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Menetelmi kasvien kasvun lisddmiseksi - Forfarande for att 6ka tillvixten hos
vixter

Tami patenttihakemusjulkaisu sisdltdd kokonaisuudessaan ehdollisen US-patentti-
hakemusjulkaisun sarjanumero 60/036 048, joka on jétetty 27.1.1997.

Téama keksinté tehtiin Yhdysvaltain hallituksen tukemana apurahan USDA NRI
Competitive Research Grant No. 91-37303-6430 turvin.

Keksinndn ala
Kasilla oleva keksinté liittyy kasvien kasvun lisddmiseen.
Keksinnin tausta

Kasvien kasvun parantaminen kédyttdmilld niiden lannoitukseen orgaanisia lannoit-
teita on ollut tunnettua satoja vuosia ja sitd on harjoitettu satojen vuosien ajan. (H.
Marschner, "Mineral Nutrition of Higher Plants", Academic Press: New York p.
674 (1986)). Nykyihminen on kehittinyt monimutkaisen epdorgaanisten lannoit-
teiden tuotantojirjestelmén sellaisen helppokéyttoisen tuotteen tuottamiseksi, jota
kasvintuoftajat ja maanviljelijdt voivat lisdtd maaperdén tai antaa satokasveille néi-
den kasvun aikana pyrkiessdén kohottamaan tuotantotehokkuutta kasvun lisdémisen
avulla. Kasvien kokoa, viritystd, kypsyyden saavuttamista ja satoa voidaan kutakin
parantaa lannoitetuotteita kayttimalld. Epdorgaanisia lannoitteita ovat sellaiset ylei-
sesti kdytetyt kemikaalit kuten ammoniumnitraatti. Orgaanisia lannoitteita voivat
monien muiden materiaalildhteiden ohella olla eldinten lanta ja kompostoitu nur-
mikon leikkuujéte.

Aivan viime vuosina tutkijat ovat pyrkineet parantamaan kasvien kasvua kayttimalla
biologisia tuotteita. Hyonteisten ja tautien torjuntakeinoja, joita ovat Beauveria bas-
siana ja Trichoderma harizamum, on rekisterdity tuhohyonteis- ja kasvitauti-
ongelmien torjuntaan, minké johdosta kyseiset keinot parantavat epasuorasti kasvien
kasvua ja niiden menestymistd (Fravel, et al., "Formulation of Microorganisms to
Control Plant Diseases", Formulation of Microbial Biopesticides, Beneficial
Microorganisms, and Nematodes, H.D. Burges, ed., Chapman and Hall: London
(1996)).



10

20

25

30

35

On olemassa jonkin verran viitteitd siitd, ettd kasvien kasvua saadaan lisdttyd suo-
raan kisittelemilla kasveja mikrobeilla tai kdyttimalla apuna mikrobien sivutuot-
teita. Juurinystyribakteereita on lisdtty hernesatokasvien siemeniin uuteen kasvu-
paikkaan siirryttiessid (Weaver, et al., "Rhizobium®, Methods of Soil Analysis, Part
2, Chemical and Microbiological Properties, 2nd ed., American Society of Agro-
nomy: Madison (1982)). Ndmé bakteerit voivat edistdd kasvin juurinystyroiden
muodostumistehokkuutta, minké johdosta ne voivat parantaa kasvin kykya muuntaa
vapaata typped kiyttokelpoiseen muotoon, jota tapahtumasarjaa kutsutaan typen
yhteyttamiseksi. Hernekasveihin lukeutumattomat kasvit eivit yleensd hyody téllai-
sesta kasittelystd. Liséityt bakteerit, kuten Rhizobium, asettuvat suoraan loisimaan
hiusjuuriin, minka jalkeen niiden ja kasvin vilille syntyy vastavuoroinen suhde,
jossa ne hyodyttavit kasvia saaden télta samalla suojaa ja tukea elintoiminnoilleen.

Mykoritsasienten tiedetddn myos olevan vilttaiméttomid mikro-organismeja monien
satokasvien, erityisesti ravinnekoyhilld kasvualustoilla kasvavien havupuiden, optio-
naaliselle kasvulle. Kyseeseen tuleviksi mekanismeiksi on ehdotettu mekanismeja
kuten kasvihormonien biosynteesi (Frankenberger, et al., "Biosynthesis of Indole-3-
Acetic Acid by the Pine Ectomycorrhizal Fungas Pisolithus tinctorius® Appl. Envi-
ron. Microbiol. 53:2908 - 13 (1987)), kasvien mineraalinoton (Harley, et al., "The
Uptake of Phosphate by Excised Mycorrhizal Roots of Beech," New Phytologist
49:388 - 97 (1950) ja Harley, et al., "The Uptake of Phosphate by Excised Mycor-
rthizal Roots of Beech. IV. The Effect of Oxygen Concentration Upon Host and
Fungus", New Phytologist 52:124 - 32 (1953)) ja vedenoton (A.B. Hatch, "The Phy-
sical Basis of Mycotrophy in Pinus“, Black Rock Forest Bull. No. 6, 168 pp.
(1937)) tehostuminen. Mykoritsasienten kaytto ei ole yltinyt juurinystyridbakteerien
saavuttamalle yleiselle kayttoasteelle, mika johtuu kullakin tietylld nimenomaisella
mykoritsakannalla saaduista vaihtelevista ja epayhdenmukaisista tuloksista ja niiden
organismien tutkimisen vaikeudesta.

Kasvien kasvua edistdvit ritsobakteerit (“PGPR™) ovat tulleet viimeksi kuluneiden
vuosien alkana tunnetuksi siité, ettd ne lisadvat kasvien kasvua ja kehittymistd. Hy-
poteettiset mekanismit ulottuvat suorista vaikutuksista (esimerkiksi ravinteiden oton
lisdéintyminen) epasuoriin vaikutuksiin (esimerkiksi patogeenien syrjdyttiminen).
Kasvun lisidaminen PGPR-bakteereita kayttamalla tarkoittaa yleensi sité, ettd juuris-

- toon ympitédn elivdd bakteeria ja kasvien kasvu saadaan tehostumaan bakteerien

tuottamien hormonaalisten vaikutusten tai bakteerien tuottamien sideroforien vili-
tykselld ta1 sen valitykselld, ettd bakteerit ehkiisevit tauteja tuottamiensa antibioot-
tien avulla, tai kilpailun vilitykselld. Kaikissa edelld olevissa tapauksissa tuloksiin
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padstddn saattamalla bakteerit pesiytyméan juuriin, toisinaan kidyttdmailld siementen
paillystystd. On olemassa rajoitetusti tietoa, joka viittaisi sithen, ettd jotkin PGPR-
kannat voisivat toimia kasvua suoraan edistdvind kantoina, jotka lisddvét juurten
pituuskasvua gnotobioottisissa olosuhteissa (Anderson, et al., "Responses of Bean to
Root Colonization With Pseudomonas putida in a Hydroponic System",
Phytopathology 75:992 - 95 (1985), Lifshitz, et al., "Growth Promotion of Canola
(rapeseed) Seedlings by a Strain of Pseudomonas putida Under Gnotobiotic Condi-
tions", Can. J. Microbiol. 33:390 - 95 (1987), Young, et al., "PGPR: Is There Rela-
tionship Between Plant Growth Regulators and the Stimulation of Plant Growth or
Biological Activity?", Promoting Rhizobacteria: Progress and Prospects, Second
International Workshop on Plant Growth-promoting Rhizobacteria, pp. 182 - 86
(1991), Loper, et al., "Influence of Bacterial Sources of Indole-3-Acetic Acid on
Root Elongation of Sugar Beet", Phytopathology 76:386 - 89 (1986) ja Miiller, et
al., "Hormonal Interactions in the Rhizosphere of Maize (Zea mays L.) and Their
Effect on Plant Development”, Z. Pflanzenerndhrung Bodenkunde 152:247 - 54
(1989); niita vaikutuksia synnyttidviksi mekanismiksi on kuitenkin ehdotettu kas-
vien kasvunsditelyaineiden tuotantoa. Monet bakteerit tuottavat in vitro -olo-
suhteissa useita erilaisia kasvien kasvunsiitelyaineita (Atzorn, et al., "Production of
Gibberellins and Indole-3-Acetic Acid by Rhizobium phaseoli in Relation to No-
dulation of Phaseolus vulgaris Roots", Planta 175:532 - 38 (1988) ja M.E. Brown,
"Plant Growth Substances Produced by Micro-organism of Solid and Rhizosphere®,
J. Appl. Bact. 35:443 - 51 (1972)) tai antibiootteja (Gardner, et al., "Growth Pro-
motion and Inhibition by Antibiotic-Producing Fluorescent Pseudomonads on Citrus
Roots", Plant Soil 77:103 - 13 (1984)). Sideroforien tuotanto on vield yksi
mekanismi, jonka on ehdotettu tulevan kysymykseen tietyilla PGPR-kannoilla (Ahl,
et al., "Iron Bound-Siderophores, Cyanic Acid, and Antibiotics Involved in Suppres-
sion of Thievaliopsis basicola by a Pseudomnonas fluorescens Strain", J. Phytopat-
hol. 116:121 - 34 (1986), Kloepper, et al., "Enhanced Plant Growth by Siderophores
Produced by Plant Growth-Promoting Rhizobacteria“, Nature 286:885 - 86 (1980)
Ja Kloepper, et al., "Pseudomonas siderophores: A Mechanism Explaining Disease-
Suppressive Soils", Curr. Microbiol. 4:317 - 20 (1980)). Juuripintojen kolonisaatio
Jja siten suora kilpailu patogeenisten bakteerien kanssa pinnoilla on vield yksi vai-
kutusmekanismi (Kloepper, et al., "Relationship of in vitro Antibiosis of Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria to Plant Growth and the Displacement of Root
Microflora®, Phytopathology 71:1020 - 24 (1981), Weller, et al., "Increased Growth
of Wheat by Seed Treatments With Fluorescent Pseudomonads, and Implications of
Pythium Control", Can. J. Microbiol. 8:328 - 34 (1986) ja Suslow, et al.,
"Rhizobacteria of Sugar Beets: Effects of Seed Application and Root Colonization
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on Yield,“ Phytopathology 72:199 - 206 (1982)). Canolalla (rypsilld) suoritetut
tutkimukset ovat antaneet viitteitd siitd, etti PGPR-bakteerit ovat parantaneet sel-
laisten kasvien kasvua mittaavien muuttujien arvoja, kuten sato, taimien taimettu-
minen ja elinvoimaisuus, kasvu (lehtien médrd ja péddvarren pituus) kasvukauden
varhaisvaiheessa ja lehtipinta-ala (Kloepper, et al., "Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria on Canola (rapeseed)"”, Plant Disease 72:42 - 46 (1988)). Perunalla
suoritetut tutkimukset ovat osoittaneet satojen suurentuvan siemenperunoiden
kisittelystd Pseudomonas-kannoilla (Burr, et al., "Increased Potato Yields by
Treatment of Seed Pieces With Specific strains of Pseudomonas Fluorescens and P.
putida“, Phytopathology 68:1377 - 83 (1978), Kloepper, et al., "Effect of Seed Piece
Inoculation With Plant Growth-Promoting Rhizobacteria on Populations of Erwinia
carotovora on Potato Roots and in Daughter Tubers", Phytopathology 73:217 - 19
(1983), Geels, et al., "Reduction of Yield Depressions in High Frequency Potato
Cropping Soil After Seed Tuber Treatments With Antagonistic Fluorescent
Pseudomonas spp.", Phytopathol. Z. 108:207 - 38 (1983), Howie, et al., "Rhizo-
bacteria: Influence of Cultivar and Soil Type on Plant Growth and Yield of Potato®,
Soil Biol. Biochem. 15:127 - 32 (1983) ja Vrany, et al., "Growth and Yield of
Potato Plants Inoculated With Rhizosphere Bacteria“, Folia Microbiol. 29:248 - 53
(1984)). Sadon suureneminen johtui néhtdvisti PGPR-bakteerien kilpailuvaikutuk-
sista, milld ne eliminoivat siemenperunan pinnalla olevia patogeenisia bakteereita
mahdollisesti antibioottisten vaikutusten perusteella (Kloepper, et al., "Effect of
Seed Piece Inoculation With Plant Growth-Promoting Rhizobacteria on Populations
of Erwinia carotovora on Potato Roots and in Daughter Tubers™, Phytopathology
73:217 - 19 (1983), Kloepper, et al., "Effects of Rhizosphere Colonization by Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria on Potato Plant Development and Yield®,
Phytopathology 70:1078 - 82 (1980), Kloepper, et al., "Emergence-Promoting
Rhizobacteria: Description and Implications for Agriculture®, pp. 155 - 164, Iron,
Siderophores, and Plant Disease, T.R. Swinburne, ed. Plenum, New York (1986) ja
Kloepper, et al., "Relationship of in vitro Antibiosis of Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria to Plant Growth and the Displacement of Root Microflora“, Phyto-
pathology 71:1020 - 24 (1981)). Kasvien taimettuminen on parantunut useissa tut-
kimuksissa kayttamalla PGPR-bakteereita (Tipping, et al., "Development of Emer-
gence-Promoting Rhizobacteria for Supersweet Corn“, Phytopathology 76:938 - 41
(1990) (tuvistelmd) ja Kloepper, et al., "Emergence-Promoting Rhizobacteria:
Description and Implications for Agriculture®, pp. 155 - 164, Iron, Siderophores,
and Plant Disease, T.R. Swinburne, ed. Plenum, New York (1986)). Lukuisissa
muissa tutkimuksissa on saatu wviitteitd kasvien terveydentilan paranemisesta
ritsobakteerikasittelyn jialkeen sen ansiosta, ettid kasvipatogeenit saadaan torjuttua
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kyseisilld biologisilla keinoilla (B. Schippers, "Biological Control of Pathogens
With Rhizobacteria®, Phil. Trans. R. Soc. Lond. B. 318:283 - 93 (1988), Schroth, et
al., "Disease-Suppressive Soil and Root-Colonizing Bacteria®, Science 216:1376 -
81 (1982), Stutz, et al., "Naturally Occurring Fluorescent Pseudomonads Involved
in Suppression of Black Root Rot of Tobacco®, Phytopathology 76:181 - 85 (1986),
and D.M. Weller, "Biological Control of Soilborne Plant Pathogens in the
Rhizosphere With Bacteria®“, Annu. Rev. Phytopathol. 26:379 - 407 (1988)).

Kasvin immunisaation patogeenin indusoimana on havaittu edistdvin kasvua. Pero-
nospora tabacinan injektointi ulkoisesti tupakan ksyleemiin ei ainoastaan vihentinyt
surkastumista vaan myds edisti kasvua ja kehittymistd. Immunisoidut tupakkakasvit
sekd kasvihuone- ettd kenttitutkimuksissa olivat kontrollikasveihin verrattuna noin
40 % pidempid, niiden kuivapaino oli lisdéntynyt 40 %, niiden tuorepaino oli li-
sdantynyt 30 % ja niissé oli 4 - 6 lehted enemmén (Tuzun, S., et al., "The Effect of
Stem Injection with Peronospora tabacina and Metalaxyl Treatment on Growth of
Tobacco and Protection Against Blue Mould in the Field*, Phytopathology, 74:804
(1984). Nami kasvit tulivat kukkaan noin 2- 3 viikkoa aikaisemmin kuin
kontrollikasvit (Tuzun, S., et al., "Movement of a Factor in Tobacco Infected with
Peronospora tabacina Adam which Systemically Protects Against Blue Mould®,
Physiological Plant Pathology, 26:321 - 30 (1985)).

Kisilla oleva keksintd kohdistuu tekniikan tason mukaisten kasvien kasvua lisddvien
menettelytapojen parannukseen.

Keksinnon yhteenveto

Kisilla oleva keksinto liittyy menetelmééin kasvien kasvun lisadmiseksi. Tama me-
netelmé siséltdd sen, ettd kasveja tai kasvien siemenid kisitellddn infektoimatto-
massa muodossa olevalla yliherkkyysvasteen kaynnistdjapolypeptidilla tai
-proteiinilla olosuhteissa, jotka saavat kasvit tai kasvien siemenistd kasvaneet kasvit
lisdamdan kasvuaan.

Vaihtoehtona kasvien tai kasvien siementen kasittelylle yliherkkyysvasteen kdyn-
nistdjapolypeptidilli tai -proteiinilla kasvien tai kasvien siemenisti kasvaneiden kas-
vien kasvunlisdyksen aikaansaamiseksi voidaan kayttdd transgeenisid kasveja tai
transgeenisten kasvien siemenid. Téma sisiltid transgeenisid kasveja kdytettdessi
sen, ettd hankitaan kayttoon transgeeninen kasvi, joka on transformoitu yliherk-
kyysvasteen kdynnistdjépolypeptidié tai -proteiinia koodaavalla DNA-molekyylilla,
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ja sen, ettd kasvia kasvatetaan olosuhteissa, joiden vaikutuksesta timdn DNA-mole-
kyylin on mahdollista lisitd kasvua. Vaihtoehtoisesti voidaan hankkia kéyttoon yli-
herkkyysvasteen kdynnistdjdapolypeptidida tai -proteiinia koodaavalla DNA-
molekyylilld transformoidun transgeenisen kasvin siemen ja kylvdid se maahan.
Tamin jilkeen kasvi kasvatetaan kylvetystd siemenestd olosuhteissa, joiden
vaikutuksesta timan DNA-molekyylin on mahdollista liséta kasvua.

Kisilld oleva keksint6 kohdistuu minka tahansa kasvien kasvun lisddmismuodon tai
edistimismuodon kayttoén. Tama voi tapahtua niinkin varhain kuin kasvin kasvun
alkaessa siemenistd tai myShemmin kasvin elinkaaren aikana. Tamén keksinnon
mukaisesti kasvin kasvu kisittdd esimerkiksi sadon suurenemisen, muodostuneiden
siementen médran lisddntymisen, itineiden siementen prosentuaalisen osuuden
suurenemisen, kasvin koon suurenemisen, biomassan suurenemisen, hedelmien
médrdn ja koon lisddntymisen, hedelmien vérittymisen aikaistumisen ja hedelmien ja
kasvien kypsymisen varhaistumisen. Téméan johdosta kisilla oleva keksint6 tarjoaa
kasvintuottajille merkittavai taloudellista hyotyd. Esimerkiksi aikainen itdminen ja
varhainen kypsyminen mahdollistavat satokasvien kasvatuksen alueilla, joilla lyhyet
kasvukaudet estdisivat muutoin niiden kasvun tilld kasvupaikalla. Siementen itdmis-
prosentin suurentuminen johtaa satokasvien kasvustojen parantumiseen ja tehok-
kaampaan siementen kdyttoon. Sadon suureneminen, koon suureneminen ja bio-
massan muodostumisen lisadntyminen mahdollistavat tietystd maa-alasta saatavien
tulojen suurenemisen. On siten ilmiselvad, ettd kasilla oleva keksinté muodostaa
merkittivéin edistysaskeleen maanviljelyksen tehokkuudessa.

Piirrosten lyhyt kuvaus

Kuvio 1 on kartta plasmidivektorista pCPP2139, joka sisdltdd Erwinia amylovora
-peraisen yliherkkyysvasteen kdynnistdjin geenin.

Kuvio 2 on kartta plasmidivektorista pCPP50, joka ei sisdlld Erwinia amylovora —
perdisen yliherkkyysvasteen kdynnistdjdn geenid mutta joka on muutoin saman-
Jainen kuin kuviossa 1 esitetty plasmidivektori pCPP2139. Titd kysymystd on
kasitelty julkaisussa Masui, et al., Bio/Technology 2:81 - 85 (1984), joka liitetddn
tahan keksint6on sithen oikeuttavien sdannosten nojalla.
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Keksinnon yksityiskohtainen selitys

Kasilla oleva keksinto liittyy menetelmédn kasvien kasvun lisddmiseksi. Témé me-
netelmi sisaltdd sen, ettd kasvia kokonaisuudessaan tai kasvin osaa tai kasvin sie-
mentd kisitelldén infektoimattomassa muodossa olevalla yliherkkyysvasteen kiyn-
nistdjipolypeptidilld tai -protetinilla olosuhteissa, jotka saavat lisdttyd kasvin tai
kasvin siemenestd kasvaneen kasvin kasvua. Vaihtoehtoisesti kasveja voidaan kasi-
tella talla tavalla tuottamaan siemenid, jotka kylvettyna saavat lisattya jalkelaiskas-
vien kasvua.

