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ABSTRACT

This work deals with the study of a particular eneyp-glucosidase Zm-p60.1 coming from corn.
Zm-p60.1 is an enzyme that is part of cytokinin abetism and can convert the inactive
glycosylated form of cytokinin to its active forrdm-p60.1 is one component that regulates the
level of active hormones. Altered activity or sgiedy of this enzyme provides a tool which would
be possible to use for fine modulation of the cisk level in the plant and thereby affect
individual processes such as cell division, diffi@ion, root growth, sprout growth and other
processes. Protein engineering offers a meansatwgehsubstrate specificity of this enzyme.

Substrate specificity of the enzyme Zm-p60.1 isedeined by amino acid composition in the
vicinity of active center. The tryptophan 373 piositin Zm-p60.1 is involved in stacking
interaction with aromatic system on the substrBtestructural folding of 33 glycosidases from
GH1 family was found that the position of W373 igtly preserved. Likewise, by the multiple
sequence comparison of characterized enzymes fridth f@mily, it was found that the W373 is
sequentially preserved with a few exceptions whierthis position occur other amino acids. By
saturation mutagenesis was created a library aantaR0-mutants at position W373. On artificial
substrates was carried out preliminary test stugyive effects of mutations on the activity of
mutant enzymes. None of the mutants had highevigcthan the original wild enzyme form of
Zm-p60.1 (W373W). As the second most active app@&8g3H followed by group of 4 mutants
W373F, W373G, W373T and W373Y with significantlyver activity. Other mutants had little or
no activity. New variants of functionfitglucosidase Zm-p60.1 will be further studied ttedmine
changes in substrate specificity towards cytokaunjugates. If such a change will be found, a new
glucosidases could serve as a tool for studyindntinenonal system of plants.

Key words: B-glucosidase, screening, mutant library

Acknowledgments: This work was supported by grant P305/11/P768 ftbm Czech Science
Foundation.

1279



MENDELNET 2012

uvoD

Zivot rostliny je omezen na jednu lokalitu. Jejiveya rist je ovliiiovan vigjsimi faktory, jakymi
jsou p@asi nebo kvalita jgly. Rostlina dokazeasténé kompenzovat vlivy z wjsSiho prostedi
tak, Ze mni hladinu aktivnich rostlinnych hormbn ¢imz dojde ke zrng fyziologickych
parametit v tle rostliny. Mnozstvi fytohormahnje dynamickytizenoradou komplexnich procés
ve kterych se vSechny dilkroky (biosyntéza, aktivace a degradace fytohoumameobejdou bez
piitomnosti rostlinnych enzyim Jednim z enzyfn ktery dokaze fetvé&et fytohormony z neaktivni
(glykosylované) formy do aktivni formy, je enzymkukuiice (Zea mayk B-glukosidasa (Zm-
p60.1). Rizné mutantni varianty enzymu Zm-p60.1 maji odliSisabstratovou specificitutizi
piirodnim  ¢rans-zeatin-OB-b-glukopyranosid, cis-O-B-b-glukopyranosid) ¢i  umélym (para-
nitrophenolB-p-glukopyranosid,pNPG) substrdiim. A pra¥ tyto mutantni varianty mohou na

molekularni Grovni fungovat jako nastroje jeénménici hladinu aktivnich hormdnv tle rostliny.

Okoli aktivniho centr@-glukosidasy obsahuje dité uspdadani aminokyselin (klastr), o kterych se
uvazuje, Ze jsou zodp&iné za specifické rozpoznavaci interakce s aglykosigbstratu. Klastr se
skladd z aminokyselin F193, F200, W373 a F461 (fdopi et al, 2008) @br. 1) Strukturni
uspdadani klastru bylo porovnano s dalSimi podobnymwstlinnymi enzymy fistupnymi
v databazi Carbohydrate-Active enZYmes Databasea¢eie CAZy) (Henrisat et al., 1997).
Na zaklad jiz diive charakterizovaného mutanta W373K a provedenétatni analyzy byla
vytvoiena kombinatoricka mutageneze enzymu Zm-p60.1 iipt¥373. NaSim cilem je tedy

vytvorit mutantni knihovnu a nasledlicharakterizovat mutanty vykazujici aktivitu.
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Obr. 1 — A) Monomerni podjednotka enzymu Zm-p@fafie¢re jsou zn@eny sekundarni struktury,
Sedé barva znd povrch enzymu).

