —
Cteni v genomu pSenice

Diky pokroku v sekvenacnich technologiich byla jiz prectena dédi¢na informace
mnoha organismu a muZe se tedy zdat, Ze sekvenovani se stalo rutinni zalezi-
tosti (Ziva 2006, 5: 198-200). Ve skutecnosti tomu tak neni, protoze genomy
mnoha rostlinnych a Zivoc¢isnych druht jsou natolik velké a sloZité, Ze jejich
tplné precteni (sekvenovani) stale piedstavuje jen obtizné pirekonatelny problém.
Do této kategorie se radi i dulezita zemédélska plodina — pSenice seté (Triticum
aestivum). Tento piispévek popisuje potiZe spojené se sekvenovanim dédicné
informace pSenice. Na feSeni problematiky, jeZ ma znacny prakticky vyznam,
se podili olomoucké pracovisté Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v. v. i. —
soucast Centra regionu Hana pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum.

PSenici sejeme a sklizime.

Ale bude to stacit?

tovym plodinam, tvoii zdklad stravy pro
vice nez tfetinu obyvatel planety a jejimu
vyznamu ve vyzivé konkuruji pouze ryze
a kukufice. Produkce p3enice se viak zvy-
$uje pomaleji nez spotfeba. Studie OSN
z 1. 2009 odhaduje, Ze v r. 2050 bude Zit na
Zemi pfiblizné 9 miliard lidi. Svétové za-
soby pSenice se tenci, za poslednich 10 let
klesly zhruba na polovinu. Urodu navic
kazdoro¢né ohrozuji stale cast&jsi a ex-
trémné;jsi vykyvy pocasi (horko, sucho,
mréz), $kiidci a choroby. Tyto vlivy mohou
vyrazné snizit sklizeri a zptisobit nedosta-
tek a zdrazovani potravin. Proto je Zadouci
vytvéaret nové odridy — odolnéjsi a s vyssi-
mi vynosy. Avsak $lechténi pomoci kla-
sickych metod jiZ nardzi na své limity.
Resen{ problému vyZaduje nové postupy
zalozené na vyuziti molekularnich tech-
nik — pokud bychom méli pfesné infor-
mace o funkci a poloze jednotlivych gent
v genomu, $lechtitel by mohl efektivnéji
vybirat rostliny s vhodnymi kombinacemi
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gent a s témi déle pracovat. Diky moleku-
larné-genetickym postuptim se miiZe proces
§lechténi navic podstatné urychlit, proto-
ze nebude vzdy tfeba ¢ekat, aZ potomci
k¥iZen{ vyrostou. Na zakladé analyzy DNA
semenackt bude mozné zjistit, zda nesou
geny pro ndmi pozadované vlastnosti.
U plodin, jejichZ genomy jiz byly pfecteny
(napt. ryZe nebo kukufice), se nové poznat-
ky, zejména objevy novych genti, tispés-
né zavadéji do praxe. Z téchto davodi
§lechtitelé podporuji a napjaté o¢ekavaji
vysledky popisujici pseni¢ny genom.

Tvrdy orfisek k rozlousknuti

Avsak situace u genomu p3enice neni tak
jednoduch4, jak bychom si ptéli. Jednim
z divodi je samotna velikost genomu této
rostliny. Jedna sada chromozomi bézné
pSenice (celkem 21 chromozomi) obsahu-
je 17 miliard bézi, tedy p¥iblizné pétkrat
vice nez genom ¢lovéka. Pro srovnéni,
u jiné obilniny —ryZe —jde o ,,smé$nych*
370 miliont bazi, coz znamen4, ze kazdy
jednotlivy pSeni¢ny chromozom obsahuje
vice DNA nez vSechny chromozomy ryze

dohromady. Dalsi skute¢nosti ztézujici
sekvenovani je vysoky podil rozptylenych
a nekédujicich repetitivnich sekvenci nu-
kleotidd — u pSenice jejich podil dosahuje
80 %. Treti a neméné zadvazny problém
je polyploidni podstata pSeni¢ného geno-
mu. P3enice seta je alohexaploidni, tzn.,
Ze jeji genom tvori tii dil¢i pfibuzné geno-
my (subgenomy) oznacované pismeny A,
B a D, kazdy se 7 chromozomy. Moderni
pSenice, jak ji zndme dnes, totiz vznikla
postupnym kfiZzenim t¥f druhi trav s pii-
buznymi genomy (donorem genomu A byl
druh p8enice T. urartu, D mnohostét Aegi-
lops tauschii, u genomu B zfejmé blizky
pifibuzny druh dnes$niho A. speltoides).
Vsechny tyto vlastnosti vyrazné kompli-
kuji, ne-li pfimo vylucuji, pfecteni psenic-
ného genomu jako celku.