Vaihtoehtona kasvien tai kasvien siementen kisittelylle yliherkkyysvasteen kidyn-
nistdjépolypeptidillé tai -proteiinilla, milld on tarkoitus lisdtd kasvien tai siemenisti
kasvaneiden kasvien kasvua, voidaan kayttdd transgeenisia kasveja tai transgeenisten
kasvien siemenid. Tdmi sisdltdd transgeenisid kasveja kdytettdessd sen, ettd han-
kitaan kayttoon transgeeninen kasvi, joka on transformoitu yliherkkyysvasteen
kaynnistdjapolypeptidid tai -proteiinia koodaavalla DNA-molekyylilld, ja sen, etti
kasvatetaan kasvia olosuhteissa, joiden vaikutuksesta timdn DNA-molekyylin on
mahdollista lisdtd kasvua. Vaihtoehtoisesti voidaan hankkia kaytt6on yliherkkyys-
vasteen kaynnistdjapolypeptidid tai -proteiinia koodaavalla DNA-molekyylilld
transformoidun transgeenisen kasvin siemen ja kylvdd se maahan. Tdmén jilkeen
kasvi kasvatetaan kylvetystd siemenestd olosuhteissa, joiden vaikutuksesta timéin
DNA-molekyylin on mahdollista lisdti kasvua.

Téassd keksinnossd kiytetty yliherkkyysvasteen kaynnistijapolypeptidi tai -proteiini
vol vastata yliherkkyysvasteen kaynnistijapolypeptideji tai -proteiineja, jotka ovat
peréisin suuresta maarasti erilaisia sieni- ja bakteeripatogeeneja. Ndami polypeptidit
tai proteiinit kykenevit saamaan aikaan paikallisen nekroosin kiaynnistijin kanssa
kosketukseen tulleessa kasvikudoksessa.

Esimerkkeja sopivista kaynnistdjapolypeptiden tai -proteiinien bakteeriperdisistd
lahteistd ovat Erwinia-, Pseudomonas- ja Xanthamonas-lajit (esimerkiksi bakteerit,
Jotka ovat: Erwinia amylovora, Erwinia chrysanthemi, Erwinia stewartii, Erwinia
carotovora, Pseudomonas syringae, Pseudomonas solancearum, Xanthomonas cam-
pestris ja ndiden yhdistelmit).

Esimerkkind sienistd, joista saadaan yliherkkyysvasteen kdynnistijdproteiineja tai
-polypeptidejd, on Phytophthora. Sopivia Phytophthora-lajeja ovat Phytophthora
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pythium, Phytophthora cryptogea, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora capsici,
Phytophthora megasperma ja Phytophthora citrophthora.

Sita timén keksinnén sovellutusmuotoa, jossa kasvia tai kasvin siementi kisitellddn
yliherkkyysvasteen kidynnistdjapolypeptidilld tai -proteiinilla, voidaan kayttdd
useilla eri tavoilla, mukaan lukien: 1) kasittely eristetylld kaynnistdjépolypeptidilla
tai -proteiinilla; 2) kasittely bakteereilla, jotka eivét aiheuta sairautta ja jotka on
transformoitu yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidid tai -proteiinia koodaavilla
geeneilld; ja 3) kisittely bakteereilla, jotka aiheuttavat kasvitaudin joissakin kasvi-
lajeissa (mutta eivit niissé, joita niilla kasitellddn) ja sisdltavit luontaisesti yliherk-
kyysvasteen kdynnistdjapolypeptidia tai -proteiinia koodaavan geenin. Lisaksi timéin
keksinnén mukaisia siemenid voidaan ottaa talteen kasveista, joita on kisitelty yli-
herkkyysvasteen kaynnistdjdproteiinilla tai -polypeptidilla témédn keksinnén
mukaisesti.

Yhdessd timédn keksinnon sovellutusmuodossa voidaan yliherkkyysvasteen kdyn-
nistajapolypeptidejd tai -proteiineja eristdd niitd vastaavista organismeista ja kési-
telld nailla kasveja tai kasvien siemenid. Nami eristystoimenpiteet ovat tunnettuja,
ja kuvaavia esimerkkejd niistd on kuvattu julkaisuissa Arlat, M., F. Van Gijsegem, J.
C. Huet, J. C. Pemollet ja C. A. Boucher, "PopAl, a Protein which Induces a
Hypersensitive-like Response in Specific Petunia Genotypes is Secreted via the Hrp
Pathway of Pseudomonas solanacearum®, EMBO J. 13:543 - 553 (1994); He, S. Y.,
H. C. Huang ja A. Collmer, "Pseudomonas syringae pv. syringae Harpinp,: a
Protein that 1s Secreted via the Hrp Pathway and Elicits the Hypersensitive
Response m Plants®, Cell 73:1255 - 1266 (1993); ja Wei, Z.-M., R. J. Laby, C.H.
Zumoff, D.W. Bauer, S.-Y. He, A. Collmer ja S.V. Beer, "Harpin Elicitor of the
Hypersensitive Response Produced by the Plant Pathogen Erwinia amylovora,
Science 257:85 - 88 (1992), jotka on liitetty tidhin keksintoon siihen oikeuttavien
sdanndsten nojalla. Tétd kysymystd on my6s késitelty haettavana olevissa US-pa-
tenttihakemusjulkaisuissa sarjanumero 08/200 024 ja 08/062 024, jotka on liitetty
tahédn keksintoon siihen oikeuttavien siddnndsten nojalla. Tdmin keksinnén mukaisia
enistettyjd yliherkkyysvasteen kaynnistdjapolypeptidejd tai -proteiineja tuotetaan
edullisesti yhdistelmd-DNA-menetelmilld ja puhdistetaan tuonnempana kuvattavalla
tavalla.

Muissa timén keksinnon sovellutusmuodoissa kasveja tai kasvien siemenid voidaan
kisitelld tdimén keksinnon mukaisella yliherkkyysvasteen kaynnistjépolypeptidilla
ta1 -proteiinilla késittelemalla niitd bakteereilla, jotka sisaltivit yliherkkyysvasteen
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kiaynnistijapolypeptidid tai -proteiinia koodaavia geeneji. Téllaisten bakteerien on
kyettivd erittiméin tai kuljettamaan solun ulkopuolelle polypeptidid tai proteiimia
niin, ettd kidynnistija voi tulla kosketukseen kasvin tai kasvin siemenen solujen
kanssa. Niissd sovellutusmuodoissa bakteerit tuottavat yliherkkyysvasteen kaynnis-
tajapolypeptidia tai -proteiinia in planta tai siementen pinnalla juuri ennen baktee-
rien lisddmistd kasvethin tai kasvien siemeniin.

Yhdessd tamin keksinnon bakteerikasittelysovellutusmuodossa bakteerit ovat tautia
aiheuttamattomia ja ne on transformoitu (esimerkiksi kiyttien yhdistelma-DNA-
menetelmid) yliherkkyysvasteen kdynnistijéapolypeptidia tai ~-proteiinia koodaavilla
geeneilld. Esimerkiksi E. coli, joka ei saa aikaan yliherkkyysvastetta kasveissa, voi-
daan transformoida yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidid tai -proteiinia koo-
daavilla geeneilld, minké jilkeen silld voidaan Kisitelld kasveja. Muita bakteerilajeja
kuin E. coli voidaan myds kayttdd tdssd timan keksinnon sovellutusmuodossa.

Vield yhdessd timin keksinnon bakteerikasittelysovellutusmuodossa bakteerit ovat
tautia atheuttavia ja sisiltavdt luontaisesti yliherkkyysvasteen kaynnistéji-
polypeptidid tai -proteiinia koodaavan geenin. Esimerkkejd niistd bakteereista on
mainittu ylla. Tassd sovellutusmuodossa niilld bakteereilla kisitelldén taas kasveja
tai ndiden siemenid, jotka eivit ole herkkid kyseisten bakteerien aiheuttamalle tau-
dille. Esimerkiksi Erwinia amylovora aiheuttaa taudin omenalla tai paarynilld mutta
el tomaatilla. Namé bakteerit saavat kuitenkin aikaan yliherkkyysvasteen tomaatilla.
Tastda syystd tomaattikasveja tai tomaatin siemenid voidaan Kkisitelli timin
keksinnon mukaisestt Erwinia amylovoralla kasvun lisddmiseksi saamatta aikaan
tautia kyseisessa kasvilajissa.

Erwinia chrysanthemista perdisin olevan yliherkkyysvasteen kéaynnistijipoly-
peptidin tai -proteiinin aminohapposekvenssi vastaa sekvenssiltddn sekvenssii nro 1,
joka on:

Met Gln Ile Thr Ile Lys Ala His Ile Gly Gly Asp Leu Gly Val Ser
1 5 10 15
Gly Leu Gly Ala Gln Gly Leu Lys Gly Leu Asn Ser Ala Ala Ser Ser
20 25 30
Leu Gly Ser Ser Val Asp Lys Leu Ser Ser Thr Ile Asp Lys Leu Thr
35 40 45
Ser Ala Leu Thr Ser Met Met Phe Gly Gly Ala Leu Ala Gln Gly Leu
50 55 60
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Gly Ala Ser Ser Lys
65
Phe Gly Asn Gly Ala
85
Ser Gly Gly Asp Ala
100
Leu Leu Gly His Asp
115
Leu Ala Asn Ser Met
130
Asn Ala Phe Gly Ser
145
Asn Gly Leu Gly Gln
165
Ala Gly Gly Leu Gln
180
Gly Asn Ala Ile Gly
195
Leu Ser Asn Val Ser
210
Asp Lys Glu Asp Arg
225
Gln Tyr Pro Glu Ile
245
Ser Ser Pro Lys Thr
260
Pro Asp Asp Asp Gly
275
Ala Met Gly Met Ile
290
Asn Leu Asn Leu Arg
305
Ala VvVal Val Gly Asp
325

Asn Ala

Gly

70

Gln

Leu

Thr

Leu

Gly

150

Ser

Gly

Met

Thr

Gly

230

Phe

Asp

Met

Lys

Gly

310
Lys

Leu

Gly

Ser

Val

Asn

135

Val

Met

Leu

Gly

His

215

Met

Gly

Asp

Thr

Ser

295

Ala

Ile

Gly

Ala

Lys

Thr

120

Ala

Asn

Ser

Ser

Val

200

Val

Ala

Lys

Lys

Gly

280

Ala

Gly

Ala

Met

Ser

Met

105

Lys

Ser

Asn

Gly

Gly

185

Gly

Asp

Lys

Pro

Ser

265

Ala

Val

Gly

Asn

10

Ser

Asn

90

Phe

Leu

Gln

Ala

Phe

170

Ala

Gln

Gly

Glu

Glu

250

Trp

Ser

Ala

Ala

Met
330

Asn

75

Leu

Asp

Thr

Met

Leu

155

Ser

Gly

Asn

Asn

Ile

235

Tyr

Ala

Met

Gly

Ser

315

Ser

Gln

Leu

Lys

Asn

Thr

140

Ser

Gln

Ala

Ala

Asn

220

Gly

Gln

Lys

Asp

Asp

300

Leu

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

125

Gln

Ser

Pro

Phe

Ala

205

Arg

Gln

Lys

Ala

Lys

285

Thr

Gly

Gly

Tamédn yliherkkyysvasteen kéaynnistdjapolypeptidin tai

moolimassa on 34 kDa, se on lammonkestidva, sen glysiinipitoisuus on yli 16 % eika

Gly

Val

Leu

110

Ser

Gly

Ile

Ser

Asn

190

Leu

His

Phe

Asp

Leu

270

Phe

Gly

Ile

Lys

-proteiinin  suhteellinen

Gln

Pro

95

Asp

Asn

Asn

Leu

Leu

175

Gln

Ser

Phe

Met

Gly

255

Ser

Arg

Asn

Asp

Leu

335

Ser

80

Lys

Asp

Gln

Met

Gly

160

Gly

Leu

Ala

Val

Asp

240

Trp

Lys

Gln

Thr

Ala

320

Ala
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se sisilli olennaisesti lainkaan kysteiinid. Erwinia chrysanthemi -perdistd yli-
herkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidia tai -proteiinia koodaa DNA-molekyyl,

10

15

20

25

30

joka nukleotidisekvenssiltddn vastaa sekvenssid nro 2, joka on:

CGATTTTACC CGGGTGAACG TGCTATGACC GACAGCATCA CGGTATTCGA CACCGTTACG 60
GCGTTTATGG CCGCGATGAA CCGGCATCAG GCGGCGCGCT GGTCGCCGCA ATCCGGCGTC 120
GATCTGGTAT TTCAGTTTGG GGACACCGGG CGTGAACTCA TGATGCAGAT TCAGCCGGGG 180
CAGCAATATC CCGGCATGTT GCGCACGCTG CTCGCTCGTC GTTATCAGCA GGCGGCAGAG 240
TGCGATGGCT GCCATCTGTG CCTGAACGGC AGCGATGTAT TGATCCTCTG GTGGCCGCTG 300
CCGTCGGATC CCGGCAGTTA TCCGCAGGTG ATCGAACGTT TGTTTGAACT GGCGGGAATG 360
ACGTTGCCGT CGCTATCCAT AGCACCGACG GCGCGTCCGC AGACAGGGAA CGGACGCGCC 420
CGATCATTAA GATAAAGGCG GCTTTTTTTA TTGCAAAACG GTAACGGTGA GGAACCGTTT 480
CACCGTCGGC GTCACTCAGT AACAAGTATC CATCATGATG CCTACATCGG GATCGGCGTG 540
GGCATCCGTT GCAGATACTT TTGCGAACAC CTGACATGAA TGAGGAAACG AAATTATGCA 600
AATTACGATC AAAGCGCACA TCGGCGGTGA TTTGGGCGTC TCCGGTCTGG GGCTGGGTGC 660
TCAGGGACTG AAAGGACTGA ATTCCGCGGC TTCATCGCTG GGTTCCAGCG TGGATAAACT 720
GAGCAGCACC ATCGATAAGT TGACCTCCGC GCTGACTTCG ATGATGTITTG GCGGCGCGCT 780
GGCGCAGGGG CTGGGCGCCA GCTCGAAGGG GCTGGGGATG AGCAATCAAC TGGGCCAGTC 840
TTTCGGCAAT GGCGCGCAGG GTGCGAGCAA CCTGCTATCC GTACCGAAAT CCGGCGGCGA 900
TGCGTTGTCA AAAATGTTTG ATAAAGCGCT GGACGATCTG CTGGGTCATG ACACCGTGAC 960
CAAGCTGACT AACCAGAGCA ACCAACTGGC TAATTCAATG CTGAACGCCA GCCAGATGAC 1020
CCAGGGTAAT ATGAATGCGT TCGGCAGCGG TGTGAACAAC GCACTGTCGT CCATTCTCGG 1080
CAACGGTCTC GGCCAGTCGA TGAGTGGCTT CTCTCAGCCT TCTCTGGGGG CAGGCGGCTT 1140
GCAGGGCCTG AGCGGCGCGG GTGCATTCAA CCAGTTGGGT AATGCCATCG GCATGGGCGT 1200
GGGGCAGAAT GCTGCGCTGA GTGCGTTGAG TAACGTCAGC ACCCACGTAG ACGGTAACAA 1260
CCGCCACTTT GTAGATAAAG AAGATCGCGG CATGGCGAAA GAGATCGGCC AGTTTATGGA 1320
TCAGTATCCG GAAATATTCG GTAAACCGGA ATACCAGAARA GATGGCTGGA GTTCGCCGRA 1380
GACGGACGAC AAATCCTGGG CTAAAGCGCT GAGTAAACCG GATGATGACG GTATGACCGG 1440
CGCCAGCATG GACAAATTCC GTCAGGCGAT GGGTATGATC AAAAGCGCGG TGGCGGGTGA 1500
TACCGGCAAT ACCAACCTGA ACCTGCGTGG CGCGGGCGGT GCATCGCTGG GTATCGATGC 1560
GGCTGTCGTC GGCGATAAAA TAGCCAACAT GTCGCTGGGT AAGCTGGCCA ACGCCTGATA 1620
ATCTGTGCTG GCCTGATAAA GCGGAAACGA AAAAAGAGAC GGGGAAGCCT GTCTCTTTTC 1680
TTATTATGCG GTTTATGCGG TTACCTGGAC CGGTTAATCA TCGTCATCGA TCTGGTACAA 1740
ACGCACATTT TCCCGTTCAT TCGCGTCGTT ACGCGCCACA ATCGCGATGG CATCTTCCTC 1800
GTCGCTCAGA TTGCGCGGCT GATGGGGAAC GCCGGGTGGA ATATAGAGAA ACTCGCCGGC 1860
CAGATGGAGA CACGTICTGCG ATAAATCTGT GCCGTAACGT GITTCTATCC GCCCCTTITAG 1920
CAGATAGATT GCGGTTTCGT AATCAACATG GTAATGCGGT TCCGCCTGTG CGCCGGCCGG 1980
GATCACCACA ATATTCATAG AAAGCTGTCT TGCACCTACC GTATCGCGGG AGATACCGAC 2040
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AAAATAGGGC AGTTTTTGCG TGGTATCCGT GGGGTGTTCC GGCCTGACAA TCTTGAGTTG

12

GTTCGTCATC ATCTTTCTCC ATCTGGGCGA CCTGATCGGT T

Erwinia amylovorasta periisin olevan yliherkkyysvasteen kdynnistdjipolypeptidin
tai -proteiinin aminohapposekvenssi vastaa sekvenssiltién sekvenssid nro 3, joka on:

Met Ser Leu Asn

1
Ile

Asn

Gln

Met

65

Gly

Gly

Leu

Leu

Thr

145

Leu

Gln

Gly

Leu

Gly

225
Gly

Gly

Ala

Asn

50

Met

Gly

Leu

Gly

Asp

130

Ser

Leu

Asp

Glu

Met

210

Gly

Gly

Gly

Gly

35

Asp

Met

Gly

Ser

Ser

115

Gln

Gly

Lys

Gly

Gln

195

Gly

Gln

Lys

Ala

20

Leu

Thr

Ser

Leu

Asn

100

Lys

Ala

Thr

Met

Thr

180

Asn

Asn

Gly

Gly

Thr

5

Gly

Gly

Val

Met

Gly

85

Ala

Gly

Leu

Asp

Phe

165

Gln

Ala

Gly

Gly

Leu

245

Ser

Gly

Gly

Asn

Met

70

Asn

Leu

Gly

Gly

Ser

150

Ser

Gly

Tyr

Leu

Asn

230

Gln

Gly

Asn

Asn

Gln

55

Gly

Gly

Asn

Asn

Ile

135

Thr

Glu

Ser

Lys

Ser

215

Ala

Asn

Leu

Asn

Ser

40

Leu

Gly

Leu

Asp

Asn

120

Asn

Ser

Ile

Ser

Lys

200

Gln

Gly

Leu

Gly

Gly

25

Ala

Ala

Gly

Gly

Met

105

Thr

Ser

Asp

Met

Ser

185

Gly

Leu

Thr

Ser

Ala

10

Leu

Leu

Gly

Gly

Gly

90

Leu

Thr

Thr

Ser

Gln

170

Gly

Val

Leu

Gly

Gly
250

Ser

Leu

Gly

Leu

Leu

75

Ser

Gly

Ser

Ser

Ser

155

Ser

Gly

Thr

Gly

Leu

235

Pro

Thr

Gly

Leu

Leu

60

Met

Gly

Gly

Thr

Gln

140

Asp

Leu

Lys

Asp

Asn

220

Asp

Val

Met

Thr

Gly

45

Thr

Gly

Gly

Ser

Thr

125

Asn

Pro

Phe

Gln

Ala

205

Gly

Gly

Asp

Gln

Ser

30

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

110

Asn

Asp

Met

Gly

Pro

190

Leu

Gly

Ser

Tyr

Ile

15

Arg

Gly

Met

Gly

Gly

95

Asn

Ser

Asp

Gln

Asp

175

Thr

Ser

Leu

Ser

Gln
255

Ser

Gln

Asn

Met

Leu

80

Glu

Thr

Pro

Ser

Gln

160

Gly

Glu

Gly

Gly

Leu

240
Gln

2100

2141
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13

Leu Gly Asn Ala Val Gly Thr Gly Ile Gly Met Lys Ala Gly Ile Gln

260 265 270

Ala Leu Asn Asp Ile Gly Thr His Arg His Ser Ser Thr Arg Ser Phe

275 280 285

Val Asn Arg Ala Met Ala Lys Glu Ile Gly Gln Phe Met

290

Lys Gly Asp

295 300

Asp Gln Tyr Pro Glu Val Phe Gly Lys Pro Gln Tyr Gln Lys Gly Pro

305 310 315 320

Gly Gln Glu Val Lys Thr Asp Asp Lys Ser Trp Ala Lys Ala Leu Ser

325 330 335

Lys Pro Asp Asp Asp Gly Met Thr Pro Ala Ser Met Glu Gln Phe Asn

340 345 350

Lys Ala Lys Gly Met Ile Lys Arg Pro Met Ala Gly Asp Thr Gly Asn

355 360 365

Gly Asn Leu Gln Ala Arg Gly Ala Gly Gly Ser Ser Leu Gly Ile Asp

370 375 380

Ala Met Met Ala Gly Asp Ala Ile Asn Asn Met Ala Leu Gly Lys Leu

385 390 395 400

Gly Ala Ala

Tamién yliherkkyysvasteen kaynnistijapolypeptidin tai -proteiinin suhteellinen
moolimassa on noin 39 kDa, sen pl on noin 4,3 ja sen limmonkesto 100 °C:ssa on
vahintaan 10 minuuttia. Téassd yliherkkyysvasteen kaynnistdjapolypeptidissd tai
-proteiinissa ei ole olennaisesti lainkaan kysteiinid. Erwinia amylovorasta perdisin
olevaa yliherkkyysvasteen kadynnistdjapolypeptidid tai -proteiinia on kuvattu tiy-
dellisemmin julkaisussa Wei, Z.-M., R. J. Laby, C. H. Zumoff, D. W. Bauer, S.-Y.
He, A. Collmer ja S. V. Beer, "Harpin, Elicitor of the Hypersensitive Response
Produced by the Plant Pathogen Erwinia amylovora®, Science 257:85 - 88 (1992),
joka on ltetty tihdn keksint6on sithen oikeuttavien sddnndsten nojalla. Tatd poly-
peptidid tai proteiinia koodaavan DNA-molekyylin nukleotidisekvenssi vastaa sek-
venssiltddn sekvenssid nro 4, joka on:

AAGCTTCGGC ATGGCACGTT TGACCGTTGG GTCGGCAGGG TACGTTTGAA TTATTCATAA 60
GAGGAATACG TTATGAGTCT GAATACAAGT GGGCTGGGAG CGTCAACGAT GCAAATTTCT 120
ATCGGCGGTG CGGGCGGAAA TAACGGGTTG CTGGGTACCA GTCGCCAGAA TGCTGGGTTG 180
GGTGGCAATT CTGCACTGGG GCTGGGCGGC GGTAATCAAA ATGATACCGT CAATCAGCTG 240
GCTGGCTTAC TCACCGGCAT GATGATGATG ATGAGCATGA TGGGCGGTGG TGGGCTGATG 300
GGCGGTGGCT TAGGCGGTGG CTTAGGTAAT GGCTTGGGTG GCTCAGGTGG CCTGGGCGAA 360
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GGACTGTCGA ACGCGCTGAA CGATATGTTA

GGCGGCAACA

TCAACGTCCC

CCGATGCAGC

CAAGATGGCA

GCCTATAAAA

CTCCTTGGCA

GGTTCGTCGC

TTAGGTAACG

ATCGGTACGC

GCGAAGGARAA

CAGAAAGGCC

AAGCCAGATG

ATGATCAAAR

GGTGGTTCTT

CTTGGCAAGC

Pseudomonas syringaesta perdisin olevan yliherkkyysvasteen kéaynnistdjépoly-
peptidin tai -proteiinin aminohapposekvenssi vastaa sekvenssiltdén sekvenssid nro 5,

joka on:
Met Gln
Ala

Leu

Ser Lys

35

Arg Asn
50
Lys Ser
65

Ile Ala

Gly Ala

Thr Gln

Ser

Val

Ala

Gly

Met

Ala

Ser

Val

ATACCACTTC
ARARAACGACGA
AGCTGCTGAA
CCCAGGGCAG
AAGGAGTCAC
ACGGGGGACT
TGGGCGGCAA
CCGTGGGTAC
ACAGGCACAG
TCGGTCAGTT
CGGGTCAGGA
ACGACGGAAT
GGCCCATGGC
CGCTGGGTAT

TGGGCGCGGC

Leu Ser

Leu Val
20
Gln

Leu

Gln Leu

Ala Ala

Leu Asp
85
Ala Asp
100

Leu Asn

115

AACAACAAAT
TTCCACCTCC
GATGTTCAGC
TTCCTCTGGG
TGATGCGCTG
GGGAGGTGGT
AGGGCTGCAA
CGGTATCGGT
TTCAACCCGT
CATGGACCAG
GGTGAAAACC
GACACCAGCC
GGGTGATACC
TGATGCCATG

TTAAGCTT

Leu Asn

Pro

Arg

Glu Val

40

Asp Asp
55
Asp Gly
70
Lys Leu

Ser Ala

Gly Leu

Ser

Glu

Val

Ser

Lys

Ile

Ser

Ala

14

GGCGGTTCGC
TCCCCGCTGG
GGCACAGATT
GAGATAATGC
GGCAAGCAGC
TCGGGCCTGA
CAGGGCGGTA
AACCTGAGCG
ATGAAAGCGG
TCTTTCGTCA
TATCCTGAGG
GATGACAAAT
AGTATGGAGC
GGCAACGGCA

ATGGCCGGTG

Ser Ser
10
Ala Glu
25
Val Lys

Ser Pro

Ala Gly

His Glu
90
Gly Thr
105

Lys Ser

120

TGAACACGCT
ACCAGGCGCT
CCACCTCAGA
AAAGCCTGTT
CGACCGAAGG
TGGGTAATGG
ATGCTGGCAC
GGCCGGTGGA
GCATTCAGGC
ATAAAGGCGA
TGTTTGGCAA
CATGGGCAAA
AGTTCAACAA
ACCTGCAGGC

ATGCCATTAA

Leu Gln

Thr Thr

Leu Ala

45

Leu Gly

60
Gly Gly
75
Lys Leu

Gly Gln

Met Leu

Thr

Gly

Glu

Lys

Ile

Gly

Gln

Asp

GGGCTCGAAA
GGGTATTAAC
CTCCAGCGAC
TGGTGATGGG
CGAGCAGAAC
TCTGAGCCAG
GGGTCTTGAC
CTACCAGCAG
GCTGAATGAT
TCGGGCGATG
GCCGCAGTAC
AGCACTGAGC
AGCCAAGGGC
ACGCGGTGCC

CAATATGGCA

Prec Ala
15
Ser Thr
30

Glu Leu

Leu Leu

Glu Asp

Asp Asn

95
Asp Leu
110

Asp Leu

125

Met

Ser

Met

Ala

Val

80

Phe

Met

Leu

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1288
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Thr Lys Gln Asp Gly Gly Thr Ser Phe Ser Glu Asp Asp Met Pro Met
130 135 140
Leu Asn Lys Ile Ala Gln Phe Met Asp Asp Asn Pro Ala Gln Phe Pro
145 150 155 160
Lys Pro Asp Ser Gly Ser Trp Val Asn Glu Leu Lys Glu Asp Asn Phe
165 170 175
Leu Asp Gly Asp Glu Thr Ala Ala Phe Arg Ser Ala Leu Asp Ile Ile
180 185 190
Gly Gln Gln Leu Gly Asn Gln Gln Ser Asp Ala Gly Ser Leu Ala Gly
195 200 205
Thr Gly Gly Gly Leu Gly Thr Pro Ser Ser Phe Ser Asn Asn Ser Ser
210 215 220
Val Met Gly Asp Pro Leu Ile Asp Ala Asn Thr Gly Pro Gly Asp Ser
225 230 235 240
Gly Asn Thr Arg Gly Glu Ala Gly Gln Leu Ile Gly Glu Leu Ile Asp
245 250 255
Arg Gly Leu Gln Ser Val Leu Ala Gly Gly Gly Leu Gly Thr Pro Val
260 265 270
Asn Thr Pro Gln Thr Gly Thr Ser Ala Asn Gly Gly Gln Ser Ala Gln
275 280 285
Asp Leu Asp Gln Leu Leu Gly Gly Leu Leu Leu Lys Gly Leu Glu Ala
290 295 300
Thr Leu Lys Asp Ala Gly Gln Thr Gly Thr Asp Val Gln Ser Ser Ala
305 310 315 320
Ala Gln Ile Ala Thr Leu Leu Val Ser Thr Leu Leu Gln Gly Thr Arg
325 330 335
Asn Gln Ala Ala Ala
340

Téamén yliherkkyysvasteen kaynnistdjapolypeptidin tai -proteiinin suhteellinen
moolimassa on 34 - 35 kDa. Se sisdltdd runsaasti glysiinid (noin 13,5 %) eika siina
estinny kysteiinid eikd tyrosiinia. Lisdtietoja Pseudomonas syringaesta periisin
olevasta yliherkkyysvasteen kaynnistdjastd on saatavilla julkaisussa He, S. Y., H. C.
Huang ja A. Collmer, "Pseudomonas syringae pv. syringae Harpinp,: a Protein that
1s secreted via the Hrp Pathway and Elicits the Hypersensitive Response in Plants®,
Cell 73:1255 - 1266 (1993), joka on liitetty tdhdn keksintoon siihen oikeuttavien
sddnnosten nojalla. Pseudomonas syringaesta perdisin olevaa yliherkkyysvasteen
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kiynnistijad koodaavan DNA-molekyylin nukleotidisekvenssi vastaa sekvenssiltdin

sekvenssid nro 6, joka on:

ATGCAGAGTC
GTACGTCCTG
GTGAAGCTGG
AAACTGTITGG
ATCGCTGCGC
GACAGCGCCT
AAGTCGATGC
GATATGCCGA
AAGCCGGACT
GAAACGGCTG
AGTGACGCTG
AACAACTCGT
GGCRAATACCC
TCGGTATTGG
GCGAATGGCG
GGCCTGGAGG
GCGCAAATCG

GCCTGA

Pseudomonas solanacearumista periisin olevan yliherkkyysvasteen kdynnistijapoly-
peptidin tai -proteiinin aminohapposekvenssi vastaa sekvenssiltddn sekvenssid nro 7,

joka on:

Met Ser Va

Asn Leu As

Val Gln As

35
Ala Ala Le
50
Gl

Asn Thr

65

Asn Asp

Pro

TCAGTCTTAA
AAGCCGAGAC
CCGAGGAACT
CCAAGTCGAT
TGGACAAGCT
CGGGTACCGG
TCGATGATCT
TGCTGAACAA
CGGGCTCCTG
CGTTCCGTTC
GCAGTCTGGC
CCGTGATGGG
GTGGTGAAGC
CCGGTGGTGG
GACAGTCCGC
CAACGCTCAA

CCACCTTGCT

1l Gly Asn

n Leu Asn
20
p Leu Ile

u Val Giln

y Asn Ala

Ser Lys

85

CAGCAGCTCG
GACTGGCAGT
GATGCGCAAT
GGCCGCAGAT
GATCCATGAA
ACAGCAGGAC
TCTGACCAAG
GATCGCGCAG
GGTGAACGAA
GGCACTCGAC
AGGGACGGGT
TGATCCGCTG
GGGGCAACTG
ACTGGGCACA
TCAGGATCTT
GGATGCCGGG

GGTCAGTACG

Ile Gln

Thr Asn

Lys Gln

40

Lys Ala

55
Pro Ala
70

Asn Asp

Ser

Thr

Val

Ala

Lys

Pro

16

CTGCAAACCC
ACGTCGAGCA
GGTCAACTCG
GGCAAGGCGG
AAGCTCGGTG
CTGATGACTC
CAGGATGGCG
TTCATGGATG
CTCAAGGAAG
ATCATTGGCC
GGAGGTCTGG
ATCGACGCCA
ATCGGCGAGC
CCCGTAAACA
GATCAGTTGC
CAAACAGGCA

CTGCTGCAAG

Pro Ser
10
Asn Ser
25
Glu Lys

Gln Ser

Asp Gly

Ser Lys

90

CGGCAATGGC
AGGCGCTTCA
ACGACAGCTC
GCGGCGGTAT
ACAACTTCGG
AGGTGCTCAA
GGACAAGCTT
ACAATCCCGC
ACAACTTCCT
AGCAACTGGG
GCACTCCGAG
ATACCGGTCC
TTATCGACCG
CCCCGCAGAC
TGGGCGGCTT
CCGACGTGCA

GCACCCGCAA

Asn Leu

Gln Gln

Asp Ile

45
Ala Gly
60
Asn Ala
75

Ser Gln

Pro

Ser

Leu

Gly Asn

Asn

Ala

CCTTGTCCTG
GGAAGTTGTC
GCCATTGGGA
TGAGGATGTC
CGCGTCTGCG
TGGCCTGGCC
CTCCGAAGAC
ACAGTTTCCC
TGATGGCGAC
TAATCAGCAG
CAGTTTTTCC
CGGTGACAGC
TGGCCTGCAA
CGGTACGTCG
GCTGCTCAAG
GTCGAGCGCT

TCAGGCTCCA

Gly Leu
15
Gly Gln
30
Asn Ile
Thr

Ala Gly

Pro Gln

95

Gln

Ser

Ile

Gly

Ala

80

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1026
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Ala Asn Lys Thr
100

Gln Ala Leu Met

115
Ala Leu His Met
130
Gly Gly Ala Asn
145

Glu Ala Leu Gln

Gly Ala Gly Ala
180

Ala Asp Gly Gly

195
Asp Gly Gly Asn
210
Ala Gly Asp Val
225

Gln Gly Gly Leu

Ala Leu Val Gln
260

Ala Gln Gly Gly

275
Ala Asn Pro Gly
290
Gly Gln Asn Asn
305

Val Gln Ile Leu

Gln Ser Thr Ser

340

Sitd koodaa DNA-molekyyli, jonka nukleotidisekvenssi vastaa sekvenssiltdan sek-
venssid nro 8, joka on:

ATGTCAGTCG GAAACATCCA GAGCCCGTCG AACCTCCCGG GTCTGCAGAA CCTGAACCTC

AACACCAACA CCAACAGCCA GCAATCGGGC CAGTCCGTGC AAGACCTGAT CAAGCAGGTC

Gly

Gln

Gln

Gly

Glu

165

Gly

Ser

Gly

Asn

Thr

245

Met

Ser

Ala

Leu

Gln

325

Thr

Asn

Leu

Gln

Ala

150

Ile

Gly

Gly

Val

Gly

230

Gly

Met

Lys

Asn

Gln

310

Gln

Gln

Val

Leu

Pro

135

Lys

Glu

Ala

Ala

Asn

215

Ala

Val

Gln

Gly

Gln

295

Ser

Met

Pro

Asp

Glu

120

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

200

Gly

Asn

Leu

Gln

Ala

280

Pro

Gln

Leu

Met

Asp

105

Asp

Gly

Ala

Ile

Gly

185

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

265

Gly

Gly

Ile

Ala

17

Ala

Leu

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Ala

Gln

Ala

Lys

250

Gly

Asn

Ser

Met

Ala
330

Asn

Val

Asp

Gly

155

Ala

Val

Gly

Ala

Asp

235

Leu

Leu

Ala

Ala

Asp

315

Gln

Asn

Lys

Lys

140

Gln

Gln

Gly

Gly

Asn

220

Asp

Met

Gly

Ser

Asp

300

Val

Asn

Gln

Leu

125

Gly

Gly

Leu

Gly

Ala

205

Gly

Gly

Lys

Gly

Pro

285

Asp

Val

Gly

Asp

110

Leu

Asn

Gly

Gly

Ala

190

Asn

Pro

Ser

Ile

Gly

270

Ala

Gln

Lys

Gly

Pro

Lys

Gly

Leu

Gly

175

Gly

Gly

Gln

Glu

Leu

255

Asn

Ser

Ser

Glu

Ser

335

Met

Ala

Val

Ala

160

Gly

Gly

Ala

Asn

Asp

240

Asn

Gln

Gly

Ser

Val

320
Glin

60

120
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GAGAAGGACA TCCTCAACAT CATCGCAGCC CTCGTGCAGA AGGCCGCACA GTCGGCGGGC 180
GGCAACACCG GTAACACCGG CAACGCGCCG GCGAAGGACG GCAATGCCAA CGCGGGCGCC 240
AACGACCCGA GCAAGAACGA CCCGAGCAAG AGCCAGGCTC CGCAGTCGGC CAACAAGACC 300
GGCAACGTCG ACGACGCCAA CAACCAGGAT CCGATGCAAG CGCTGATGCA GCTGCTGGAA 360
GACCTGGTGA AGCTGCTGAA GGCGGCCCTG CACATGCAGC AGCCCGGCGG CAATGACAAG 420
GGCAACGGCG TGGGCGGTGC CAACGGCGCC AAGGGTGCCG GCGGCCAGGG CGGCCTGGCC 480
GAAGCGCTGC AGGAGATCGA GCAGATCCTC GCCCAGCTCG GCGGCGGCGG TGCTGGCGCC 540
GGCGGCGCGG GTGGCGGTGT CGGCGGTGCT GGTGGCGCGG ATGGCGGCTC CGGTGCGGGT 600
GGCGCAGGCG GTGCGARACGG CGCCGACGGC GGCAATGGCG TGAACGGCAA CCAGGCGAAC 660
GGCCCGCAGA ACGCAGGCGA TGTCAACGGT GCCAACGGCG CGGATGACGG CAGCGAAGAC 720
CAGGGCGGCC TCACCGGCGT GCTGCAAAAG CTGATGAAGA TCCTGAACGC GCTGGTGCAG 780
ATGATGCAGC AAGGCGGCCT CGGCGGCGGC AACCAGGCGC AGGGCGGCTC GAAGGGTGCC 840
GGCAACGCCT CGCCGGCTTC CGGCGCGAAC CCGGGCGCGA ACCAGCCCGG TTCGGCGGAT 900
GATCAATCGT CCGGCCAGAA CAATCTGCAA TCCCAGATCA TGGATGTGGT GAAGGAGGTC 960
GTCCAGATCC TGCAGCAGAT GCTGGCGGCG CAGAACGGCG GCAGCCAGCA GTCCACCTCG 1020
ACGCAGCCGA TGTAA 1035

Pseudomonas solanacearumista perdisin olevaa yliherkkyysvasteen kaynnistdjapoly-
peptidiéd tai -proteiinia koskevaa muuta tietoa on esitetty julkaisussa Arlat, M., F.
Van Gijsegem, J. C. Huet, J. C. Pemollet ja C.A. Boucher, "PopAl, a Protein which
Induces a Hypersensitive-like Response in Specific Petunia Genotypes, 1s Secreted
via the Hrp Pathway of Pseudomonas solanacearum“, EMBO J. 13:543 - 533
(1994), joka on liitetty tdhén keksintdon siihen oikettavien sdénndsten nojalla.