B) Detailni pohled do okoli aktivniho centra enay@m-p60.1.Cervers je vyznaen klastr
aminokyselin zprogedkovavajici stacking interakce a Van der Waaldatgrakce s aglykonem
substratu pNPG (PDB ID: 1E1F). Pro pozici W373 bgjid¥ovana aminokyselinova variabilita.

MATERIAL A METODIKA

Bioinformaticka analyza byla provedena vyhledanisech dostupnych struktur rostlinnych
enzymi podobnych Zm-p60.1. Enzymy byly vyhledany v GlydesHydrolase family 1 (GH1)
v databazi CAZy (www.cazy.org). Strukturni porovhéiichto enzyni bylo provedeno programem
PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Versio8, Schrédinger, LLC.).

Vychozim bodem pro ziskani proteinovych sekvencia byatabdze CAZy (www.cazy.org).

V roding GH1 bylo vybrano 240 proteirze sloupce&Characterizedldentické zaznamy (celkem 9)
byly z vykéru vymazéany. UniProt identifikatory poslouZily ksk&ni aminokyselinovych sekvenci.
Pro kvalitrgjSi prelozeni byly z této skupiny ¥gzeny sekvence kratSi nez 400 aminokyselin, delSi
nez 1000 aminokyselin a fragmenty sekvenci. Knéeskupina obsahovala 184 sekvenci, které
byly zakladem mnohonasobného sekwveho zarovnani. s webové rozhrani byly sekvence
vloZeny na server ebi.ac.uk, kde byl k zarovnanizgigorogram T-coffee verze 8.93 (Notredame,
Higgins, & Heringa, 2000) (parametry iypdnim nastaveni).

Vlastni mutageneze byla provedena pomoci kitu Quék@e Lightning Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit. V fivodni DNA sekvenci pro Zm-p60.1 byl posunitéci rAmec v pozici 373
(primer: 3'-ggaggataccctttaggtcctagatgtacatgggagtéc). Takto vytvdeny templat byl osten
sekvenovanim. Templat byl mutovan na pozici 373ih&wna mutant byla vytvdena jednim
primerem o sekvenci 3'-gggaggataccctttaggtNNMtagatggggactcccg-5', kde znai jakoukoliv
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z bazi A, T, G, C aM jsou baze A, GPo PCR reakci byla ve ssi specificky roz&pena
methylovana templatova DNA. Tato &nse pouzila na transformaci do Xdbcoli. Kolonie byly
selektovany na agarovych miskach s antibiotikem ieifimem a substrdem 5-bromo-4-chloro-
idolyl-B-D-glukopyranosidem (X-Glu).

Velikost knihovny pro skrining duje pa@et variant, které chceme zachytit. Chceme-li zathyt
95% variant, Ize na zakladPoissonova roztkeni vypaitat velikost knihovny (Patrick, Firth, &

_ 1
Blackburn, 2003). Vypiet je dan vztahenlﬁ:_v E[h[l— pj kdeL — je velikost knihovnyy —

pocet variant,p — Uplnost knihovny. Pro knihovnu W373X jsou paremaeasledujiciV = 32,p =
0,95— L = 95,9 ~ 96. Pokud knihovna bude mit 96 kolowii32 variant pokryto z 95%. Knihovna
neni ale Uplna — obsahuje pouze 95% vSech variant.

Pokud chceme zachytit vSechny varianty s 95%-niotfs, vypdet velikosti knihovny

InP,
je dan vztahem:Lz_VDh[_ Vsj L — je velikost knihovny, V — paet variant,

Ps — prav@podobnost vyskytu kazdé varianty. Pro knihovnu W878 opst V = 32, Ps = 0,95
— L =205,6 ~ 206. Pokud knihovna bude mit 206 kidJanizeme si byt z 95 % jisti, Ze obsahuje
vSechny varianty. Tato velikost knihovny byla pésrexperiment vybrana jako optimalni. Vypb
knihovny je dostupny z webu na adrese: http://greneotago.ac.nz/cgi-bin/aef/glue.pl.
Po transformaci knihovny mutd@ntio kompetentnich XJB. coli a jejich vyseti na Petriho misky,
byly kolonie selektovany na antibiotiku ampiciliRist kolonif trval 24 hodin ip 37 °C a pak dale
24 hodin pi laboratorni teplat Princip skriningu je zaloZzen na tom, Zghém kultivace kolonii
na miskach dochazi k neindukované expresi protémep60.1, ktery hydrolyzuje substrat X-Glu
za zniku modrého barviva.