Dvakrat mér a jednou fez. Ale ¢im?
Béhem jednoho sekvenovani DNA je moz-
no piecist tisek dlouhy maximalné 500 az
1 000 bazi. Rostlinné i Zivocisné genomy
vSak obsahuji zpravidla stovky miliont az
miliardy bazi. V soucasné dobé existuji
dva ptistupy k sekvenovani genomti, které
fesi tento problém odlisnym zptsobem.
Prvni a modernéjsi se nazyva shotgun se-
quencing (mélo cileny, podobné jako vy-
stfel z brokovnice) a zaklada se na ndhod-
ném rozstépeni genomové DNA na malé
fragmenty a jejich pfimém sekvenovani
bez nutnosti nakladéan{ s jednotlivymi tse-
ky DNA. Tento zptsob je rychlejsi a lev-
néjsi, protoze celd sekvence genomu se
vytvoii v jediné operaci. Moderni pfistro-
je (sekvenatory nové generace) dokazi pte-
¢ist az nékolik miliard pismen (tj. bazi) za
den, takZe genom pSenice by teoreticky
mohl byt zndm za nékolik dni az tydnu.
Problémem neni data ziskat, ale spravné
je sestavit, abychom z kratkych dseku
(zpravidla nékolik stovek baz{) produkova-
nych sekvenétory ziskali kompletni potadi
nukleotidd v genomu. Aby se dala sekven-
ce poskléadat, je nutné identifikovat pfe-
sahy mezi jednotlivymi pfec¢tenymi iseky,
kterych je v p¥ipadé psenice nékolik desi-
tek az stovek miliont. To uz je velka vyzva
pro bioinformatiku zabyvajici se ,,sklada-
nim“ DNA. ObtiZ totiZ nastdva v okamziku,
kdy se maji do souvislého , textu” uspo-
fadat repetitivni sekvence, které se nacha-
zeji na riznych mistech genomu. Tézko
1ze téz urdit, ke kterému ze tff sekvencéné
pfibuznych subgenomt dané sekvence
patii. Z téchto dtivodti neni uvedeny zpti-
sob vhodny pro sekvenovani celého geno-
mu pSenice najednou.

Druhy pfistup, clone by clone sequen-
cing (sekvenovéni klon po klonu), spociva
ve vytvoteni genomovych zdroji — klont
DNA. Jde o ¢asti DNA studovaného geno-
mu zaclenéné do genomu bakterii. Tyto
useky se replikuji spolu s hostitelskou
DNA a uchovavaji se tak v podstaté na-
trvalo (viz dale). Do genomu kaZdé bakterie

1 Psenice seta (Triticum aestivum)
plodin, avsak jeji produkce se zvysuje
pomaleji nez spotieba. Znalost sekvence
jejiho velkého a sloZitého genomu by
umoznila rychleji a efektivnéji slechtit
nové odridy — s vyssi odolnosti

i vynosem. Foto J. Vrana
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je zaclenén jeden tisek DNA, obvykle
o velikosti kolem 100 tisic bazi. Souboru
bakterialnich klond, které pokryvaji cely
genom zkoumaného organismu, se fika
genomova knihovna. S tou se dale pracuje
s cilem sefadit jednotlivé tiiseky DNA tak,
jak se nachazely v pivodnim genomu.
V této fazi se viak nemtZeme opfit o zna-
lost sekvence téchto fragmenti. Postup je
zaloZen na reprodukovatelném rozstépeni
DNA kazdého klonu z knihovny nékolika
restrikénimi enzymy ($tépi DNA v urcité
sekvenci bazi) na malé ¢asti, jejichz délka
se ur¢i pomoci kapilarni elektroforézy.
Klon je tak mozno charakterizovat speci-
fickym profilem fragmentt $tépeni (tzv.
fingerprint — otisk prstu). Na zékladé po-
dobnosti téchto profild mizeme pouzitim
specialniho algoritmu zjistit ptekryvy klo-
nu a virtualné je spojit do souvislé fady.
Sekvenovanim klont takto vytvofené fy-
zické mapy pak ziskame celou sekvenci
genomu daného organismu. Tento p¥istup
byl vyuzit u rtiznych organismu, napf.
hadatka obecného (Caenorhabditis ele-
gans), a z velké ¢ésti i pro genom ¢lovéka.
K precteni slozitych polyploidnich genomu
jako celku nebyl dosud pouzit.