Xanthomonas campestris pv. glycines -bakteerista perdisin oleva yliherkkyysvasteen
kaynnistdjapolypeptidi tai -proteiini sisdltdd aminohapposekvenssin, joka vastaa
sekvenssiltiddn sekvenssid nro 9, joka on:

Thr Leu Ile Glu Leu Met Ile Val Val Ala Ile Ile Ala Ile Leu Ala
1 5 10 15
Ala Ile Ala Leu Pro Ala Tyr Gln Asp Tyr

20 25

Tamé sekvenssi on aminoterminaalinen sekvenssi, joka sisiltid vain 26 ryhmii
Xanthomonas campestris pv. glycines -bakteerista perdisin olevasta yliherkkyys-
vasteen kaynnistdjapolypeptidistd tai -proteiinista. Se on yhteensopiva muista
Xanthomonas campestrisin patologisista varianteista miéritettyjen fimbrioiden ala-
yksikkoproteiinien suhteen.
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Xanthomonas campestris pv. pelargonii -bakteerista peraisin oleva yliherkkyys-
vasteen kaynnistijipolypeptidi tai -proteiini on limmonkestdva, proteaasille herkka
ja sen suhteellinen moolimassa on 20 kDa. Se siséltdd aminohapposekvenssin, joka
vastaa sekvenssiltdin sekvenssid nro 10, joka on:

Ser Ser Gln Gln Ser Pro Ser Ala Gly Ser Glu Gln Gln Leu Asp Gln
1 5 10 15
Leu Leu Ala Met

20

Erwinia carotovora —perdisen yliherkkyysvasteen kaynnistdjaproteiinin tai
-polypeptidin eristiminen on kuvattu julkaisussa Cui, et al., "The RsmA Mutants of
Erwinia carotovora subsp. carotovora Strain Ecc71 Overexpress hrp Ng., and Elicit
a Hypersensitive Reaction-like Response in Tobacco Leaves®, MPMI, 9(7):565 - 73
(1996), joka on liitetty tdhdn keksinto6n sithen oikeuttavien sddnnosten nojalla. Yli-
herkkyysvasteen kiynnistdjdproteiini tai -polypeptidi on esitetty julkaisuissa
Ahmad, et al., "Harpin is Not Necessary for the Pathogenicity of Erwinia stewartii
on Maize®“, 8th Intl. Cong. Molec. Plant-Microbe Interact., July 14 - 19, 1996 ja
Ahmad, et al., "Harpin is Not Necessary for the Pathogenicity of Erwinia stewartii
on Maize“, Ann. Mtg. Am. Phytopath. Soc., 27 - 31. 7. 1996, jotka on liitetty tdhan
keksint6on sithen oikeuttavien sdinnésten nojalla.

Phytophthora parasiticasta, Phytophthora cryptogeasta, Phytophthora cinnamonista,
Phytophthora capsicista, Phytophthora megaspermasta ja Phytophora citrophthoras-
ta perdisin olevia yliherkkyysvasteen kdynnistdjiproteiineja tai polypeptidejd on
kuvattu julkaisuissa Kaman, et al., "Extracellular Protein Elicitors from Phyto-
phthora: Most Specificity and Induction of Resistance to Bacterial and Fungal
Phytopathogens®, Molec. Plant-Microbe Interact., 6(1):15 - 25 (1993), Ricci, et al.,
"Structure and Activity of Proteins from Pathogenic Fungi Phytophthora Eliciting
Necrosis and Acquired Resistance in Tobacco®, Eur. J. Biochem., 183:555 - 63
(1989), Ricci, et al., "Differential Production of Parasiticein, and Elicitor of
Necrosis and Resistance in Tobacco, by Isolates of Phytophthora parasite”, Plant
Path. 41:298 - 307 (1992), Baillreul, et al. "A New Elicitor of the Hypersensitive
Response in Tobacco: A Fungal Glycoprotein Elicits Cell Death, Expression of
Defence Genes, Production of Salicylic Acid, and Induction of Systemic Acquired
Resistance®, Plant J., 8(4): 551 - 60 (1995) ja Bonnet, et al., "Acquired Resistance



10

15

20

20

Triggered by Elicitors in Tobacco and other Plants®, Eur. J. Plant Path., 102:181 -
92 (1996), jotka on liitetty tédhin keksintoon sithen oikeuttavien sdannésten nojalla.

Edelld olevat kdynnistdjit ovat kuvaavia esimerkkejd. Muita vasteen kdynnistdja
voidaan tunnistaa kasvattamalla sienid tai bakteereja, jotka kaynnistivat yli-
herkkyysvasteen, jonka alaisuudessa vasteen kaynnistdjaa koodaavat geenit ilmen-
tyvit. Viljelmédsupernatanteista periisin olevista soluttomista preparaateista voidaan
tutkia vasteenkdynnistdjaaktiivisuus (toisin sanoen paikallinen nekroosi) kéyttamalla
niiti siten, ettd ne saatetaan tunkeutumaan sopiviin kasvikudoksiin.

Taméan keksinnén mukaisessa menetelméssa on myos mahdollista kayttaa edella
olevia yliherkkyysvasteen kaynnistdjapolypeptidien tai -proteiinien fragmentteja
sekd muista patogeeneistd perdisin olevien tdysimittaisten kdynnistdjien fragment-
teja.

Sopivia fragmentteja voidaan valmistaa useilla keinoilla. Ensimmaisessi tapaukses-
sa valmistetaan tunnettua vasteen kidynnistdjdproteiinia koodaavan geenin jatko-
klooneja jatkokloonaamalla geenin fragmentteja tavanomaisin molekyyligeneettisin
muokkauskeinoin. Tadmén jilkeen jatkoklooneja ilmennetddn in vitro -olosuhteissa
tai bakteerisoluissa in vivo -olosuhteissa, sellaisen pienehkon proteiinin tai peptidin
aikaansaamiseksi, josta voidaan tutkia vasteenkédynnistdjdaktiivisuus tuonnempana
kuvattavalla menetelmalla.

Yhtend vaihtoehtona voidaan valmistaa vasteenkdynnistdjaproteiinin fragmentteja
pilkkomalla tiysimittaista vasteenkdynnistdjdproteiinia proteolyyttisilla entsyy-
meilld, kuten kymotrypsiinilla tai Staphylococcuksen proteinaasi A:lla tai tryp-
stinilld. kohdista Vasteenkédynnistdjaproteiinin aminohapposekvenssin perusteella ert
proteolyyttiset entsyymit pilkkovat vasteenkdynnistdjaproteiineja todennakoisesti eri
kohdista. Jotkin proteolyysin tuottamista fragmenteista voivat olla aktiivisia
resistenssin kdynnistdjina. |

Vield yhdessd ldhestymistavassa, joka perustuu tietoon proteiinin primaariraken-
teesta, voidaan syntetoida vasteenkdynnistdjaproteiinigeenin fragmentteja kiytti-
milld PCR-menetelméi yhdessé sellaisten erityisten alukeyhdistelmien kanssa, jotka
on valittu edustamaan proteiinin tiettyjd nimenomaisia osia. Néiitid kloonattaisiin
sitten sopivaan vektoriin typistetyn peptidin tai proteiinin méaran lisddmiseksi ja il-
mentédmiseksi.
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Sopivien fragmenttien valmistamiseen voidaan myo6s kayttdd kemiallista synteesii.
Tassd syntetoinnissa kdytetddn valmistettavana olevaa vasteenkdynnistdjaa vastaavia
tunnettuja  aminohapposekvensseja.  Vaihtoehtoisesti  tdysimittaisen vasteen-
kaynnistdjan kasittely korkeissa lampdétiloissa ja paineissa tuottaa fragmentteja.
Nami fragmentit voidaan sitten erottaa tavanomaisin menetelmin (esimerkiksi kro-
matografia, SDS-PAGE).

Esimerkki kayttokelpoisesta fragmentista on Pseudomonas solanacearumista perdi-
sin olevan yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidin tai -proteiinin popAl-frag-
mentti. Tatd kysymystd on kisitelty julkaisussa Arlat, M.. F. Van Gijsegem, J.C.
Huet, J.C. Pemollet, and C.A. Boucher, "PopAl, a Protein Which Induces a Hyper-
sensitive-like Response in Specific Petunia Genotypes is Secreted via the Hrp
Pathway of Pseudomonas solanacearum®, EMBO J. 13:543 - 53 (1994), joka julkai-
su on liitetty tdhdan keksint6on siithen oikeuttavien sddnndsten nojalla. Erwinia
amylovoran kyseesséd ollessa sopiva fragmentti voi olla esimerkiksi jompi kumpi
polypeptideistd, joista toinen sijaitsee ddriasemat mukaan luettuna sekvenssin nro 3
aminohappojen 1 ja 98 vilissé ja toinen sijaitseen ddriasemat mukaan luettuna sek-
venssin nro 3 aminohappojen 137 ja 204, tai ndmi molemmat polypeptidit.

Variantteja voidaan myos (tai vaihtoehtoisesti) modifioida esimerkiksi poistamalla
ta1 lisadmalla aminohappoja, jotka vaikuttavat mahdollisimman vihiisesti polypepti-
din ominaisuuksiin, sekundaariseen rakenteeseen ja hydropaattiseen luonteeseen.
Polypeptidi voidaan esimerkiksi konjugoida proteiinin tdmédn N-terminaalisessa
pédssd sijaitsevaan signaali (eli johto-) sekvenssiin, joka ohjaa kyseisen proteiinin
translaation yhteydessé tai translaation jilkeen tapahtuvaa kuljetusta. Polypeptidi
voidaan myo6s konjugoida kytkijdsekvenssiin tai johonkin muuhun sekvenssiin poly-
peptidin synteesin, puhdistuksen tai tunnistamisen helpottamiseksi.

Téamén keksinnon mukaista proteiinia tai polypeptidid tuotetaan tavanomaisia mene-
telmid kdyttden edullisesti puhdistetussa muodossa (edullisesti vihintidn noin 60-
prosenttisesti edullisemmin 80-prosenttisesti puhtaana). Tamin keksinnon mukaista
proteiinia tai polypeptidid tuotetaan tyypillisesti yhdistelmiisintisolujen kasvatus-
mediumiin mutta titd ei eritetd sithen. Tamdn keksinnén mukainen proteiini tai
polypeptidi eritetidn vaihtoehtoisesti kasvatusmediumiin. Erittyméttémén proteiinin
kyseessi ollessa proteiinin eristimiseksi menetelldédn siten, ettd yhdistelméplasmidia
sisaltavad 1siantdsolua (esimerkiksi E. colia) kasvatetaan, hajotetaan ultradénikisitte-
lylla, 1ammolla tai kemiallisella kasittelylld ja homogenaatti sentrifugoidaan
bakteerijitteiden poistamiseksi. Taman jilkeen supernatantille suoritetaan limpo-
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kisittely ja yliherkkyysvasteen kaynnistijaproteiini erotetaan sentrifugoimalla.
Tamédn keksinnén mukaista polypeptidid tai proteiinia siséltdville super-
natanttifraktiolle suoritetaan proteiinien erottamiseksi geelisuodatus sopivan-
kokoisessa dekstraani- tai polyakryyliamidikolonnissa. Proteiinifraktio voidaan tar-
vittaessa jatkopuhdistaa kdyttdmélla ioninvaihtoa tai HPLC:ta.

Yliherkkyysvasteen kidynnistdjépolypeptidia tai -proteiinia koodaava DNA-mole-
kyyli voidaan liittd4 soluihin kdyttimalla tavanomaista yhdistelma-DNA-tekniikkaa.
Tamé siséltdd tavallisesti sen, ettd DNA-molekyyli liitetddn ilmentdmisjérjestel-
maéin, jonka suhteen DNA-molekyyli on heterologinen (toisin sanoen sité et tavalli-
sesti esiinny tissid). Heterologinen DNA-molekyyli liitetdan ilmentamisjarjestelmaan
ta1 vektoriin oikeassa orientaatiossa ja oikeassa lukukehyksessd. Vektori sisdltda
tarvittavat elementit liitettyjen proteiinia koodaavien sekvenssien transkriptiota ja
translaatiota varten.

Cohen’in ja Boyer’in US-patenttijulkaisussa nro 4 237 224, joka on liitetty tdhan
keksint6on sithen oikeuttavien sddnnosten nojalla, kuvataan yhdistelméplasmidien
muodossa olevien ilmentidmisjdrjestelmien valmistamista kayttdmalld pilkkomista
restriktioentsyymilli ja ligaatiota DNA-ligaasilla. Tamén jilkeen ndméa yhdistelmé-
plasmidit lutetddn transformoimalla yksisoluisten organismien viljelmiin, joihin
kuuluvat prokaryoottiset organismit ja kudosviljelméssi kasvatettavat eukaryootti-
solut, ja replikoidaan néissa.

Yhdistelmageenejd voidaan myds liittdd viruksiin, kuten vaccinavirukseen. Yhdistel-
méviruksia voidaan valmistaa transfektoimalla plasmideja viruksella infektoituihin
soluihin.

Sopivia vektoreita ovat, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta, seuraavat virusvekto-
rit, kuten lambda-vektorijirjestelma gtl1, gt WES.tB, Charon 4, ja plasmidivektorit,
kuten pBR322, pBR325, pACYC177, pACYC1084, pUC8, pUC9, pUC18, pUC19,
pLG339, pR290, pKC37, pKC101, SV 40, pBluescript Il SK +/- tai KS +/- (néita
esitelldén tuoteluettelossa "Stratagene Cloning Systems" Catalog (1993), joka on
saatavilla yhtiosta Stratagene, La Jolla, Calif,, joka on liitetty tihin keksint6on
sithen oikeuttavien sddnndsten nojalla), pQE-, pIH821-, pGEX-, pET-sarjat (titi on
késitelty julkaisussa F.W. Studier, et. al., "Use of T7 RNA Polymerase to Direct
Expression of Cloned Genes®, Gene Expression Technology vol. 185 (1990), joka
on liitetty tihédn keksintoon sithen oikeuttavien sddnndsten nojalla), ja mikd tahansa
nédiden johdannaisista. Yhdistelmémolekyylejd voidaan liittdd soluihin transformoi-



10

15

20

25

30

35

23

malla ja erityisesti transduktoimalla, konjugoimalla, mobilisoimalla tai suorittamalla
elektroporaatio. DNA-sekvenssit kloonataan vektoriin kéyttden tilla alalla tunnettuja
normaaleja kloonausmenetelmid, sellaisena kuin ne on kuvattu julkaisussa Sam-
brook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Springs Laboratory,
Cold Springs Harbor, New York (1989), joka liitetddn tdhdn keksintoon sithen
oikeuttavien sddnndsten nojalla.

Proteiinia koodaavan(ien) sekvenssi(e)n ilmentdmiseen voidaan kéyttia useita erilai-
sia isdntid-vektorijirjestelmii. Tarkeimmaéksi seikaksi on katsottava se, ettd vektori-
jarjestelmin on oltava yhteensopiva kaytetyn isantdsolun kanssa. Isantd-vektorijar-
jestelmid ovat, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta, bakteriofaagin DNA:1la, plas-
midin DNA:lla tai kosmidin DNA:lla transformoidut bakteerit; mikro-organismit,
kuten hiivavektoreita sisdltivd hiiva; viruksella (esimerkiksi vacciniaviruksella,
adenoviruksella ja muilla nditd vastaavilla viruksilla) infektoidut nisdkéssolu-
jarjestelmat; viruksella (esimerkiksi baculoviruksella) infektoidut hyonteissolu-
jarjestelmit; ja bakteereilla infektoidut kasvisolut. Naiden vektorien ilmentdmis-
clementit vaihtelevat voimakkuudeltaan ja  spesifisyyksiltddn. Kéytetyn
isantd-vektorijarjestelmdn mukaan voidaan kdyttdd mitd tahansa monista sopivista
transkriptio- ja translaatioelementeista.

Erilaiset geneettiset signaalit ja muokkaustapahtumat ohjaavat geenien ilmentymisen
useita tasoja (esimerkiksi DNA:n transkriptiota ja ldhetti-RNA:n (mRNA:n) trans-
laatiota).

DNA:n transkriptio on rijppuvainen tarjolla olevasta promoottorista, joka on DNA-
sekvenssi joka ohjaa RNA-polymeraasin sitoutumista ja timin vaikutuksesta edistdi
mRNA:n synteesid. Eukaryoottisten promoottorien DNA-sekvenssit poikkeavat sek-
vensseiltddn vastaavista prokaryoottisista promoottoreista. Lisdksi eukaryoottiset
promoottorit ja nithin liittyvét geneettiset signaalit voivat jddda tunnistamatta tai
voivat jaddd toimimatta prokaryoottisessa jirjestelmdssd, ja, tdman lisdksi, pro-
karyoottiset promoottorit jadvit tunnistamatta ja toimimatta a eukaryoottisoluissa.

Samalla tavoin mRNA:n translaatio prokaryooteissa on riippuvainen kiytettivissi
olevista sopivista prokaryoottisista signaaleista, jotka poikkeavat vastaavista eu-
karyoottien signaaleista. mRNA:n tehokas translaatio prokaryooteissa vaatii
mRNA:ssa s1jaitsevaa ribosomien sitoutumiskohtaa, jota nimitetdan Shine-Dalgamo
("SD*) -sekvenssiksi. Témi sekvenssi on lyhyt mRNA-nukleotidisekvenssi, joka
syjaitsee ennen aloituskodonia, joka tavallisesti on proteiinin aminoterminaalista
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metioniinia koodaava AUG. SD-sekvenssit ovat komplementaarisia 16S rRNA:n
(ribosomaalisen RNA:n) 3'-piédn suhteen ja ne edistdvat todenndkoisestt mRNA:n
sitoutumista ribosomeihin muodostamalla dupleksin TRNA:n kanssa, mink&
tarkoituksena on tehdd mahdolliseksi ribosomin asettuminen paikoilleen oikealla
tavalla. Geenien ilmentymisen maksimointia kisittelevin katsausartikkelin ovat
laatineet Roberts ja Lauer, Methods in Enzymology, 68:473 (1979), joka katsaus on
liitetty tahan keksinto6n sithen oikeuttavien sdéinndsten nojalla.

Promoottorit vaihtelevat “voimakkuudeltaan® (toisin sanoen transkription
edistamiskyvyltddn). Kloonatun geenin ilmentdmistarkoituksia varten on haluttua
kayttaa voimakkaita promoottoreita, jotta transkriptio saadaan tapahtumaan
voimakkaasti ja tdmén seurauksena geeni ilmentymiidn voimakkaasti. Kaytetyn
isantdsolujarjestelmdn mukaan voidaan kiyttdd mitd tahansa monista sopivista
promoottoreista. Esimerkiksi kloonattaessa E. colissa, sen bakteriofaageissa tai
plasmideissa, voidaan kiyttid promoottoreja, kuten T7-faagin promoottoria, lac-
promoottoria, trp-promoottoria, recA-promoottoria, ribosomaalisen RNA:n
promoottoria, lambda-kolifaagin PR- ja PL-promoottoreja ja muita, mukaan luettuna
mutta mainittuthin kuitenkaan rajoittumatta, lacUV5, ompF, bla, lpp ja muut niita
vastaavat promoottorit, ohjaamaan ndiden vieressd olevien DNA-segmenttien
transkriptiota suurilla ilmentymistehokkuuksilla. Lisdksi liitetyn geenin transkription
aikaansaamiseksi voidaan kayttai trp-lacUVS (tac) —hybridipromoottoria tai muita
E. colin promoottoreja, joita on valmistettu yhdistelmid- DNA-menetelmilld tai
muilla DNA:n synteesimenetelmilla.