Kolonie jednotlivych mutaritz misky naObr. 3 byly preneseny do 200 pl LB média na MTP 96
desce (lwaki). Kultivace desky probihalé 7 °C, 700 rpm, poloér 3 mm, po dobu 24 hodin
(Thermomixer Comfort, Eppendorf). Druhy den randabymsfena optickad densita narostlych
kultur (OD600 = 2,500 + 0,100, n = 20). Pipetoudbylkazdé néni kultury p‘epipetovano 5 pl do
200 pl aLB obsahujiciho navic 2,5 mM koncentradsstéitupNPG. Na desce byly vyhrazeny
4 jamky pro kazdého mutanta. Celd deska byla lautna 17hod ip 30 °C, 700 rpm. Bhem
kultivace probihala pouze neindukovana exprese minitzh forem Zm-p60.1. Na kondistu byla
zmetena opticka densita vSech jamek (Spectra Rainb@war). Deska byla centrifugovana 20
minut, 3200 rpm, 4 °C. Z kazdé jamky byléepipetovano 20 pl supernatantu do 180 pl 0,2 M
NaCOs. Dle kalibr&ni primky bylo dopd@itano mnozstvi uvoliného para-nitrofenolu pNP)
(absorbance #iena i 405 nm). Protoze kultury nerostly st&jikdy ptimérna OD600 byla po 24
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hodinach 2,000+0,110 n = 80, musela byt vysledmicé&ntracgNP vztazena (vydenim OD600)

pro danou densitu jamky.

Kultivace kolonii W373X na substratech X-Glu (1 mM) MUG (4-metylumberliferyB-p-
glukopyranosid ) (1 mM) probihala stejnymigpbem jako na substrapPNG. Po 24 hodinach
byla deska s X-Glu vyfocena. Deska se substratenGMida vyfocena na transluminatoru (zdroj
A =312 nm). Mnozstvi vzniklého produktu bylo stavgouze pro jeden substrgNPG.

VYSLEDKY A DISKUZE

Navrh mutantni knihovny

V rodiné GH1 (databdze CAZy) je celkem 33 endymetns Zm-p60.1, jez maji weSenou 3D
strukturu. Tento soubor 33 enzirbyl zakladem strukturniho porovnani. VSechny strokbyly
zarovnany k enzymu Zm-p60.1 v programu PyMOL 1.3l@dular Graphic System; Schrédinger,
LLC). Z 3D zarovnani se tita aminokyselinova variabilita, kter4 pomé odpovida W373 v Zm-
p60.1 Obr. ¢ 1 B. U 30 enzyni se na této pozici nachazi tryptofan. V jednatfipgd (enzym
myrosinasa 1 pochazejici z mSice zeliB¥evicoryne brassicgebyl k této pozici pirazen tyrosin.
Ve druhém pipads (enzym MA1 pochézejici z htice bilé -Sinapis albd nelze jednozraé urit,
jakd aminokyselina struktunodpovida pozici W373, protoZze 3D struktura enzyMAl je

v oblasti smyky vyrazré prodlouzena vzhledem k Zm-p60.DHr. 2. Relativni zastoupeni
nalezenych aminokyselin ze strukturni analyzy jerameno \Grafu 1.

Abychom ziskali pehled o tom, jak je sekvém zachovan tryptofan n&jg skupinou enzyiin
podobnych Zm-p60.1, byla databdze CAZy vyuzita jaKehozi bod pro bioinformatickou
analyzu. Nami studovany enzym jefazen do rodiny GHZXitajici 5 200 zéastugc (ke dni
20.4.2012). Malégast je charakterizovana (235 enzyma z této skupiny byl wthn vyhsr
pro mnohonasobné sekwern zarovnani. K zarovnani byl pouzit program T-eeffNotredame et
al., 2000).