Sekvenovani slozitého pseni¢ného ge-
nomu neni tedy viibec jednoduché, a je
proto nutné hledat zptsoby, jak préci
usnadnit. Jednou z alternativ, které se u pse-
nice nabizeji, je studium genomu jejich
diploidnich p¥edkt nebo jinych blizkych
piibuznych. Tento postup se uplatnil napf.
piiizolaci nékterych dtlezitych gend nebo
u srovnavacich a evolu¢nich studii. Mo-
derni hexaploidni psenice se vSak od téch-
to druht vyvojové oddélila pfed zhruba
0,5—4 miliony let a za tu dobu jeji genom
prosel mnoha zménami. Ackoli tedy di-
ploidni pSenice pfedstavuji v mnoha p¥i-
padech neocenitelné pomocniky, jejich
vyznam pro sekvenovani p$enice je mini-
malni.

Kdyz to nejde najednou, tak to pujde

po castech — prispévek z Olomouce

Pti hledani zpisobu, jak zjednodusit ana-
lyzu genomu pSenice, se dnes jako nej-
vyraznou mérou podilel vedouci olomouc-
kého pracovisté Ustavu experimentalni
botaniky AV CR, v. v. i., Jaroslav Dolezel.
Kouzlo metody spociva v rozdéleni geno-
mu na funkénf a strukturni podjednotky —
chromozomy. Kazdy jednotlivy psenic¢ny
chromozom pfedstavuje v priméru 5 %
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celkového genomu, coZ zna¢né zjednodu-
$uje analyzu. Dalsi ,vyhrou” je odstrané-
ni problému s polyploidii — pracujeme
s jednotlivymi chromozomy, takze vime,
z kterého subgenomu konkrétni sekvence
pochézi. K délen{ genomu na chromozomy
se vyuzivd metoda pritokové cytometrie
(viz Ziva 2005, 1: 46—48). Jeji vyhodou je
rychlost, jakou se daji analyzovat a izolo-
vat rizné mikroskopické ¢astice, zejména
buriky nebo jejich ¢asti (fddove az desitky
tisic ¢astic za sekundu). Pritokové cyto-
metry nasly uplatnéni v mnoha védnich
disciplinéch a také v klinické mediciné.
Pritokova cytometrie (obr. 2) je zaloZena
na detekci optickych parametrd mikro-
skopickych &astic (rozptyl svétla a fluores-
cence), které se pohybuji v tizkém proudu
vodného roztoku a prochazeji jedna za
druhou intenzivnim svételnym paprskem
(nejcastsji laserovym). Jejich optické vlast-
nosti se vyhodnocuji detektory. Podle in-
tenzity signélu muze piistroj ¢éstice fyzicky
izolovat — tfidit. Generuje mikroskopické
kapky tekutiny, a pokud se v kapce v oka-
mziku jejtho vzniku vyskytuje ¢astice,
kterou chceme ziskat, cytometr ji nabije
elektrickym nébojem. Nabita ¢astice se pii
pruchodu silnym elektrostatickym polem
vychyli do strany, kde ji miZeme jimat
a ziskame ¢isté frakce ¢astic, v naem pii-
padé chromozom?.