Kéyttoon voidaan valita bakteeri-isantdsolukantoja ja ilmentymisvektoreita, jotka
estdvit promoottorin vaikutuksen, ellei titd ole erityisesti indusoitu. Tietyissd toi-
menpiteissd on tarpeellista lisdtd spesifisida indusoreja, jotta liitetyn DNA:n transk-
riptio tapahtuisi tehokkaasti. Esimerkiksi lac-operoni indusoidaan lisdamalld laktoo-
sia tai IPTG:té (isopropyylitio-beeta-D-galaktosidia). Useat erilaiset muut operonit,
kuten trp, pro ja muut néiti vastaavat operonit, toimivat muunlaisten kontrolli-
mekanismien ohjaamina.

Geenien tehokas transkriptio ja translaatio vaatii prokaryoottisoluissa myds spesi-
fisia aloitussignaaleja. Namé transkription ja translaation aloitussignaalit voivat
vathdella "voimakkuudeltaan" maaritettynd edellisessid tapauksessa geenispesifisen
lahetti-RNA:n méérdn perusteella ja jalkimmiisessd tapauksessa syntetoidun
protelinimédrdn perusteella. Promoottorin sisdltivi DNA-ilmentimisvektori voi
myds sisdltdd minké tahansa yhdistelmén useita erilaisia "voimakkaita" transkription
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ja/tai translaation aloitussignaaleja. Esimerkiksi tehokas translaatio E. colissa vaatii
SD-sekvenssin, joka sijaitsee noin 7 - 9 emdstd 5'-puolella ennen aloituskodonia
(ATG:td) ja jonka tarkoituksena on tarjota kdyttoon ribosomien sitoutumiskohta.
Voidaan siten kiyttid mitd tahansa SD-ATG-yhdistelmad, jota isdntdsolun ribosomit
voivat kiyttid hyvikseen. Tillaisia yhdistelmid ovat mainittuihin kuitenkaan
rajoittumatta SD-ATG-yhdistelmi, joka on periisin lambda-kolifaagin cro-geenisti
tai N-geenisti, tai E. colin tryptofaani-E, -D, -C, -B tai -A-geeneistd. Lisdksi voi-
daan kayttid mitd tahansa SD-ATG yhdistelmad, joka on valmistettu kiyttimélla
yhdistelmd-DNA-menetelmid tai muita synteettisten nukleotidien liittdmiseen lit-
tyvid menetelmid.

Sitten kun yliherkkyysvasteen kéaynnistdjapolypeptidia tai -proteiinia koodaava
eristetty DNA-molekyyli on kloonattu ilmentimisjarjestelméén, se on valmis liitet-
tiviksi isantdsoluun. Vektori/isintdsolujirjestelmédn mukaan molekyylin liittdmi-
sessd voidaan kayttdd edelld mainittuja useita erilaisia transformaatiomuotoja. So-
pivia isdntdsoluja ovat, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta, bakteerisolut, virus,
hiivasolut, nisdkassolut, hyonteissolut, kasvisolut ja muut néité vastaavat solut.

Tdmin keksinnén mukaista menetelmdd voidaan kidyttdd hyvin monien erilaisten
kasvien tai niiden siemenien kasittelyyn kasvun lisddmiseksi. Sopivia kasveja ovat
kaksisirkkaiset ja yksisirkkaiset kasvit. Tarkemmin sanottuna kayttokelpoisia sato-
kasveja voivat olla riisi, vehnd, ohra, ruis, puuvilla, auringonkukka, maapahkina,
maissi, peruna, bataatti, papu, herne, sikuri, salaatti, endiivi, kaali, kukkakaali, par-
sakaali, turnipsi, retiisi pinaatti, sipuli, valkosipuli, munakoiso, pippuri, selleri,
porkkana, kesakurpitsa, kurpitsa, kesdkurpitsa (zucchini), kurkku, omena, paaryni,
meloni, mansikka, greippi, vadelma, ananas, soija, tupakka, tomaatti, durra ja
sokeriruoko. Esimerkkejd sopivista koristekasveista ovat ruusu, paavalinkukka,
petunia, pelargonia, joulutdhti, krysanteemi, tarhaneilikka ja oppineittenkukka.

Tamén keksinnon mukaista menetelmad, johon sisdltyy kisittely yliherkkyysvasteen
kaynnistdjapolypeptidilla tai -proteiinilla, voidaan kayttaa soveltamalla useita erilai-
sia menettelytapoja kisiteltdaessd koko kasvia tai joitakin sen osia, mukaan luettuna
lehdet, varret, juuret ja muut niitd vastaavat kasvinosat. Tama voi (mutta ei tarvitse)
sisdltdd sen, ettd yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidi tai -proteiini saadaan
tunkeutumaan kasvin sisdén. Sopivia kisittelymenetelmid ovat paikallinen kisittely
(esimerkiksi korkea- tai matalapaineruiskutus), injektointi, polytys ja lehtien naar-
muttaminen ennen niiden kisittelyd vasteen kadynnistdjalla. Kisiteltdessd kasvin
siemenid timin keksinnon tdimén sovellutusmuodon mukaisesti voidaan Kisittely
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yliherkkyysvasteen kdynnistidjaproteiinilla tai -polypeptidilla suorittaa paikallis-
kisittelynd (korkea- tai matalapaineruiskutus), paillystamalld, upottamalla, polyt-
timilld tai injektoimalla. Alan ammattikokemuksen perusteella voidaan nidhdi mah-
dolliseksi kiyttdd muita sopivia menettelytapoja kasittelyn suorittamiseksi, edellyt-
tien, ettd néilld on mahdollista saattaa yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidi tai
-proteiini kosketukseen kasvin tai kasvin siemenen solujen kanssa. Kun siemenié on
kisitelty timin keksinnon mukaisella yliherkkyysvasteen kaynnistijalla, ne voidaan
istuttaa luonnosta periisin olevaan tai keinotekoiseen multaan ja niitd voidaan vil-
jelld tavanomaisia kasvintuotantomenetelmia kéyttien. Kun kasvit on kasvatettu
taimén keksinnon mukaisesti kisitellyistd siemenistd, niitd voidaan kasitelld tuomalla
nithin kerran tai useampaan kertaan yliherkkyysvasteen kiynnistdjédproteiinia tai
-polypeptidid kasvien kasvun lisddmiseksi. Nama kasvatetut kasvit voivat puolestaan
olla kiyttokelpoisia sellaisten siementen tai lisdantymiselinten (esimerkiksi pistok-
kaiden) tuottamiseen, jotka tuottavat kasveja, jotka kykenevit lisadaméaéin kasvuaan.

Kasveja tai kasvien siemenid voidaan kasitella pelkalld tamén keksinnon mukaisella
yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidilld tai -proteiinilla tai kayttdmallda sitd
muihin materiaaleihin yhdistettynd. Kasveja voidaan vaihtoehtoisesti kasitelld erik-
seen yliherkkyysvasteen kdynnistijapolypeptidilld tai -proteiinilla ja kisittely muilla
materiaaleilla suoritetaan erikseen eri aikoina.

Koostumus, joka soveltuu kasvien tai kasvinsiementen kasittelyyn tdmén keksinnon
kayttosovellutusmuodon mukaisesti, sisdltdd yliherkkyysvasteen kaynnistdjapoly-
peptidin tai -proteiinin kantaja-aineeseen yhdistettynd. Sopivia kantaja-aineita ovat
vesi, vesipitoiset liuokset, lietteet, tai kuivat jauheet Tdssd sovellutusmuodossa
koostumus siséltdd yli 0,5 nM yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidia tai -pro-
tetinia.

Tdma koostumus voi sisdltid muita lisdaineita, mukaan lukien lannoitetta, hyonteis-
tentorjunta-ainetta, siententorjunta-ainetta, nematisidié, herbisidii ja ndiden seoksia,
vaikkakaan niitd ei vaadita. Sopivia lannoitteita ovat (NH4),NO;. Esimerkki so-
pivasta hyonteistentorjunta-aineesta on malationi. Kéyttokelpoisia siententorjunta-
aineita on kaptaani.

Muita sopivia lisdaineita ovat puskurointiaineet, kostutusaineet, paillystysaineet ja
hankausaineet. Néitd materiaaleja voidaan kayttdd edistimidn tdméan keksinnén mu-
kaisen menetelméin kiyttod. Kasvinsiemenid voidaan lisdksi kasitelld yliherkkyys-
vasteen kdynnistajapolypeptidilla tai -proteiinilla yhdistettynd muihin tavanomaisiin
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siementen formulaatio- ja Kisittelymateriaaleihin, kuten savimineraaleihin ja poly-
sakkarideihin.

Yhdessi timin keksinnon vaihtoehtoisessa sovellutusmuodossa, joka siséltdd trans-
geenisten kasvien ja transgeenisten siementen kayton, ei kasveja tai siemenia tarvit-
se kisitella paikallisesti yliherkkyysvasteen kdynnistdjépolypeptidilla tai —proteii-
nilla. Tdmain sijaan yliherkkyysvasteen kiaynnistdjapolypeptidié tai —proteiinia koo-
daavalla DNA-molekyylilld transformoituja transgeenisid kasveja tuotetaan tilla
alalla tunnetuilla menettelytavoilla, kuten biolistiikalla tai Agrobacteriumin vili-
tyksella suoritetulla transformaatiolla. Esimerkkejd sopivista yliherkkyysvasteen
kaynnistdjapolypeptideistd tai -proteiineista ja niitd koodaavia DNA-molekyyleja
vastaavista nukleiinithapposekvensseistd on kuvattu edelli. Kun timén tyyppisia
transgeenisia kasveja on tuotettu, voidaan itse kasveja viljelld tavanomaisella me-
netelmélld ja kasvin kasvunlisdys on tulosta yliherkkyysvasteen kdynnistdjaa koo-
daavan geenin ldsndolosta. Vaihtoehtoisesti transgeenisisti kasveista otetaan talteen
transgeenisid siemenid. N&itid siemenid voidaan sitten istuttaa maahan ja viljella
tavanomaisin menetelmin transgeenisten kasvien tuottamiseksi. Transgeenisia
kasveja kasvatetaan istutetuista transgeenisisti siemenistd olosuhteissa, joiden
vaikutus saa aikaan kasvun lisdyksen. Teoriaan pitdytymattd voi timi kasvunlisiys
tapahtua RNA:n vilitykselld tai se voi johtua vasteenkédynnistdjapolypeptidin tai
-proteiinin ilmentymisesta.

Kaytettdessd transgeenisid kasveja ja kasvien siemenid timén keksinnén mukaisesti
niitd voidaan lisdksi késitelld lisdksi samoilla materiaaleilla, joita kiytetddn yli-
herkkyysvasteen kaynnistdjapolypeptidilld tai -proteiinilla kisiteltdvien kasvien ja
siementen kasittelyyn. Transgeenisid kasveja ja kasvinsiemenid voidaan kisitelld
ndilld muilla materiaaleilla, yliherkkyysvasteen kaynnistdjit mukaan luettuna,
kayttamalla edelld mainittuja menetelmid, mukaan lukien korkea- tai matala-
paineruiskutus, injektointi, paillystys, p6lytys ja upotus. Menetellen edellisen suh-
teen samalla tavoin voidaan kasveja kisitelld transgeenisisti kasvinsiemenistid suo-
ritetun kasvatuksen jdlkeen tuomalla niihin kasvin kasvun lisdédmiseksi yhden tai
useamman kerran yliherkkyysvasteen kdynnistdjaa. Tallaisia kasveja voidaan myos
kasitella tavanomaisilla kasvien késittelyaineilla (esimerkiksi hyoénteistentorjunta-
aineilla, lannoitteilla ja muilla vastaavilla aineilla). Tamén keksinnén mukaiset
transgeeniset kasvit ovat kayttokelpoisia tuotettaessa siemenid tai lisddntymiselimi
(esimerkiksi pistokkaita), joista voidaan tuottaa kasveja, jotka kykenevit lisidméin
kasvuaan.



10

15

20

25

28
Esimerkit

Esimerkki 1 - Erwinia amylovora -periiselld yliherkkyysvasteen kiynnistédjilla
suoritetun tomaatinsiementen kisittelyn vaikutus itimisprosenttiin

Marglobe-tomaattilajikkeen siemenid upotettiin 40 ml:aan Erwinia amylovora
-perdisen yliherkkyysvasteen kdynnistdjan linosta (“harpiinia®). Harpiini valmis-
tettiin kasvattamalla pCPP2139-plasmidia (katso kuvio 1) sisaltivad E. coli-kantaa
DHS5, hajottamalla solut ultradgdnikasittelylld, lampokasittelemalld pitdmalla seosta
kiehuvassa vedessid 5 minuuttia, ja sentrifugoimalla seos sen jilkeen solujitteiden
poistamiseksi ja saostamalla proteiinit ja muut limpolabiilit komponentit. Tulok-
seksi saadusta preparaatista (“CFEP*) tehtiin sarjalaimennos. Naméi laimennokset
(1:40, 1:80, 1: 160, 1: 320 ja 1: 640) sisdlsivat 20, 10, 5, 2,5 ja 1,25 pg/ml,
vastaavassa jarjestyksessd ilmoitettuna, harpiinia Western-blottausmééritykselld
madritettynd. Paivdnd 0 siemenid liotettiin kasvatuskammiossa dekantointilaseissa
harpiinissa tai puskurissa 24 tunnin ajan 28 °C:ssa. Liotuksen jédlkeen siemenet
kylvettiin pdivdnd 1 keinomultaa siséltdviin iddtysruukkuihin. Nami toimenpiteet
suoritettiin 100:1le siemenelle kisittelya kohti.

Kisittelyt:

1. Siementen kisittely harpiinissa (1 : 40) (20 pg/ml).

2. Siementen kasittely harpiinissa (1 : 80) (10 pug/ml).

3. Siementen kaésittely harpiinissa (1 : 160) (5 pg/ml).

4. Siementen kasittely harpiinissa (1 : 320) (2,5 pg/ml).
5. Siementen kisittely harpiinissa (1 : 640) (1,25 pg/ml).
6. Siementen kisittely puskurissa (5 mM KPO,, pH 6,83).
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Taulukko 1 - Taimien lukumiéra siementen kasittelyn jélkeen

Kaisittely Itidneiden siementen lukumaira
Paiva 0 Paiva 1 Paiva 5 Paivd 7 Paiva 9
Siementen liotus harpiinissa (20 pg/ml) kylvo 43 57 59
Siementen liotus harpiinissa (10 pg/ml) kylvod 43 52 52
Siementen liotus harpiinissa (5 pg/ml) kylvo 40 47 51
Siementen liotus harpiinissa (2,5 pg/ml) kylvo 43 56 58
Siementen liotus harpiinissa (1,25 pg/ml) | kylvo 38 53 57
Siementen liotus puskurissa kylvo 27 37 40

Kuten taulukossa 1 on esitetty, tomaatinsiementen kisittely Erwinia amylovora
- 5 -perdiselld yliherkkyysvasteen kaynnistdjalla lyhensi itimiseen tarvittavaa aikaa ja
kohotti huomattavasti itamisprosenttia.

Esimerkki 2 - Erwinia amylovora -periiselld yliherkkyysvasteen kiynnistéijilla
suoritetun tomaatinsiementen Kisittelyn vaikutus tomaattikasvin pituuteen

10
Marglobe-tomaattilajikkeen siemenid upotettiin dekantointilaseissa pédivdnd 0
24 tunniksi 28 °C:ssa kasvatuskammiossa Erwinia amylovora -harpiiniin (1 : 15, 1:
30, 1:60 ja 1: 120) tai puskuriin. Liotuksen jdlkeen siemenet kylvettiin 1. piivéina
keinomultaa siséltdviin 1datysruukkuihin.
15
Valittiin sattumanvaraisesti kymmenen yhdenmuotoiselta nayttiavaa kasvia kasittelya
3,5:1 kohti ja ndmé mitattiin. Taimet mitattiin viivaimella mullan pinnasta kasvin kirkeen.
i Kisittelyt:
esees 20 1. Harpiini (1 : 15) (52 pg/ml).
$73% 2. Harpiini (1 : 30) (26 pg/ml).

3. Harpimni (1 : 60) (13 pg/ml).
4. Harpiini (1 : 120) (6,5 pg/ml).
5. Puskuri (5 mM KPO,, pH 6.8).
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Taulukko 5 Yhteenveto--Tomaattikasvien keskipituus késittelyn jalkeen.

Kasittely Tomaattikasvien keskipituus (cm)
Paiva 0 Paivi 1 Paiva 15 Paiva 21 Paiva 27
Siementen liotus harpiinissa (1 : 15) kylvo 57 7,7 10,5
Siementen liotus harpiinissa (1 : 30) kylvo 7.0 8,6 11,6
Siementen liotus harpiinissa (1 : 60) kylvo 5,9 6,9 9,7
Siementen liotus harpiinissa (1 : 120) kylvo 5.4 6,7 9.5
Siementen liotus puskurissa Kylvo 5,3 6,5 10,0

Kuten taulukoissa 2 - 5 on esitetty, tomaatinsiementen késittely Erwinia amylovora
—periiselld yliherkkyysvasteen kaynnistéjialla lisdsi kasvien kasvua. Laimennoksella
1 : 30 oli suurin vaikutus -- taimien pituus lisdéntyi 16 %.

Esimerkki 3 - Erwinia amylovora -periiselléi yliherkkyysvasteen kiynnistijalli
suoritetun tomaattikasvien Kiisittelyn vaikutus tomaattikasvin pituuteen

Kun Marglobe-tomaattikasvit olivat 4 viikon ikdisid, ne ruiskutettiin kasvatuskam-
miossa 28 °C:ssa 6 ml:lla kasvia kohti Erwinia amylovora -harpiiniliuosta, joka si-
silsi 13 pg/ml (1 : 60) tai 8,7 ug/ml (1 : 90) harpiinia, tai puskuria (5 mM KPO,).
Tomaattikasvien pituudet mitattiin 2 viikkoa harpiiniruiskutuksen jalkeen (6 viikon
ikdiset tomaattikasvit) ja 2 viikkoa ynnd 5 péivad ruiskutuksen jalkeen. Kasittelya
kohti valittiin sattumanvaraisesti kymmenen yhdenmuotoiselta ndyttivad kasvia ja
ndmd mitattun. Taimet mitattiin viivaimella mullan pinnasta kasvin kirkeen.

Kasittelyt:

1. Harpiini (1 : 60) (13 pg/ml).

2. Harpiini (1 : 90) (8,7 pg/ml).
3. Puskuri (5 mM KPO,, pH 6,8).

Taulukko 6 Tomaattikasvien keskipituus harpiinikésittelyn jalkeen.

Toimenpide ja kisittely Tomaattikasvien keskipituus (cm)
Péiva 0 Piivi 14 Paiva 28 Paiva 42 Paiva 47
kylvo uudelleenistutus | Harpiini 1 : 60 (13 pg/ml) 35,5 36,0
kylvo uudelleenistutus | Harpiini 1 : 90 (8,7 pg/ml) 35,7 36,5
kylvo uudelleenistutus | Puskuri 325 33,0

Kuten taulukosta 6 kdy ilmi, voi Erwinia amylovora -periiselld yliherkkyysvasteen
kaynnistdjalla suoritettu tomaatintaimien ruiskutus lisdtd tomaattikasvien kasvua.
Samanlainen kasvun lisdys pantiin merkille tutkitun kahden yliherkkyysvasteen
kéaynnistdjan annoksen kyseessa ollessa verrattuna puskurilla késiteltyyn kontrolliin.
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Esimerkki 4 - Erwinia amylovora —periiselld -yliherkkyysvasteen kiynnisti-
jalld suoritetun tomaatinsiementen kisittelyn vaikutus tomaattikasvin pituuteen

Marglobe-tomaatinsiemenid upotettiin dekantointilaseissa péivind 0 24 tunniksi
28 °C:ssa kasvatuskammiossa Erwinia amylovora —perdisen yliherkkyysvasteen
kdynnistdjan liuokseen (“harpiiniin®) (1:40, 1:80, 1: 160, 1: 320 ja 1 : 640) tai
puskuriin. Siemenid liotettiin ensin harpiinissa tai puskurissa, minka jilkeen ne kyl-
vettiin 1. pdivina keinomultaa sisaltaviin iddtysruukkuihin. Kasittelya kohti valittiin
sattumanvaraisesti kymmenen yhdenmuotoiselta ndyttavéda kasvia ja ndmé matattiin.
Taimet mitattiin viivaimella mullan pinnasta kasvin karkeen.