Z vysledného zarovnani vyplyva, Ze pozice W373 jélomvariabilni. Nejvice zastoupenou
aminokyselinou je tryptofan (153 vyskyt81%), druhou je asparagin (9 vyskyd8%) a ostatni lezi

v intervalu <0 - 6> vyskyt (<0 - 3%>) Graf ¢. 1). V ramci vybrané skupiny sekvenci se tryptofan
jevi jako sekvetné zachovaly. Obecn existuje rkolik divodi, proi je dana aminokyselina
konzervovana. Prvnim z nich je, Ze aminokyselinalijezita pro spravné strukturni usadani
proteinu nebo secastni katalytické reakce, vazby ligandu nebo jeblasti, ktera zodpovida za
interakce mezi proteiny (Mayrose, Graur, Ben-TalP&pko, 2004). Vyznam W373 sfiea v
rozeznavani ligandu pomoci stacking interakce (Zoehal., 2001).
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Obr. 2 - Strukturni zarovnani enzynZm-p60.1 (PDB 1XHJ, zelend barva) a myrosinasy MA1
(PDB 1E4M, béZova barva) ze Sinapis alba. &wyyobou enzyrn maji odliSnou délku a
usparadani v prostoru. V tomtaffpacé nelze struktura priradit aminokyselinu odpovidajici pozici
W373.

Graf 1 - Relativni aminokyselinova variabilita poziW373 enzymu Zm-p60.1. Srovnani vyistup
sekvernich zarovnani ze zarovnani 184 sekvenci a 33 sekze struktur. Data shodmukazuji, ze
W373 je konzervovan. @b skupiny dat pochazi z GH1 rodiny (www.cazy.org).
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Zawr bioinformatické analyzy je, Ze v pozici odpovidajWw373 v Zm-p60.1 je konzervovan

tryptofan. Zachovalost této pozice indikuje, Zze \®3ifaje dlezitou roli v rozpoznavani substratu

pro pB-glukosidasy z rodiny GH1 (Czjzek et al., 2000)rdmci 184 sekvenci rodiny GH1 se ale v
dané pozici vyskytuji i dalSi aminokyseliny. Neakgé, jestli jiné aminokyseliny, které v této
pozici vidime na sekvé&nim zarovnani jsou fugki jen v rdmci konkrétnich glykosidas, nebo jsou
to moznosti pro za#mu. Otazka, ktera vzeSla z bioinformatické analyey jak variabilita
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aminokyseliny W373 ziskand ze zarovnani sekvenavisb s mutabilitou této pozice #-

glukosidase Zm-p60.1.

Tvorba a screening mutatni knihovny W373X

Kombinatorickd knihovna enzymu Zm-p60.1 byl@ippavena misté fizenou mutagenezi
(QuikChange, Agilent). Jako templat poslouzila DINRSET::(His)6Zm-p60.r. - W373_DEL. K
mutaci byla pouzita sés 32 fiznych primeii. Po mutagenezni reakci, kdy vznikla mutantni
knihovna, byla sis inkubovana s enzymebpn | a transformovana do chemokompetentnich XJb
E. coli. Kvili nizkému pé@tu ziskanych kolonii po transformaci byla reakceeri Quik Change
provadina 3x. Celkovy peet kolonii, ktery se podio zachytit, byl gekvapiv nizky — 20 kolonii
namisto pdebnych 206 pro pokryti variability v kniho¥n Ze vSech kolonii byla postupn
izolovana plasmidova DNA. Uspre osekvenovat se poiil® 8 riznych mutant z 20 kolonii. Z
ekonomickych dvodi, kdy by bylo cely proces izolace a sekvenace opatkaa statistickych
divodi nebylo zbylych 12 kolonii sekvenovano. Nahodnéimmi kloni z kombinatorické
knihovny mé sva uskali. Obegnv pribéhu sekvenovani mutantni knihovnyibe nastat situace,
kdy se zvySujicim se ptem osekvenovanych muténje stale narngjsi najit nové mutanty. Z
tohoto divodu, bylo jednodussi ukeit prohledavani knihovny a vytvio zbyvajicich 12 mutant
jednotliv. Pro jednotlivé mutanty byly navrzeny samostatniéngry a provedena mutagenezni
reakce kitem QuikChange. Timto tgmbem bylo postugnziskano zbylych 12 variant. Uplna
knihovna obsahovala 20 mutanénzymu Zm-p60.1 v pozici W373. VSechny kolonie aues
mutace byly pecarkovany na Petriho misky (s agarem, ampicilinesalastratem X-Glu)Q@br. 3).