Jak uz jsme si ale u pSenice zvykli, nic
nedostaneme zadarmo. Nejinak je to s p¥i-
pravou vzorkud pro pratokovou cytomet-
rii. U rostlin nenf lehké ziskat suspenzi
kompaktnich chromozom. Buiiky vétsi-
ny pletiv se déli velmi neochotné a pokud
ano, tak ne synchronné (jednotlivé bunky
nevstupuji do déleni soucasné). Nejlepsim
materidlem pro pfipravu suspenze chro-
mozomu jsou kofenové §picky, protoze
obsahuji hodné& délicich se bungk, jsou
karyologicky stabilni (nedochazi ke zmé-
nédm v poctu a struktufe chromozomi)
a lze je ziskavat v relativné velkém mnoz-
stvi z nakli¢enych semen. Déleni bunék se
synchronizuje pomoci inhibitort syntézy
DNA, napt. hydroxymocoviny, které za-
stavi v§echny buiiky ve stejné fazi bunéc-
ného cyklu. Po odstranéni hydroxymoco-
viny se zac¢ina vétsina bunék délit ve stejny
okamzik. Chromozomy izolujeme v meta-
fazi, kdy jsou nejvice kondenzované a kom-
paktni. Akumulace bunék v této fazi mito-
tického déleni se docili ptiddanim ¢inidla
zabratiujiciho tvorbé déliciho vieténka
(napf. oryzalinu). Poté l1ze chromozomy
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2 Zjednodusené schéma pritokového
cytometru. Mikroskopické ¢astice
prochézeji jedna za druhou svételnym
paprskem, detektory poté vyhodnoti
jejich optické vlastnosti. T¥idéni ¢éstic
je umoznéno nabitim tvoficich se kapek
elektrickym nébojem a naslednym
vychylenim v elektrostatickém poli.
Moderni{ piistroje dokéazi t¥idit

az 6 riznych populaci ¢astic soucasné
pii rychlostech az desitek tisic ¢éstic

za sekundu. Orig. J. DoleZel

3 Histogram distribuce relativnfho
obsahu DNA (flow karyotyp, uprosted)
a karyotyp pSenice seté. Chromozomy

z jednotlivych vrchold byly vytfidény
a poté identifikovdny v mikroskopu
metodou fluorescencéni hybridizace

in situ (FISH) s fluorescen¢né znacenymi
sondami pro kratké repetitivni sekvence
GAA (zelené znacené) a Afa (Cervené
znacené). Nejvétsi chromozom (3B)
vytvaii samostatny vrchol a 1ze ho ziskat
ve vysoké Cistoté. Ostatni chromozomy
tvoii t¥i vrcholy, z nichz kazdy obsahuje
nékolik chromozomt o podobné velikosti.
4 Piiklad linie p3enice, u niz chybi
kratké rameno chromozomu 6A.

Diky tomu je na histogramu vlevo dobte
oddéleny vrchol odpovidajici dlouhému
rameni chromozomu 6A (6AL), které je
znatelné krat3i nez ostatni chromozomy.
Orig. J. Vrana a M. Kubalékova (obr. 3 a 4)
5 Restrikéni profil (tzv. fingerprint)
jednoho klonu BAC (vloZzeny fragment
DNA v umélém klonovacim vektoru —
bakteridlnim chromozomu). Fragmenty
byly ziskédny rozstépenim DNA klonu
pomoci smési restrikénich enzymi,
obarveny fluorescen¢nimi znackami

a analyzovany kapilarni elektroforézou.
Orig. J. Vrana

z bunék pomoci mechanického homoge-
nizatoru (mixeru) pfevést do izolatniho
pufru a suspenze se prefiltruje, aby se od-
stranily velké shluky a bunééné tlomky.
Chromozomy se obarvi fluorescenénim
barvivem specificky se vazicim na DNA
a vzorek je tak pfipraveny pro analyzu
prutokovym cytometrem.