Kisittelyt:

1. Harpiini (1 : 40) (20 pg/ml).

2. Harpiini (1 : 80) (10 pg/ml).

3. Harpiini (1 : 160) (5 pg/ml).

4. Harpiini (1 : 320) (2,5 ug/ml).
5. Harpiini (1 : 640) (1,25 pg/ml).
6. Puskuri (5 mM KPO,, pH 6,8).
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Kuten taulukoissa 7 - 10 on esitetty, tomaatinsiementen kisittely Erwinia amylovora
-periiselld yliherkkyysvasteen kdynnistdjalld voi lisdtd tomaattikasvien kasvua. Suu-
rin vaikutus oli laimennuksella 1:160 (5 pg/ml harpiinia) -- taimien pituus lisdénty1
yli 20 % puskurilla kasiteltyihin kasveihin verrattuna.

Esimerkki 5 - Erwinia amylovora -periiselld yliherkkyysvasteen kiynnistéjilla
suoritetun tomaatinsiementen kiisittelyn vaikutus siementen itivyysprosenttiin

Marglobe-tomaatinsiemenid upotettiin dekantointilaseissa pédivind 0 24 tunniksi
28 °C:ssa kasvatuskammiossa 40 ml:aan Erwinia amylovora -perdisen yliherkkyys-
vasteen kdynnistdjan (“harpiini) linosta (E. coli -kannasta DHS (pCPP2139) pe-
riisin olevan CFEP:n laimennokset, joiden suuruudet olivat 1: 50 tai 1: 100 ja
jotka sisdlsivat mainitussa jarjestyksessd ilmoitettuna 8 pg/ml ja 4 pg/ml yh-
herkkyysvasteen kdynnistdjad) ja puskuria. Liotuksen jilkeen siemenet kylvettiin
pdivand 1 keinomultaa sisdltdviin idédtysruukkuihin. Tdmé kasittely suoritettiin 20
siemenelle ruukkua kohti ja 4 ruukulle kasittelya kohti.

Kaisittelyt:

. Harpiini (8 pg/ml).
. Harpiini (8 pg/ml).
. Harpiini (8 pg/ml).
. Harpiini (8 pg/ml).
. Harpiini (4 pg/ml).
. Harpiini (4 ug/ml).
. Harpiini (4 pg/ml).
. Harpiini (4 pg/ml).

. Puskuri (5 mM KPOQO,, pH 6,8).
10. Puskuri (5 mM KPO,, pH 6,8).
11. Puskuri (5 mM KPO,, pH 6,8).
12. Puskuri (5 mM KPO,, pH 6,8).
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Taulukko 11 Taimien lukuméird siementen harpiinikasittelyn jialkeen

Toimenpide ja kasittely Itineiden siementen lukumiidrd (yhteensd 20 kiytetystd
sicmenesti)
Piivi 0 Piiva 1 Piivi 5 Piivi 42 Paivi 47
Keski- Keski- Keski-
arvo arvo arvo
Harpiini (8 pg/ml) kylvo 11 15 19
Harpiini (8 pg/ml) kylvo 13 17 20
Harpiini (8 pg/ml) [ kylve 10 13 16
Harpiini (8 pg/ml) kylvo 9 10,8 |15 150 |16 17,8
Harpiini (4 pg/ml) kylvo 11 17 17
Harpiini (4 pg/ml) kylvo 15 17 18
Harpiini (4 pg/ml) kylvd 9 12 14
Harpiini (4 pg/ml) | kylvé 9 1,0 |14 150 |16 16,3
Puskuri kylvo 11 11 14
Puskuri kylvd 9 14 15
Puskuri kylvé 10 14 14
Puskuri kylvo 10 100 |12 128 |14 14,3

Kuten taulukossa 11 on esitetty, tomaatinsiementen kéisittely Erwinia amylovora
-perdiselld yliherkkyysvasteen kidynnistdjilla voi lisdtd tomaatinsiementen itdmis-
astetta ja -tasoa. Kaytetty suurempi annos vaikutti kokeen lopussa olevan tehok-
kaampi kuin puskuri.

Esimerkki 6 - Yliherkkyysvasteen kéynnistijid koodaavaa konstruktiota,
pCPP2139, tai plasmidivektoria pCPPS0 sisiltivistd E. colista valmistetuilla
proteiineilla suoritetun tomaatinsiementen Kiisittelyn vaikutus kasvin kasvuun.

Marglobe-tomaatinsiemenia upotettiin Erwinia amylovora -perdista yliherkkyys-
vasteen kdynnistdjdd sisaltivadn preparaattiin (“harpiiniin®) (tima oli periisin E.
coli -kannasta DH5o(pCPP2139) (kuvio 1) tai vektoripreparaattiin (timi oli perdisin
kannasta DH5o(pCPP50) (kuvio 2), joka lisdkst sisélsi kontrollina seokseen lisdttyd
BSA-proteiinia. Kontrollivektoripreparaatti sisdlsi mullilitrassa 33,6 pl BSA:ta
(10 mg/ml), minka tarkoituksena oli tuoda preparaattiin suunnilleen sama méari
proteiinia kuin mitd pCPP2139-preparaatti sisélsi harpiinin johdosta. Pdividni 1
valmistettiin dekantointilaseissa laimennoksia, joiden suuruudet olivat 1: 50 (8,0
pg/ml), 1: 100 (4,0 pg/ml) ja 1: 200 (2,0 pg/ml) ja siemen upotettiin 24 tunniksi
28 °C:ssa kasvuympiriston sdatomahdollisuudella varustetussa kammiossa. Lio-
tuksen jdlkeen siemenet kylvettiin pédivind 2 keinomultaa siséltiaviin idatys-
ruukkuihin. Kisittelyd kohti valittiin sattumanvaraisesti kymmenen yhdenmuotoi-
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selta nayttavda kasvia ja ndméd matattiin kolmena ajankohtana uudelleenistutuksen
jélkeen. Taimet mitattiin viivaimella mullan pinnasta kasvin karkeen.

Kasittelyt:
5 1. Harpuni 1 : 50 (8,0 pug/ml)
2. Harpiini 1 : 100 (4,0 pg/ml)
3. Harpiini 1 : 200 (2,0 pug/ml)
4. Vektori + BSA 1 : 50 (0 harpiinia)
5. Vektori + BSA 1 : 100 (0 harpiinia)
10 6. Vektori + BSA 1 : 200 (0 harpiinia)

.
.....
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Kuten taulukoissa 12 - 15 on esitetty, voi Erwinia amylovora -perdistd yliherkkyys-
vasteen kaynnistdjad koodaavaa geenid sisiltdvilla E. colilla suoritettu kisittely
lisétd tomaattikasvien kasvua. Suurin vaikutus oli laimennoksella 1 : 100 (4,0 pg/ml)
kun taas suuremmilla ja pienemmilld konsentraatioilla oli vahdisempi vaikutus.
Taimien keskipituus tapauksessa, jossa késittely suoritettiin 4,0 pg:1la harpiinia mil-
lilitrassa, lisddntyi noin 20 % suhteessa vektorikontrollipreparaattiin, joka sisélsi
samanlaisen madrén ei-harpiiniprotetinia. E. coli -kannasta DH50(pCPP50), joka
sisaltdd E. coli -kannan DH50(pCPP2139) sisdltdamén hrpN-geenin vektorin, perii-
sin olevan hajotetuista soluista valmistetun preparaatin komponenteilla ei ole samaa
kasvua edistidvdd vaikutusta kuin harpinia sisdltivilld preparaatilla, edes sellaisin
edellytyksin, ettd siti on tdydennetty BSA-proteiinilla samansuuruisen proteiini-
médran aikaansaamiseksi kuin mitd on DH5a(pCPP2139)-preparaatissa, joka sisél-
tdd suuria midrid harpiiniproteiinia.

Esimerkki 7- Yliherkkyysvasteen kéynnistijad koodaavaa konstruktiota,
pCPP2139:i4, tai sen plasmidivektoria pCPPS50 sisiltivastia E. colista valmiste-
tuilla proteiineilla suoritetun tomaatinsiementen kisittelyn vaikutus tomaatti-
kasvin kasvuun

Marglobe-tomaatin siememd upotettiin pdivind 1 28 °C:ssa kasvatuskammiossa
24 tunnin ajaksi dekantointilaseissa Erwinia amylovora —periisti yliherkkyysvasteen
kaynnistdjaa sisaltavadn lmokseen (“harpiini*) (tima oli periisin harpiinia koodaa-
vasta pCPP2139-plasmidivektorista) ja pCPP50-vektoria sisdltivisti liuoksesta
kayttden laimennoksia 1: 25, 1: 50 ja 1: 100. Siemenet kylvettiin piivini 2
liotuksen jilkeen keinomultaa sisdltaviin idatysruukkuihin. Kutakin kisittelyd kohti
valittiin sattumanvaraisestt kymmenen yhdenmuotoiselta ndyttiviad kasvia ja niméi
mitattiin. Taimet mitattiin viivaimella mullan pinnasta kasvin kirkeen.

Kasittelyt:

1. Harpiini 16 pg/mil
2. Harpimi 8 pg/ml
3. Harpiini 4 pg/ml
4. Vektori 16 pg/ml
5. Vektort 8 pg/ml
6. Vektori 4 pg/ml
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Taulukko 18 - Tomaattikasvien keskipituus kasittelyn jalkeen

Toimenpide ja késittely Tomaattikasvien keskipituus (cm)
Paiva 1 Péiva 2 Paiva 11 Paiva 14
Siementen liotus harpiinissa (16 pg/ml) kylvo 4.5 7.4
Siementen liotus harpiinissa (8 pg/ml) Kylvo 5,5 8.2
Siementen liotus harpiinissa (4 pg/ml) Kylvo 5,1 7,9
Siementen liotus vektorissa (16 pg/ml) Kylvo 45 6,7
Siementen liotus vektorissa (8 pg/ml) Kylvo 4,4 6,7
Siementen liotus vektorissa (4 pg/ml) Kylvo 4.3 6,4

Kuten taulukoissa 16 - 18 on esitetty, voi kisittely Erwinia amylovora -peréiselld
yliherkkyysvasteen kdynnistdjilla lisatd tomaattikasvien kasvua. Suurin vaikutus oli
laimennoksella 1: 50 (8 pg/ml yliherkkyysvasteen kdynnistdjdd) ja taimen pituus
lisddntyi noin 20 % kontrolliin verrattuna.

Esimerkki 8 - Soluttoman Erwinia amylovora -periisen yliherkkyysvasteen
kiynnistdjidn vaikutus perunan kasvuun

Kolmen viikon ikdisida Norchip-lajikkeen perunakasveja kasvatettiin mukulanpa-
loista yksittaisissd kasvatusruukuissa. Kunkin kasvin lehdet ruiskutettiin liuoksella,
joka sisélsi Erwinia amylovora -perdistd yliherkkyysvasteen kiynnistdjaa (“har-
piini), tai kontrollilinosta, joka sisélsi E. colin proteiineja ja pCPP50-vektorin
(“vektori") proteiineja, joka oli laimennettu suhteissa 1 : 50, 1: 100 ja 1 : 200. Pai-
vand 20 valittiin sattumanvaraisesti 12 yhdenmukaiselta néyttavai kasvia kuhunkin
seuraavista kisittelyistd. Yhtd kasvia kustakin Kkasittelystd pidettiinl6 °C:ssa
kasvatuskammiossa, kun taas kahta kasvia kustakin kasittelystd pidettiin kasvi-
huoneen kasvupenkissd 18 - 25 °C:ssa. Kaikkien kasvien versot (varret) mitattiin
yksittdin 25 paivan kuluttua kasittelysta.

Kasittelyt:

1. Harpiini 1 : 50 16 pg/ml
2. Harpiini 1 : 100 8 pg/ml
3. Harpiini 1 : 200 4 pg/ml
4. Vektori 1 : 50 0 harpiinia
5. Vektori 1 : 100 0 harpiinia
6. Vektori 1 : 200 0 harpiinia
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Kuten taulukoissa 19 ja 20 on esitetty, perunakasvien kasittely Erwinia amylovora
-perdisella  yliherkkyysvasteen kaynnistdjalla lisdsi verson (varren) kasvua.
Kokonaiskasvu arvioituna sekd varsien lukumaiirin ettd keskipituuden perusteella
oli suurempi harpiinilla kisitellyilla kasveilla sekd kasvihuoneessa ettd kasvatus-
kammiossa kasvatetuilla kasveilla. Perunakasveilla, jotka oli kasitelty suuruudeltaan
keskitasoa olevalla harpiiniannoksella (8 pg/ml) néytti varsien kasvu lisddntyneen
voimakkaammin kuin joko suuremmalla tai pienemmailld annoksella késitellyilla
kasveilla. Kasittely harpiinin keskitasoa olevalla annoksella johti kasvun pa-
rantumiseen molemmissa kasvuolosuhteissa.

Esimerkki 9 - Erwinia amylovora -harpiinia sisdltivalla soluttomalla kiynnisti-
jipreparaatilla suoritetun tomaattien ruiskutuksen vaikutus

Marglobe-tomaattikasveja ruiskutettiin 8 paivdd uudelleenistutuksen jdlkeen har-
piinipreparaatilla (timéa ol perdisin E. coli -kannasta DHSa(pCPP2139)) tai kont-
rollina kaytetylld vektoripreparaatilla (tdimd oli perdisin E. coli -kannasta
DHS5a(pCPP50)), joka sisilsi preparaattiin lisdttyd BSA-proteiinia. Kontrollivektori-
preparaatti sisélsi millilitrassa 33,6 pl BSA:ta (10 mg/ml) suunnilleen samansuurui-
sen protelinimadran aikaansaamiseksi kuin mitd pCPP2139-preparaatti sisilsi har-
piinin johdosta. Valmistettiin laimennokset, joiden suuruudet olivat 1: 50
(8,0 pg/ml), 1: 100 (4,0 ug/ml) ja 1: 200 (2,0 ug/ml) ja niitd ruiskutettiin
sahkokayttoisella ruiskulla kasveihin ylivalumiseen asti. Viisitoista yhdenmukaiselta
ndyttdvdd kasvia kasittelyd kohti valittiin sattumanvaraisesti ja ne otettiin
kasittelyyn. Kasveja pidettiin 28 °C:ssa kasvuympdériston sdddolld varustetussa
kammiossa ennen késittelya ja sen jalkeen.

Kokonaispituudet mitattiin useita kertoja kasittelyn jalkeen mullan pinnasta kasvin
kédrkeen. Tomaattikasvien varsiosat punnittiin valittémaisti sen jialkeen kun varret oli
katkaistu ldheltd mullan pintaa.

Kasittelyt: (laimennokset ja harpiinipitoisuus)
1. Harpiini 1 : 50 (8,0 pug/ml)

2. Harpiini 1 : 100 (4,0 pg/ml)

3. Harpiini 1 : 200 (2,0 pg/ml)

4. Vektori + BSA 1 : 50 (0 harpiinia)

5. Vektort + BSA 1 : 100 (0 harpiinia)

6. Vektort + BSA 1 : 200 (0 harpiinia)
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Yksittdinen tomaatintainten ruiskutus harpiinilla johti tavallisesti suurempaan kas-
vuun myohemmassid vaiheessa kuin ruiskutuskésittely BSA-proteiinilla tdydenne-
tylld kontrollipreparaatilla (vektoripreparaatilla). Kasvun lisdys harpiinilla kéasitel-
lyissd kasveissa havaittiin sekd kasvien kasvun méarityksissd ettd tuorepainomai-
rityksissd. Tutkituista kolmesta konsentraatiosta kaksi pienempédd konsentraatiota
johti kasvien kasvun voimistumiseen (molempien mittasuureiden perusteella tarkas-
teltuna) kuin suurempi annos (8,0 pg/ml). Kahdella pienemmalld konsentraatiolla (2
ja 4 pg/ml) kisiteltyjen kasvien kasvut erosivat vihén toisistaan. E. coli -kannasta
DH5a(pCPP50), joka siséltdd E. coli -kannan DH5a(pCPP2139) siséltamén hrpN-
geenin vektorin, perdisin olevan hajotetun solupreparaatin komponenteilla ei ole
samaa kasvua edistdvad vaikutusta kuin harpiinia siséltdvélla preparaatilla edes
tdydennettyna BSA-proteiinilla samaan proteiinipitoisuuteen kuin
DHS5a(pCPP2139) preparaatti, joka sisdltdd suuria médria harpiiniproteiinia. Tama
koe siten osoittaa, ettd kasvien kasvun lisdys johtuu harpiinista.

Esimerkki 10 - Pienten hedelmien varhainen virittyminen ja aikainen Kkypsy-
minen

Suoritettiin kenttdkoe sen vaikutuksen maédrittaimiseksi, mikd yhherkkyysvasteen
kaynnistdjalla (“harpiini®) suoritetulla kisittelylli on vadelman Canby-kultivarin
satoa ja kypsymisti kuvaavien muuttujien arvoihin. Hyvin viihtyvia kasveja kasitel-
tiin harpiinilla kiiyttden annoksena 2,5 mg/9,29 m® (100 nelidjalkaa) koeruuduissa,
joiden pituus oli 12 m (40 jalkaa) ja leveys 0,9 m (3 jalkaa) (yhden kasvin mittainen
istutusleveys), jatettiin kisittelemattd (“Tarkistus") tai kisiteltiin  teollisuus-
standardin mukaisella Ronilan-kemikaalilla suositelluilla levitysmiirilld (“Roni-
lan®). Kasittelyt tehtiin koealalla neljéné toistona ja tarvittavat toimenpiteet suo-
ritettiin toistojen mukaisesti. Kasittelyt tehtiin alkaen vaiheesta, jolloin kukintaa oli
5 — 10 %, minki jalkeen suoritettiin kaksi kisittelyd 7 — 10 péivin vilein. Kaksi en-
simmdistd korjuuta kdytettiin taudinestoa koskeviin maérityksiin ja hedelmisatoa
koskeva koetulos koottiin yhteen kahdesta viimeisestd korjuusta. Havainnot osoit-
tivat, ettd harpiinilla kasitellyt hedelmait olivat suurempia ja niiden punaisuus oli
voimakkaampaa kuin késittelemattomissd hedelmissd, mikd viittaa sithen, ettd
kypsyminen nopeutui 1 — 2 viikkoa. Kypsien hedelmien méaari viahintadn kymmenen
hedelméd sisiltéavaa terttua kohti méaritettiin tdnd ajankohtana ja tulokset on esitetty
yhteenvetona taulukossa 26. Harpiinilla késitellyissd koeruuduissa oli enemmén
kypsid hedelmia 10 marjaa sisaltdvid terttuja kohden kuin joko tarkistus- tai
Ronilan-kisittelyissd. Kahdesta viimeisestd korjuusta perdisin olevat yhdistetyt
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sadot viittasivat sithen, etti sato oli lisddntynyt harpiinilla ja Ronilan’illa késitel-
lyissd koeruuduissa verrattuna kisitteleméttoméan kontrolliin (taulukko 27).