Obr. 3 - Petriho miska (s agarem a substratem X}G&uvsemi W373X varianty enzymu Zm-p60.1.
Jednotlivi mutanti vykazujiiznou aktivitu ¥¢i umelému substratu X-Glu.
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Zéakladni porovnani aktivit na agarovych miskackdestratem je vhodné k ziskamélpledu.
Nicmérg, neni pouzitelné prorpsrgjSi porovnani aktivit v ramci knihovny W373X. Dest®6-ti
jamkach poskytuje vhodny prostor pro kultivaci nmitd knihovny v XJb E. coli v médiu
obsahujici substrat.

Cel4 knihovna W373X byla kultivovana v médiu sestitdiempNPG (2,5 mM) Qbr. 4), X-Glu (1
mM) a MUG (1 mM) (viz Metody). Cilem kultivace nalsstratech je ifedevSim pedkézné
porovnani aktivit. Resna kvantifikace byla mozna pouze para-hitrofenol uvolrény z pNPG.
Na pNPG je jednoznamé nejaktivrejsi WT (W373) a druhym v gadi je W373H. Na zaklad
méfeni bylo zjiSéno, Ze na tomto substratu vytef 4 mutanti (W373F, W373G, W373T a
W373Y) skupinku s podobnou aktivitoGiaf 2).

Obr. 4 - Vzhled MTP96 desky obsahujici LB médiusubstratem pNPG (2,5 mM) po 24 hodinové
kultivaci. Kazdy mutant je zastoupen ve 4 svisjgotkach.Cara uprosted dli horni a doini sekci
mutant.

® A Ca PavbEi PG| s Kol

M NP QRS TVWY

1286



MENDELNET 2012
Graf 2 - Meni mnozstvi uvoéného pNP za 24 hodin kultivace knihovny W373Xer&atna

odchylka byla ufena pron = 4.
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Mutant pozice W373 v Zm-p60.1

Bocni fetizec Trp 373 sedastni stacking interakce s aromatickym systém ykagu substratu
(Obr. 1 B) Tato interakce pak napomaha speawmientovat glykosydickou vazbu kesgeni
(Tribolo, Berrin, Kroon, Czjzek, & Juge, 2007). Amokyseliny His (H), Phe (F) a Tyr (Y) obsahuji
residua, jez mohou rovn zprostedkovavat stacking interakci substratem. Timto jezmé
vyswétlit jejich aktivitu. Nicmér tato analogie jiz neplati pro Gly (G) a Thr (Tteté zadny
aromaticky systém neobsahuji a jsou také aktivakuB se jejich aktivita potvrdi, bude to novy
vhled do interakce se substratem.

Dal$i dva substraty (X-Glu a MUG) nebyly vzhledemtdchnologické obtiznosti hodnoceny
kvantitativr. Presto naznauji podobné spektrum aktivnich mutént

Po hydrolyze X-Glu vznika dibromdichloroindigo. Barproduktu je modrd, jez digbkontrastuje
s nazloutlym LB médiem. Na desce s X-Glu dominujejide ot W373 a W373H. Viditelnou
aktivitu mela i stejna skupina jako pNPG (W373F, W373G, W373T a W373Y), kterou réaf
navic W373D, W373E a W373NDbr. 6).
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Obr. 6 - Vzhled desky obsahujici médium se substrat-Glu (1,0 mM) po 24 hodinové kultivaci.
Kazdy mutant je zastoupen ve 4 svislych jamk@ata dli horni a dolni skupinu mutant.
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Vizualizace fluorescemiho produktu 4-methylumbelliferonuivéx = 372 nmAew = 455
nm) u substrdtu MUG byla provedena tak, Ze nalaland deska byla vyfocena na
transluminatoru X = 312 nm). Z fotografie je vid, Ze hydrolyza MUG nejefektiji probiha,
stejré jako v gedeSlych fipadech, W373 a mutantem W373H. Dvojici dopl mére aktivni
mutanti W373F, W37G, W373N a W3739lfr. 7).

Obr. 7 - Vzhled desky obsahujici médium se substrédUG (1,0 mM) po 24 hodinové kultivaci.
Kazdy mutant je zastoupen ve 4 svislych jamkachskdebyla vyfocena podsvicena
transluminatorem p excita’ni vinové délce = 312 nm.
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Na vSech 3 substratech se ukazuje vzdy stejnarskujeZ ma viditelnou aktivitu (W373F, W373G,
W373H, W373T, W373Y). Nejvyssi ma aktivitu WT = WR7

Pozice W373 byla v minulosti mutovana na W373KoTrautace vedla k poklesu aktivity na 0,5%
velikost pivodni formy Zm-p60.1 (na substratech pNPG a MUG)ifbva et al., 2008).