Vysledkem analyzy chromozom?i na za-
kladé jejich fluorescencéniho profilu je his-
togram odpovidajici relativnimu obsahu
DNA jednotlivych typt chromozomt —
flow karyotyp (obr. 3, uprostted). V ideal-
nim p¥ipadé by kazdy vrchol (peak) na
histogramu reprezentoval jeden chromo-
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zom. K tomu by doslo tehdy, kdyby se jed-
notlivé chromozomy vyrazné ligily svou
velikosti. Ale uz nés snad ani nepfekva-
puje, Ze u pSenice to tak neni. Na obr. 3
jsou patrné ¢tyii vrcholy, mikroskopickou
analyzou jsme ur¢ili, které chromozomy
jsou v daném vrcholu pfitomny. Z vysled-
kt vyplyva, Ze ze standardniho pseni¢né-
ho karyotypu lze ziskat s vysokou &istotou
pouze jeden chromozom, ozna¢ovany 3B
(chromozom 3 z genomu B). Bylo tedy nut-
né vytesit, jak rozlisit a roztfidit zbyvajici
typy chromozomi. A tady médme konec-
né stésti, protoze snad jedina pozitivni
vlastnost pSenice souvisejici s polyploidii
je vysoka tolerance k aneuploidii. To zna-
men4, Ze pSenice muiZe postradat ¢ast, nebo
dokonce i cely chromozom, a jeji Zivota-
schopnost neni nijak ohrozena. Chromo-
zomy z dalsich dvou subgenomt mohou
totiZ ten ztraceny funkéné nahradit, jelikoz
obsahuji podobnou genetickou informa-
ci. Diky tomu mohly byt v minulosti expe-
rimentalné vytvofeny stabilni pSeni¢né
linie, z nichz kazda postradé vzdy jedno
rameno nékterého chromozomu (obr. 4).
Tyto linie pokryvaji celé spektrum p3Senic-
nych ramen. My je s ispéchem vyuZivdme
pro ziskani co nejvétsiho mnozstvi chro-
mozomové specifické DNA pro dalsi kroky
sméfujici k sekvenovani kompletniho geno-
mu — tvorbu knihoven DNA a fyzickych
map pro jednotlivd ramena chromozom.

Jak jiz bylo fe¢eno, knihovny DNA jsou
soubory bakterialnich klont, do nichZ byly
vlozeny fragmenty DNA ur¢itého organis-
mu. Soubor klonti miZe obsahovat cely
genom nebo tfeba jediny chromozom zkou-
maného organismu. Pro jejich tvorbu je
nezbytna DNA o velikosti az miliont para
bazi, kterou mtiZeme enzymaticky rozsté-
pit na tseky o velikosti 100—-300 tisic bazi.
Ziskané fragmenty se vlozi do klonovacich
vektord. V soutasné dobé je nejpouziva-
néjsim vektorem umély bakterialni chro-
mozom (bacterial artificial chromosome
— BAC). Vektor BAC s cizorodou DNA se
vloZi do bakterie Escherichia coli. Jednot-
livé klony bakterii nesouci rizné tseky
DNA se mohou namnozit a uchovavat.
Pro tvorbu knihovny je obvykle potieba
10-20 ug DNA. Takové mnozstvi byva
snadno dostupné, pokud knihovnu sesta-
vujeme z celkové jaderné DNA. V pfipa-
dé chromozom1 je ale situace jina, pru-
mérny pSeniény chromozom obsahuje
méneé nez 1 ng DNA, u ramen je to jesté
méné (zhruba o polovinu). Tvorba chro-
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mozomoveé specifickych knihoven DNA
tedy pfedstavuje dalsi vyzvu, tentokrat
z hlediska po¢tu chromozom, které musi-
me rozti{dit. Limitujici je mnoZstvi chro-
mozomu ve vzorku. I pfi pouziti dvou pii-
stroji soucasné predstavuje denni limit
priblizné 500 tisic kopii jednoho chromo-
zomu (ramene). Proto byl optimalizovan
protokol tvorby chromozomové specifické
knihovny, kdy k jeji pfipravé staci 5 ug
DNA, coz pfedstavuje nékolik miliont az
desitek miliont kopii chromozomu/ramen
(v zavislosti na jejich velikosti). Prvni tako-
va specificka knihovna vznikla v r. 2004
na olomouckém pracovisti Ustavu expe-
rimentalni botaniky pro chromozom 3B.
Pokud vime, jde o prvni BAC knihovnu
z tfidénych chromozomu na svété. Brzy
nésledovaly knihovny pro dalsi pseni¢né
chromozomy a ramena a pfedpokladdame,
ze do konce r. 2012 bude genom p3enice
knihovnami pokryt. Casova i finanéni na-
ro¢nost je divodem, pro¢ tento proces trva
relativné dlouho. T¥idéni dostate¢ného
mnoZstvi chromozom1 a pfiprava vysoko-
molekuldrni DNA zabere obvykle tfi az pét
tydnt, tvorba knihovny pfiblizné dva tyd-
ny a uspotrddéani klont do specidlnich pla-
stovych desti¢ek mezi tfemi az ¢tyfmi tyd-
ny. Jde o znaéné piistrojové a materidlni
néklady, takZe bez financovani z vefejnych
zdroji bychom se neobesli.