Taulukko 26 - Kypsien vadelmahedelmien lukuméiard kymmenmarjaisissa tai titd
suuremmissa tertuissa 20. kesdkuuta 1996. '

Kisittely | Kypsid hedelmid 10-marjaisia terttuja kohti | % kontrollista
Tarkistus 2,75 100,0
Ronilan 2,75 100,0
Harpiini 7,25 263.6

Taulukko 27 - Vadelmien keskimiédrdinen hedelmésato painon perusteella ilmoitet-
tuna yhdistettyni tuloksena kahdesta viimeisestd korjuusta

Kasittely Kokonaissato % kontrollista

Tarkistus | 14,7 kg (32,5 1b) 100,0
Ronilan 17 kg (37,5 1b) 1154
Harpiini | 17,9 kg (39,5 1b) 1215

Esimerkki 11 - Kasvun liséiys taitepavulla

Bush Blue Lake -lajikkeen taitepapuja kasiteltiin useilla eri menetelmilld, istutettiin
kaupallista ruukkumultaseosta siséltdviin 25 cm lapimittaisiin muoviruukkuihin ja
vietiin avoimeen kasvihuoneeseen kasvua kuvaavien muuttujien arvojen maérittimi-
seksi. Kisittelyjd olivat pavunsiementen jittiminen kisittelemétta ("Tarkistus"),
siementen kisittely vettd laimentimena kayttden tehdylla 1,5-prosenttisella metyyli-
selluloosalietteellda ("M/C"), siementen kasittely 1,5-prosenttisella metyyliselluloo-
salla ja toisena vaiheena lehtien kisittely yliherkkyysvasteen kaynnistdjalla (“har-
piini“) kdyttden annoksena 0,125 mg/ml (“M/C+H"), ja siementen kasittely ruiskut-
tamalla nithin 1,5-prosenttisen metyyliselluloosan ja harpiinin seosta, joka sai kui-
vua annokseksi 5,0 pg harpiinia 50 siementi kohti, ja toisena vaiheena lehtien ki-
sittely harpiinilla kdyttien annoksena 0,125 mg/ml (“M/C-SD+H"). Siemenet kyl-
vettiin pdivana O istuttaen 3 siementd ruukkua kohti, ja siementen idettyd taimet
harvennettiin yhdeksi kasviksi ruukkua kohti. Kasittelyt toistettiin 10 kertaa ja sa-
tunnaistettiin toistojen mukaan avoimessa kasvihuoneessa. Pavunpalot korjattiin 64
péivan kuluttua ja myyntikelpoista kokoa (palkojen koko >10 cm x 5 c¢cm) olevien
pavunpalkojen tuorepainot rekisterditiin sadon méaraa kuvaavana suureena. Koe-
tulokset analysoitiin varianssianalyysilla kdyttden Fisher'in pienimmén neliésumman
menettelyéd sovellettuna erillisten kasittelyjen keskiarvoihin.
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Taulukko 28 - Eri menetelmilld suoritettujen Erwinia amylovora —harptinikésitte-
lyjen vaikutus kooltaan myyntikelpoisten taitepavun palkojen satoon

Kasittely Myyntikelpoinen sato, gl % kasittelemattomasta (tarkistus)
M/C-SD+H 70,6 a 452
M/C-H 58,5 ab 375
M/C 46,3 be 297
M/C+H 42.3 be 271
M/C-SD 40,0 cd 256
Tarkistus 156¢ 100

1

Myyntikelpoinen sato sisélsi kaikki pavun palot, jotka olivat suuruudeltaan 10 cm x 0,5 cm tai
olivat titd suurempia. Keskiarvot, joiden jalkeen on merkitty sama kirjain, eivit eroa toisistaan mer-

kitsevisti merkitsevyystasolla P = 0,05 Fisher’in pienimmén nelidsumman menettelyd noudattaen.

Kuten taulukossa 28 on esitetty, johti Erwinia amylovora -harpiinikasittely useita
erilaisia kisittelymenetelmid kayttden myyntikelpoista kokoa olevien taitepapujen
palkosadon lisdantymiseen. Kasittely pelkalld metyyliselluloosalla johtaa my6s pa-
pusadon suurenemiseen, mutta sato suureni olennaisesti kun timd oli yhdistetty
siementen (sumutuskuivatut) ja lehtien harpiinikésittelyyn.

Esimerkki 12 - Kurkkujen sadon lisiintyminen seurauksena kurkuille suori-
tetusta lehtien kisittelystd HP-1000™:lla.

Kurkun taimia ja uudelleenistutettuja taimia kasiteltiin sumuttamalla lehdille HP-
1000™:34 (EDEN Bioscience, Bothell, Washington) (Erwinia amylovora —peraisti
yliherkkyysvasteen kidynnistdjda sisiltava formulaatio) kiyttden kasittelyméérina 15,
30 tai 60 pg/ml aktiivista aineosaa (a.a.). Ensimmaiset ruiskutukset annettiin silloin
kun ensimmadiset oikeat lehdet olivat taysin auenneet. Toinen kisittely tehtiin 10
pdivad ensimmadisen ruiskutuksen jilkeen. Kaikki ruiskutukset annettiin kiyttien
reppuruiskua, ja kokeeseen sisiltyi myos ei-kasitelty kontrolli (EKK). Kolme péivii
HP-1000™:1]4 suoritetun toisen késittelyn jilkeen istutettiin 10 kasvia kummastakin
kasittelystd uudelleen satunnaistettuihin  koeruutuihin kolmena toistona. Téstd
saatiin yhteensd kolmekymmentd kasvia kisittelyd kohti. Seitsemdn paivid
uudelleenistutuksen jalkeen tehtiin kolmas lehtien ruiskutuskésittely HP-1000™:114.
Vaikkakin tdtd seurasi voimakas kuivuus, mikéd johti merkittdvdadn vesirasitukseen,
koottiin yhteensd kuusi satoa noudattaen normaalia kaupallista korjuutapaa.
Kustakin késittelystd korjattujen hedelmien yhteispaino on esitetty taulukossa 29.
Tulokset viittaavat sithen, ettd HP-1000™:1ld levitysmaérilla 15 ja 30 pg/ml
kasitellyt kasvit tuottivat merkittavasti enemmén hedelmid kuin mitid oli asianlaita
EKK:n kyseessd ollessa. Kasvit, joita oli Kkisitelty HP-1000™:1la, tuottivat
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kohtalaisen sadonlisiyksen. Niamé tulokset viittasivat siihen, ettd HP-1000™:114
kasitellyt kasvit sietivit merkittivisti enemman kuivuusrasitusolosuhteita kuin

kasittelemattomit kasvit.

Taulukko 29 - Kurkkusadon suureneminen HP-1000m-kisittelyn jilkeen

Kaisittely | Annos' | Sato’, kg (Ibs)/10 kasvia | % yli EKK:n
EKK - 4,4 (9,7)a ---
HP-1000™ | 15 pg/ml 11,5 (25,4) b 161,4
HP-1000™ | 30 pg/ml 14,8 (32,6) c 236,4
HP-1000™ | 60 pg/ml 5,1 (11,2)a 15,9

'Aktiivinen aineosa (a. a.). “Keskiarvot, joiden jilkeen on merkitty eri kirjaimet, eroavat merkitti-

vasti toisistaan Duncan'in MRT:n mukaan, P = 0,05.
Esimerkki 13 - Puuvillan sadon suureneminen Kisittelysti HP-1000™:11a

Puuvillaa istutettiin neljdén toistoon, joiden koko oli 3,7 x 6 m (12 x 20 jalkaa) koe-
ruutuihin satunnaistettujen tiydellisten lohkojen (RCB, randomized complete block)
suunnitelman mukaisessa kenttikokeessa. Kasveja kisiteltiin HP-1000™:1la (EDEN
Bioscience) (Erwinia amylovora —periistd yliherkkyysvasteen kdynnistdjaa siséaltidva
formulaatio), HP-1000™+Pix®-seoksella (Pix® (BASF Corp., Mount Olive, N.J.)
on kasvunséitelyaine, jota kdytetddn puuvillakasvien pituuden kompaktoitiin) tai
Early Harvest® (Griffen Corp., Valdosta, Ga.) (kilpaileva kasvunlisdysaine).
Kokeeseen oli myos otettu mukaan ei-késitelty kontrolli (EKK). Lehtien kisittelyt
kaikissa kisittelyissd tehtiin reppuruiskulla kolmessa sadon kasvuvaiheessa;
ensimmaisten oikeiden lehtien ilmaantuessa, ennen kukintaa ja aikaisessa
kukintavaiheessa. Kaikkia lannoitteita ja rikkakasvihévitteita levitettiin tavanomaisin
maanviljelykaytiantdjen mukaisesti kaikkien kisittelyjen kyseessd ollessa.
Puuvillapallojen lukuméiérd kasvia kohti kymmenen viikkoa ennen korjuuta oli
merkittavasti suurempi HP-1000™:11a kisiteltyjen kasvien kyseessd ollessa muihin
késittelyihin verrattuna. Korjuuajankohdalla osoitettiin  HP-1000™-késittelyssa
saadun merkittavasti suurentunut hahtuvasato (43 %) EKK:iin verrattuna (taulukko
30). Kun HP-1000™ yhdistettiin Pix®:4én, hahtuvasato suureni 20 % yli EKK:n.
Koska Pix®:44 levitetddn yleensd suurille puuvillanviljelyaloille, merkitsee tima
tulos sitd, ettd HP-1000™ voidaan yhdistdd suotuisin tuloksin tankkiin Pix®:n
kanssa. Kilpailevan kasvunlisdysaineen, Early Harvest®:n lisdys lisdsi hahtuvasatoa
9 % EKK:iin verrattuna.
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Taulukko 30- Puuvillan hahtuvasadon  suureneminen  HP-1000™:114,
HP-1000™+Pix®:114 tai Early Harvest®:114 suoritetun késittelyn jdlkeen

Kasittely Annos' Nukkasato kg/ha (Ib./ac.) | % yli EKK:n
EKK - 1056,0 (942.1) -—
Early Harvest® 1,4 g/a (2 oz./ac.) 1207.6 (1077.4%) 14,3
HP1000™+Pix® | 40 pg/mi+5,6 g/a (8 oz./ac.) 1270,0 (1133,1%) 20,4
HP-1000™ 40 pg/ml 1513,1 (1350,0%) 433

(*merkitsevd merkitsevyystasolla P = 0,05) Isd = 122,4
' Annokset HP-1000™:n kyseessi ollessa tarkoittavat aktiivista aineosaa (a.a.); Early Harvest ®:n

ja Pix®:n levitysmaérit tarkoittavat formuloitua tuotetta.

Esimerkki 14 - Kiinanmunakoison sadon suureneminen HP-1000™:11i suorite-
tun kisittelyn vaikutuksesta

Taimistokasvatettuja kiinanmunakoison taimia ruiskutettiin kerran HP-1000™:]la
(EDEN Bioscience) (Erwinia amylovora —perdista yliherkkyysvasteen kdynnistdjaa
sisaltdva formulaatio) kdyttden annoksena 15, 30 tai 60 ug/ml (a.a.), minka jilkeen
ne istutettiin uudelleen koekentille koeruutuihin, jotka oli jarjestetty kolmeksi
toistoksi kunkin késittelyn kyseessd ollessa. Kaksi viikkoa uudelleenistutuksen jal-
keen tehtiin toinen HP-1000™-kisittely. Kolmas ja viimeinen HP-1000™-kisittely
tehtiin noin kaksi viikkoa toisen ruiskutuksen jilkeen. Kaikki ruiskutukset tehtiin
kayttdaen reppuruiskua; kokeeseen oli myos otettu mukaan ei-kisitelty kontrolli
(EKK). Kasvukauden kuluessa sato korjattiin yhteensd kahdeksan kertaa kustakin
kasittelystd. Naistd korjuista saadut tulokset osoittavat, ettd kasittely HP-1000™:1la
johti kasvikohtaisen hedelmisadon suurenemiseen.

Taulukko 31 - Kiinamunakoison sadon suureneminen HP-1000™:1la suoritetun ka-
sittelyn jalkeen

Kasittely | Annos (a.a.) | Sato kg/kasvi (lbs./kasvi) | % yli EKK:n
EKK - 0,658 (1,45) ---
HP-1000™ 15 pg/ml 0,921 (2,03) 40,0
HP-1000™ | 30 pg/ml 0,862 (1,90) 31,0
HP-1000™ | 60 pg/ml 0,885 (1,95) 34,5

Esimerkki 15 - Riisin sadon suureneminen HP-1000™:lla suoritetun kisittelyn
vaikutuksesta

Riisintaimia istutettiin uudelleen koekentille koeruutuihin kolmena toistona, ja niiti
kasiteltiin ruiskuttamalla niiden lehdille reppuruiskulla HP-1000™:44 (EDEN Bio-
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science) (Erwinia amylovora —perdistd yliherkkyysvasteen kdynnistdjdd sisiltiava
formulaatio) kiyttien kolmea eri levitysmaaraia. Kokeeseen oli myds otettu mukaan
ei-kisitelty kontrolli (EKK). Ensimmainen kisittely HP-1000™:114 tehtiin viikko
uudelleenistutuksen jilkeen, toinen kolme viikkoa ensimmaisen jilkeen. Kolmas ja
viimeinen ruiskutus tehtiin juuri ennen kuin riisinjyvia alkoi ilmaantua royhyihin.
Korjuuajankohtana saadut tulokset osoittivat, ettd lehtien kasittelyt HP-1000™:1]a,
joissa kdytettiin sekd 30 ettd 60 ug/ml, lisasivit satoa merkitsevasti 47 ja 56 %, mai-
nituissa jarjestyksessi ilmoitettuna (taulukko 32).

Taulukko 32 - Riisisadon suureneminen HP-1000:Ila suoritetun lehtien kasittelyn
jilkeen

Kasittely | Annos (a.a.) | Sato' kg/ha (Ibs./ac) | % yli EKK:n
EKK -—- 4318 (3853) a -—
HP-1000™ 15 pg/ml 5901 (5265) ab 35,9
HP-1000™ 30 pg/ml 6400 (5710) b 4773
HP-1000™ 60 pg/ml 6773 (6043) b 56,1

'Keskiarvot, joiden jilkeen on merkitty erilaiset kirjaimet, poikkeavat merkitsevisti toisistaan Dun-
can'in MRT:n mukaan, P = 0,05.

Esimerkki 16 - Soijapavun sadon suureneminen HP-1000™:]l4 suoritetun kisit-
telyn seurauksena

Soijapapuja istutettiin koekentille satunnaistettuithin koeruutuihin, joissa kaytettiin
kolme toistoa kunkin kisittelyn kyseessd ollessa. Lehtien ruiskutukseen
HP-1000™:114  (EDEN  Bioscience)  (Erwinia  amylovora  —periisti
yliherkkyysvasteen kdynnistdjaa sisiltivd formulaaatio) kiytettiin reppuruiskua ja
kokeeseen oli myds otettu mukaan ei-kisitelty kontrolli (EKK). Kasveja kasiteltiin
kolmella HP-1000™-kisittelytasolla alkaen vaiheesta, jossa kasveissa oli nelji
oikeata lehted kasvien ollessa noin 20 cm (8 tuuman) pituisia. Kasveja kasiteltiin
toisella HP-1000™-ruiskutuksella kymmenen péivdd ensimmadisen ruiskutuksen
Jélkeen ja kolmannella ruiskutuksella kymmenen péivaa toisen ruiskutuksen jilkeen.
Kasvien pituus mitattuna kymmenen pdivad ensimmaisen ruiskutuskasittelyn jalkeen
osoitti, ettd HP-1000™-kisittely johti kasvun merkittdviin lisdantymiseen (taulukko
33). Lisdks1 kukinta kasveilla, joita oli kisitelty HP-1000™-annoksella 60 pg/ml,
alkoi viis1 péivad aikaisemmin kuin mitd oli asianlaita muissa kisittelyissi. Noin
kymmenen péivdd kolmannen ruiskutuksen antamisesta laskettiin soijapavun
palkojen lukuméird kasvia kohti kymmenestd sattumanvaraisesti valitusta kasvista
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toistoa kohti. Namai tulokset osoittivat, ettd HP-1000™:114 suoritetusta kasittelysti
johtuva kasvun lisdys johti sadon merkittévian suurenemiseen (taulukko 34).

Taulukko 33 - Kasvin pituuden lisddntyminen soijapavuilla HP-1000™:114 suorite-

tun lehtien kisittelyn jilkeen.

Kisittely | Annos (a.a.) | Kasvin pituus' cm (in.) | % yli EKK:n
EKK 31,0(122) a
HP-1000™ | 15 pg/ml 33,5(13,2)b 8.3
HP-1000™ 30 pg/ml 35814, c 16,2
HP-1000™ | 60 pg/ml 36,3(14,3) c 17,3

'Keskiarvot, joiden jilkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevasti toisistaan Duncan'in
MRT:n mukaan, P = 0,05.

Taulukko 34 - Palkojen médridn suureneminen soijapavulla HP-1000™:]14 suoritetun
lehtien kisittelyn jélkeen.

Kisittely | Annos (a.a.) | Palkojen madri/kasvi' | % yli EKK:n
EKK - 41,1 a -
HP-1000™ 15 pg/ml 45.4 ab 10,4
HP-1000™ | 30 pg/ml 474 b 154
HP-1000™ | 60 pg/ml 484 b 17,7

'Keskiarvot, joiden jilkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevisti toisistaan Duncan'in
MRT:n mukaan, P = 0,05.

Esimerkki 17 - Mansikkasadon suureneminen HP-1000™:114 suoritetun kisit-

telyn seurauksena

Kahdella mansikkalajikkeella, Camarosa ja Selva, suoritettiin kaksi kenttikoetta,
joissa kaytettun HP-1000™:a (EDEN Bioscience) (Erwinia amylovora —perdistd yli-
herkkyysvasteen kdaynnistdjad sisaltava formulaatio). Kummankin lajikkeen kyseessa
ollessa koesuunnitelma rakennettiin satunnaistettujen tdydellisten lohkojen (RCB)
perusteella ja se sisélsi koernudut (1,62 x 3 m (5,33 x 10 jalkaa)) neljana toistona
kasittelyd kohti  kaupallisessa  tuotannossa  olevalla mansikkaviljelmélla.
Mansikkakasvit ol istutettu kussakin koeruudussa kaksirivisiin penkkeihin. Kokee-
seen siséltyl myds ei-késitelty kontrolli (EKK). Kaikki kukat ja marjat poimittiin
pois kaikista kasveista ennen kisittelyjen aloittamista.

Kasveja késiteltiin reppuruiskulla HP-1000™-ruiskutuksilla kuudesti viikossa kiyt-
tden annoksena 40 pg/ml. Juuri ennen kutakin ruiskutuskaisittelyd kustakin kisitte-
lysta korjattiin kaikki kypsdt hedelmit, ndméa punnittiin ja luokiteltiin kaupallisten
normien mukaisesti. Kolmen viikon sisdlld Selva-mansikkakasvien ensimméisesti
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HP-1000™-kasittelystd oli kasvun lisdééntyminen havaittavissa silminndhden suu-
rentuneena maanpéiillisend biomassana ja elinvoimaisempana, vihreimpénd ja ter-
veempind ulkonidkond. Kuuden korjuun jilkeen (miké toisin sanoen on ndiden kas-
vien suunniteltu kayttoikd) kaikki satoa koskevat koetulokset koottiin yhteen ja
analysoitiin. Camarosa-lajikkeen kyseessd ollessa oli myyntikelpoisten hedelmien
sato HP-1000™:11a kaisitellyistd kasveista lisddntynyt merkitsevisti (27 %) yl
EKK:n, kun keskiarvo oli laskettu neljéstd poiminnasta (taulukko 35). Merkitsevid
eroja késittelyjen vililld ei ilmaantunut kahdessa ensimmaiisessd poiminnassa timén
lajikkeen kyseessd ollessa. Selva-lajike reagoi voimakkaammin HP-1000™-késitte-
lyn tuottamiin kasvua lisddviin vaikutuksiin; Selva-mansikkakasvit tuottivat tilastol-
lisesti merkitsevisti 64 % enemmén myyntikelpoisia hedelmii verrattuna EKK:iin
kuudesta poiminnasta laskettuna keskiarvona (taulukko 35).