Pozice W373 v Zm-p60.1 odpovida W388 v enzymu tsisikin-Of-D-glukosidasy (PDB 2JF7,
Rauvolfiaserpentind Mutace W388A zfpssobila vyraznou zinu v aktivie enzymu, jez po mutaci
dosahovala 1%wvodni aktivity (substratem byl striktosidinglukosi@arleben, Panjikar, Ruppert,
Koepke, & Stockigt, 2007).

Pozice W373 v Zm-p60.1 odpovidad W345 v enzyprgiukosidasy (PDB 2E9LIHomo sapien$.
Zavedenim mutaci W345M a W345A¢lo opst vyrazny vliv na aktivitu, ktera klesla na az 0,1%
pavodni aktivity na vSech studovanych substrategarg-nitrofenolglukosidy) (Tribolo et al.,
2007). Pozice tryptofanu ve dvoiegeslych fipadech je velice kibvéa pro funkci enzymu.

Z predznych tesi aktivit mutantni knihovny W373 enzymu Zm-p60.1 Wy@, Ze tryptofan
miZe byt nahrazen i jinou aminokyselinou. Vysledlgujze shod s gredchozimi studiemi, kde se
ukazuje, Ze vliv za#n na pozici W373 na aktivitu enzymu je vzdy vyrazny

ZAVER

Enzym kukudi¢na B-glukosidasa Zm-p60.1 gatmezi glykosidhydrolasy (GH). V databazi CAZy
(www.cazy.org) je z&azen do rodiny GH1. Rodina GH1 obsahuje skupinuc@@iakterizovanych
enzynmi a 33 vyeSenych 3D struktur. Na zaktathnohonasobného sekwertho gelozeni skupiny
piibuznych 184 sekvenci a analyzy 33 struktur ghyd@siz rodiny GH1 se ukazalo, Ze nejvice
konzervovanou aminokyselinou odpovidajici pozicp@ddajici W373 byl tryptofan. Mimoé&n
byla tato pozice obsazenadkolika jinymi aminokyselinami. Je prégodobné, Ze aminokyseliny
odlisné od tryptofanu, které se objevily v mnohaidem sekvainim pelozeni, budou ve stejné
pozici jako W373. Z toho Ize vyvodit, Zze sekgeh variabilita by mohla v ijpact Zm-p60.1
ukazovat na moznost mutability pozice W373.

Na zéklad této bioinformatické analyzy byla testovana skmée mutabilita W373 satufai
mutagenezi. Vzhledem Kekvapiv vy$Simu potu aktivnich klori bylo rozhodnuto zkonstruovat
celou knihovnu W373X.

Po ziskani celé knihovny W373X byl provedetedi®zny skrining aktivity mutarit Skrining
probihal formou kultivace XJE. coli (nesouci plasmid jednotlivych mutaptve 200 pl média v
jamkéach na desce formatu MTP 96. Kultimd LB médium bylo obohaceno o substrgty
nitrofenyl3-p-glukopyranosid fNPG), 5-chloro-4-bromo-indoly-b-glukopyranosid (X-Glu) a 4-
metylumberliferylf-p-glukopyranosid (MUG). Po 24 hodinové kultivaci &yaktivita mutant
kvantitativre hodnocena na substrgd®PG. Nejvyssi aktivitu z mutaintmél WT (W373). Jako
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druhou nejvySSi aktivitu projevil mutant W373H. Biakktivni mutanti byli W373F, W373G,
W373T a W373Y. Zbyvajici mutanti vykazovali velmiizkou nebo téRt zadnou aktivitu
na substratpNPG. Na ostatnich substratech (MUG, X-Glu) knihoWia73X mutani nazn&uje
podobnou tendenci v aktiwit

Kombinace bioinformatickych metod a proteinovéhizeimyrstvi se ukazala jako vhodny postup pro
ziskani zajimavych novych variant enzyrfitglukosidasy Zm-p60.1. V navazné praci bude
sledovana zima specificity &chto glukosidas &i konjugatim cytokinini v rdmci vyvoje nastrdj

pro studium hormonalniho systému rostlin.
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