Jiz jsem uvedl vy3e, Ze jednou z nejdule-
fyzickych map, tedy rekonstrukce pofadi
dlouhych tsekt chromozomi s vyuzitim
BAC fingerprintingu (obr. 5). Zde maji
chromozomové specifické knihovny p3e-
nice vyhodu oproti celogenomovym, pro-
toZe se porovnava podstatné mensi pocet
klont (35-100 tisic proti cca dvéma mi-
liondm). Pak je tu jiz zminéné ispésné vy-
feSeni problému s pfibuznymi subgenomy.
Prvni fyzickou mapu pSeni¢ného chro-
mozomu (opét 3B) vytvorili francouzsti
kolegové z Université Blaise Pascal v Cler-
mont-Ferrand na zakladé naseho postupu
(Paux a kol. 2008).

Tfidéné chromozomy jsou potencialné
vhodné i pro pfimou metodu sekvenovani
(shotgun sequencing). Ale stejné jako tvor-
ba knihoven DNA je tato metoda niro¢na
na mnozstvi vstupniho materidlu (ug az
desitky ug DNA). Tento fakt, spolu s finan¢-
ni nérocnosti a pracnosti sestavovani vy-
sledné sekvence velkych genomi (které
navic obsahuji velké procento repetitivnich
sekvenci), zfejmé stoji za tim, Ze se tiidéné
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chromozomy pfi pfimém sekvenovani ne-
uplatnily. S ohledem na bouflivy vyvoj
na poli novych sekvena¢nich technologii
se ale d4 predpokladat, ze se to v blizké
budoucnosti zméni. Bylo publikovéno jiz
nékolik praci vyuzivajicich tfidénych chro-
mozomu pSenice, Zita a je¢mene k tzv.
survey sekvenovéni, coZ se da volné pie-
lozit jako ,,nahlédnuti“ do genom téchto
plodin. Stru¢né fe¢eno, DNA jednotlivych
zkoumanych chromozomi a ramen byla
za pomoci enzymu namnozena (vychozi
mnozstvi cca 50 ng) a sekvenovana. Bylo
nalezeno velké mnozstvi sekvenci odpo-
vidajicich genim. Ty se porovnaly s data-
bézemi sekvenci jinych zastupct celedi
lipnicovitych (Poaceae), jako jsou ¢irok
(Sorghum), ryze (Oryza) a valetka (Bra-
chypodium). Na zékladé srovnani vznik-
ly mapy piibuznosti (syntenie) mezi jed-
notlivymi druhy na drovni chromozom.
Diky tomu se mohlo néasledné sestavit
i pfedpoklddané potadi gent na jednotli-
vych zkoumanych chromozomech. Ziska-
né poznatky jsou velice dilezité a jejich
vyznam pfi studiu genomu pSenice muze
predcit jen samotné pfecteni celého jeji-
ho genomu.

Rozdélit a vladnout

Zminiované vytvoreni fyzické mapy pro
chromozom 3B ukézalo nové moZnosti pii
analyze pSeni¢ného genomu, které roz-
déleni celku na jednotlivé ¢ésti nabizi, a to
mezinarodni spolupraci. Knihovny pro
jednotlivd ramena se p¥idéli riznym la-
boratofim, které mohou vytvaret fyzické
mapy a sekvenovat soubézng, ¢imz se cely
proces urychli a finanéni nédklady rozdéli.
Tato strategie se stala patefi Mezinarodni-
ho konzorcia pro sekvenovani pseni¢ného
genomu (International Wheat Genome Se-
quencing Consortium, IWGSC). Nase labo-
ratof je klicovym ¢lenem tohoto konzorcia
pravé s ohledem na tvorbu chromozo-
mové specifickych genomovych zdroja.
IWGSC sdruzuje a koordinuje laboratote
z vice nez 15 zemi. Na jeho internetovych
strankéch se pribézné zvetejiiuji pokroky
(http://www.wheatgenome.org). Do &ty¥
az péti let by meéla byt znama kompletni
sekvence pSeni¢ného genomu, které se
poté poskytne védecké i slechtitelské ko-
munité.

Tato préce byla podporovdna MSMT CR
a Evropskym fondem pro regiondlni roz-
voj (OP VaVplI ¢. ED0007/01/01).

ziva.avcr.cz