Taulukko 35 - Lehtien HP-1000™-késittelystd johtuva mansikkasadon suurene-
minen

Kisittely Annos (a.a.) | Sato' kg/toisto (Ibs./toisto) | % yli EKK:n
Lajike: Camarosa
EKK --- 1,71 a ---
HP-1000™ 40 pg/ml 0,984 2,17) b 27
Lajike: Selva
EKK -— 0,400 (0,88) a ---
HP-1000™ 40 pg/ml 0,653 (1,44) b 64

'Keskiarvot, joiden jalkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevisti toisistaan Duncan'in
MRT:n mukaan, P = 0,05.

Esimerkki 18 - Varttumisen aikaistuminen ja sadon suureneminen tomaatilla
HP-1000™-kisittelyn seurauksena

Tuoreita myyntiin tarkoitettuja tomaatteja (lajike Solar Set) kasvatettiin koeruuduis-
sa (0,6x 9,1m (2x 30 jalkaa)) viisinkertaisena toistona satunnaistettuihin tay-
dellisiin lohkoihin (RCB) perustuvassa kenttikokeessa kaupallisessa tuotannossa
olevalla tomaattiviljelmalla. Kasittelyihin sisaltyi HP-1000™ (EDEN Bioscience)
(Erwinia amylovora —periistd yliherkkyysvasteen kiynnistijid sisdltiva formulaa-
tio), kokeellinen kilpaileva tuote (Actigard™ (Novartis, Greensboro, N.C.)) ja kas-
vitautien torjuntaan tarkoitettu standardikemikaali (Kocide® (Griffen Corp.,
Valdosta, GA)) + Maneb® (DuPont Agricultural Products, Wilmington, D.E.)). En-
simmdéinen késittely HP-1000™:114 tehtiin 50 ml kastokasittelynd (konsentraatio
30 ug/ml  aa), joka kaadettiin suoraan taimen padlle  vilittomasti
uudelleenistutuksen jdlkeen. Tamén jilkeen lehtid kasiteltiin  ruiskuttamalla
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reppuruiskulla yksitoista kertaa viikossa. Ensimmaéinen korjuu kaikista késittelyista
tehtiin noin kuusi viikkoa uudelleenistutuksen jilkeen ja ainoastaan tdysin punaiset
ja kypsit tomaatit korjattiin kustakin Kkésittelystd. Tulokset osoittivat, ettd
HP-1000™:114 kasitellyissid kasveissa oli merkitsevisti suurempi méérd tomaaticja
valmiina ensimmaisti korjuuta varten (taulukko 36). HP-1000™:1la kasitellyistd
kasveista korjattujen tomaattien arvioitiin olevan 10 — 14 péivdd muita kisittelyja
edella.

Taulukko 36 - Sadon suureneminen tomaatilla ensimmdiselld korjuukerralla
HP-1000™:114 suoritetun lehtien késittelyn jalkeen

Kisittely Annos (a.a.)’ Sato” kg/toisto (Ibs./toisto) | % yli EKK:n
EKK — 0,28 (0,61) a —
HP-1000™ 30 pg/ml 1,30 (2,87) b 375
Actigard® 35 g/ha (14 g/ac.) 0,20 (0,45) a -25,1
Kocide® + | 2,2 kg/ha (2 Ibs./ac.) 0,14 (0,31) a -49,1
Maneb® 1,1 kg/ha (1 Ib./ac)

' Annokset Kocide®:n ja Maneb®:n kyseessi ollessa koskevat formuloitua tuotetta.
*Keskiarvot, joiden jilkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevasti toisistaan Duncan'in
MRT:n mukaan, P = 0,05.

Esimerkki 19 - HP-1000™-kisittelystd johtuva mansikoiden kukinnan aikais-
tuminen ja kasvun lisidys torjunta-aineilla kylldstimittomiin maahan istute-
tuilla kasveilla

Mansikkakasveja (“paakkukasvit"("plugs")) ja “paljasjuurikasvit"), cv. Commander,
istutettiin uudelleen koeruutuihin (0,6 x 9,1 m (2 x 30 jalkaa)) toistettuna 5 kertaa
satunnaistettuithin tdydellisiin lohkoihin perustuvassa kenttikokeessa. Kuhunkin
toistoon istutettiin uudelleen noin kuusikymmenti yksittiistd kasvia. Téssd kentti-
kokeessa suoritetut kisittelyt ovat alla olevan luettelon mukaiset:
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Kasittely Késittelymenetelméa

HP-1000™ (paakku) 50 ml:n erd HP-1000™ (EDEN Bioscience) (Erwinia
amylovora —perdistd yliherkkyysvasteen kaynnistdjad si-
siltavi formulaatio) kasteluliuosta, jonka konsentraatio
on 40 pg/ml (a.a.) kaadettuna suoraan yksittdisten kasvien
paille vilittomasti uudelleenistutuksen jilkeen torjunta-
aineilla kisitteteméttdmaan maahan', ja lehtien Kkasittely
timén jilkeen HP-1000™:1la annoksella 40 pg/ml joka
14. péiva.

HP-1000™ (paljasjuuri) juurten liotus HP-1000™.-liuoksessa, jonka konsentraatio
on 40 pg/ml (a.a.) 1 tunnin ajan, valittdmasti ennen uu-
delleenistutusta  torjunta-aineilla  késitteleméttomain
maahan' ja lehtien kisittely timiin jilkeen joka 14. paivi
HP-1000™:114, jonka konsentraatio on 40 pg/ml.

metyylibromidi/klor-pik- maan  torjunta-ainekésittely = annoksella 336 kg/ha

riini 75/25 (300 Ibs./ac.) injektoimalla ennen uudelleenistutusta, ei
kasvien kasittelyda HP-1000™:1]4.

Telone/klorpikriini 70/30 maan  torjunta-ainekisittely  annoksella 420 l/ha
(45 gal./ac.) injektoimalla ennen uudelleenistutusta, ei
kasvien kasittelyd HP-1000™:114.

Ei-késitelty kontrolli ei  torjunta-ainekésittelyd, ei  kasvien késittelya

(EKK) HP-1000™:114

1Torjunta—aineilla kasittelemattomassd maassa oli kahtena edellisend vuotena viljelty

virnaa.

Uudelleemistutus tehtiin myohaissyksylla, kun viilea sda pyrki hidastamaan kasvien
kasvua. Lehtien ensimmainen kasittely HP-1000™:1la tehtiin reppuruiskulla kaksi
viikkoa uudelleenistutuksen jilkeen kdyttden konsentraationa 40 pg/ml (a.a.). Kolme
viikkkoa uudelleenistutuksen jidlkeen koottiin alustavat tulokset vertaamalla
HP-1000™-késittelyd metyylibromidiin ja EKK:iin laskemalla kukkien lukumééra
kaikissa "paakku"mansikkakasveissa kussakin toistossa. Koska kukinta ei ollut viela
tapahtunut "paljasjuuri"kasveissa, médritettiin kustakin toistoissa olevasta kasvista
taman kasittelyn kyseessé ollessa lehtien aikainen kasvu mittaamalla kolmilehtisen
ryhmin keskimmaisestd lehdesti lehden kérjen etidisyys varresta. Tulokset (taulukot
37 ja 38) osoittivat, ettdi HP-1000™:114 suoritetun késittelyn tuloksena oli "paak-
ku"mansikkakasvin kyseessé ollessa ensimmaéisten kukkien kasvun lisdéntyminen ja
“paljasjuuri“mansikkakasvin kyseessd ollessa ensimméisten lehtien koon suurene-
minen.,
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Taulukko 37 - Uudelleenistutettujen “paakku“mansikoiden kukinnan aikaistuminen
lehtien HP-1000™-késittelyn jdlkeen.

Kasittely Annos (a.a.) Kukkien lukumasré/toisto' | % vli EKK:n
EKK --- 2,0a ~--
HP-1000™ 40 pg/ml 750 275
Metyylibromudi/klorpikriini | 336 kg/ha (300 lbs./ac.) 5,3b 163

5 lKeskiarvot, joiden jalkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevasti toisistaan Duncan'in
MRT:n mukaan, P = 0,05.
Taulukko 38 - Lehtien kasvun lisddntyminen uudelleenistutetuilla "paljasjuuri”-
mansikkakasveilla lehtien HP-1000™-kisittelyn jalkeen.
10
Kisittely | Annos (a.a.) | Lehden pituus' (cm (in.)) | % yli EKK:n
EKK - 3,2(1,26) a —
HP-1000™ | 40 pg/ml 4,60 (1,81) b 44

"Keskiarvot, joiden jalkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevisti toisistaan Duncan'in

MRT:n mukaan, P = 0,05.

Esimerkki 20 - HP-1000™-Kisittelyn aikaansaama uudelleenistutettujen Jala-
15  peiio -pippurikasvien varhaiskasvun lisdintyminen

.t Uudelleenistutettuja Jalapefio-pippurikasveja (cv. Mittlya) kisiteltiin kastelemalla
niiden juuria 1 tunnin ajan HP-1000:1la (EDEN Bioscience) (Erwinia amylovora —
perdistd yliherkkyysvasteen kaynnistdjdd sisdltivd formulaatio) (30 pg/ml a.a.),
20 minkéd jdlkeen ne istutettiin uudelleen koekentille satunnaistettuihin koernutuihin
nelinkertaisena toistona. Kokeeseen oli otettu myds mukaan ei-kisitelty kontrolli
i (EKK). Kisiteltyjen kasvien lehtia kisiteltiin alkaen 14 piivid uudelleenistutuksen
P jilkeen reppuruiskulla kolmella HP-1000™.-ruiskutuksella 14 piivin vilein. Viikko

kolmannen HP-1000™-kisittelyn jilkeen (54 paivdd uudelleenistutuksen jilkeen)
:t": 25 kasvin pituus mitattiin neljistd satunnaisesti valitusta kasvista toistoa kohti. Naisti
mittauksista saadut tulokset osoittivat, ettdi HP-1000™:114 kasitellyt kasvit olivat
noin 26 % pitempid kuin EKK-kasvit (taulukko 39). Lisiksi laskettiin kussakin
kasvissa olevien nuppujen, kukkien ja hedelmien lukuméira. Nama tulokset osoitti-
:.:.’ vat, ettda HP-1000™:1l4 késitellyissd kasveissa oli EKK-kasveihin verrattuna yli

30 61 % enemman kukkia, hedelmii tai nuppuja (taulukko 40).
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Taulukko 39 - Kasvin pituuden lisdantyminen Jalapefio-pippureilla HP-1000™:11a
suoritetun kisittelyn jalkeen.

Kisittely | Annos (a.a.) | Kasvin pituus (cm (in.))' | % yli EKK:n

EKK - al8 (7,0) -

HP-1000™ 30 pg/ml 22 (8,6) b 23,6

'Keskiarvot, joiden jilkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevésti toisistaan Duncan'in
MRT:n mukaan, P = 0,05.

Taulukko 40 - Kukkien, hedelmien tai nuppujen lukumiidrin lisdéntyminen Jala-
pefio-pippureilla HP-1000™:114 suoritetun kasittelyn jilkeen.

Kasittely | Annos (a.a.) | Kukkien, hedelmien tai nuppujen lukumaari/kasvi' | % yli EKK:n
EKK — 20,6 a ---
HP-1000™ | 30 pg/ml 12,8b 61,3

'Keskiarvot, joiden jilkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevasti toisistaan Duncan'in

MRT:n mukaan, P = 0,05.

Esimerkki 21 - Kasvun lisdsintyminen tupakalla HP-1000™-Kiisittelyn seurauk-

sena

Tupakan taimia uudelleenistutettiin koekentille satunnaistettuihin koeruutuihin
kolmena toistona. Kasvien lehtia késiteltiin ruiskuttamalla niille uudelleenistutuksen
jilkeen HP-1000™:34 (EDEN Bioscience) (Erwinia amylovora —peréistd yhi-
herkkyysvasteen kaynnistdjad sisiltdvd formulaatio) kayttden yhtd kolmesta annok-
sesta, jotka olivat: 15, 30 tai 60 pg/ml a.a. Kasvien lehdet kisiteltiin kuudenkymme-
nen pédivan kuluttua toisen kerran HP-1000:11a. Kaksi péivdd toisen kisittelyn jil-
keen kasvin pituus, lehtien lukumééri kasvia kohti ja lehtien koko (pinta-ala) mit-
tattiin kymmenestd sattumanvaraisesti valitusta kasvista kasittelyd kohti. Néistid
mittauksista saadut tulokset osoittivat, ettda HP-1000™-kdsittely lisisi tupakkakasvin
kasvua merkitsevisti (taulukot 41, 42 ja 43). Kasvien pituus lisddntyi 6 - 13
prosentilla, kun taas kasveista, joita oli kisitelty HP-1000™-annoksilla 30 ja 60
pg/ml, saatiin keskiarvoksi juuri yli 1 lehti enemmén kasvia kohti kuin EKK:ssa.
Tarkeintd on kuitenkin panna merkille, ettd késittely HP-1000™:114 suoritettuna an-
noksilla 15, 30 ja 60 pg/ml johti vastaaviin lehtipinta-alan lisdyksiin. Tupakka-
kasveilla, joissa on yksi yliméérdinen lehti kasvia kohti ja joiden lehtien keskimai-
rainen koko (pinta-ala) on lisdantynyt, edustaa kaupallisesti merkittivaa vastetta.
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keen
Kisittely | Annos (a.a.) | Kasvin pituus (cm) | % yli EKK:n
EKK — 72,0 -~
HP-1000™ | 15 pg/ml 76,4 53
HP-1000™ | 30 pg/ml 79,2 9.0
HP-1000™ | 60 pg/ml 81,3 6,9

Taulukko 42 - Kasvia kohti ilmoitettujen tupakan lehtien lukuméaran lisdéntyminen

HP-1000™-Kkisittelyn jdlkeen.

Kasittely | Annos (a.a.) | Lehted/kasvi' | % vli EKK:n
EKK 16.8
HP-1000™ 15 pg/mi 17,4 3,6
HP-1000™ | 30 pg/ml 18,1 77
HP-1000™ 60 pg/ml 17,9 6,5

Taulukko 43 Lehtipinta-alan lisaintyminen tupakalla HP-1000™-kisittelyn jélkeen.

Kisittely | Annos (a.a.) Lehtipinta-ala (cm?) % yli EKK:n
EKK -—- 1246 -—
HP-1000™ 15 pg/ml 1441 16
HP-1000™ | 30 pg/ml 1543 24
HP-1000™ | 60 pg/ml 1649 32

Esimerkki 22 HP-1000™-Kiisittelystd johtuva talvivehnidn kasvun lisdéintyminen

Talvivehnin siementd "polytettiin” kuivalla HP-1000™ (EDEN Bioscience) (Erwi-
nia amylovora —periistd yliherkkyysvasteen kdynnistdjaa sisdltava formulaatio) jau-
heella kayttien levitysmadrand 85 g (3 oz.) formuloitua tuotetta (3 % a.a.) kutakin
45 kg:n (100 lbs) suuruista siemenerdé kohti, minka jilkeen ne istutettiin kdyttien
tavanomaista kylvolaitetta satunnaistettuihin koeruutuihin, jotka olivat kooltaan
3,57 m (11,7 ft) x 30,5 m (100 ft) (pituus). Muita kasittelyjd olivat siementen "po-
lytys" HP-1000™-jauheella (3 % a.a.) kayttden levitysméddrand 28 g (1 oz.) formu-
loitua tuotetta kutakin 45 kg:n (100 Ibs.) suuruista siemenerdd kohti, siementen
liotus ensin neljin tunnin ajan liuoksessa, joka sisdlsi HP-1000™:44 konsentraa-
tiossa 20 ug/ml, a.a., ja timén jilkeen ilmakuivaus ennen istutusta, “p6lytys™ nor-
maalilla kemiallisella fungisidilla (Dividend®), ja ei-kisitelty kontrolli (EKK).
HP-1000™:114 kisitellyistd siemenistd alkoi ilmaantua néikyvid kasvinosia kahdek-
san paivéd istutuksen jdlkeen, kun taas nikyvid kasvinosia alkoi ilmaantua EKK:lla
ja kemiallisella standardilla kasitellyilld siemenilld vasta noin 14 pdivaa istutuksen
jalkeen, mikd on odotettu normaali aika. 41. pdivan kohdalla istutuksen jilkeen
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taimet poistettiin maasta ja ne tutkittiin. Juurimassa vehnilla, jota ol kisitelty
HP-1000™-"pélytyksella" kisittelymadrilla 85 g/45 kg (3 0z./1001b.), tutkittiin
visuaalisesti ja sen arvioitiin olevan noin kaksi kertaa niin suuri kuin mikd tahansa

muista kasittelyista.

Kenttikokeen jilkeen suunniteltiin kasvihuonekoe ndiden tulosten varmistamiseksi.
Kisittelyt sisélsivit sellaisen vehnén siementen kisittelyn, joissa polytys suoritettiin
kuivalla HP-1000™:11a (10 % a.a.) kdyttamalla kayttomaarind 85 g (3 oz) kutakin
45 kg:n (100 Ibs.) suuruista siemenerdd kohti, siementen liotuksen neljdn tunnin
ajan ennen istutusta kiayttamalla HP-1000™:n konsentraationa liuoksessa 20 mg/ml
ja ei-kisitellyn kontrollin (EKK). Kustakin kisittelystd perdisin olevat vehnin sie-
menet istutettiin kiyttden siementen méidrdna 25 siementd ruukkua kohti, ja kunkin
kisittelyn toistona kdytettiin viittd ruukkua. Viisitoista paivdd istutuksen jilkeen
poistettiin kymmenen sattumanvaraisesti valittua tainta kustakin kasittelystd ruukkua
kohti, ndmé puhdistettiin huolellisesti ja niistdi mitattiin juurten pituus. Koska
yksittédisten taimien maanpééllisissé osissa ei esiintynyt mitddn kasittelyn vaikutusta,
ei HP-1000™-kasittelystd johtuva siementen juurten kasvu vaikuttanut ndytteiden
valintaan. Kummastakin HP-1000™-késittelystd johtuva juurien kasvun li-
sddntyminen oli merkitsevisti suurempi kuin EKK:ssa (taulukko 49); siementen
pédllystyskasittely vaikutti tuottavan kuitenkin hieman paremmat tulokset.

Taulukko 44 - Vehnidntaimien juurten kasvun lisddntyminen HP-1000m™-kasittelyn
jilkeen.

Kisittely Annos Juuren pituus (cm)' | % yli EKK:n
EKK 356a
HP-1000™ (pslytys) | 85 g (3 0z.)/45,4 kg (100 Ibs.) 41,0b 17,4
HP-1000™(liotus) 20 pg/ml 40,8 b 14,6

lKeskiarvot, Jjoiden jilkeen on merkitty er kirjaimet, poikkeavat merkitsevisti toisistaan Duncan'in

MRT:n mukaan, P = 0,05,

Esimerkki 23 - HP-1000™-kiisittelystii johtuva kurkkujen kasvun lisdintyminen

Kaupallisesti tuotettuja kurkkuja koskeva kenttikoe koostui neljistd kisittelystd,
HP-1000™ (EDEN Bioscience) (Erwinia amylovora —peréistd yliherkkyysvasteen
kdynnistdjdd sisdltivd formulaatio) kasittelystdi kahdella annoksella (20 tai
40 pg/ml), kasittelystd kasvitautien torjuntaan tarkoitetulla standardikemikaalilla
(Bravo® (Zeneca Ag Products, Wilmington, Del.) + Maneb®) ja ei-kisitellysti
kontrollista (EKK). Kukin kisittely suoritettiin neljana toistona 0,9 x 229 m (3 x
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75 ft.) koeruuduissa kiyttden kasvien etdisyytend toisistaan noin 60 cm (2 ft.)
kunkin Kkisittelyn Kkyseessd ollessa. Lehtid kasiteltiin - ruiskuttamalla niille
HP-1000™:44 alkaen ensimmadisten oikeiden lehtien ilmaantumisesta ja kasittely
toistettiin 14 paivan vilein viimeiseen korjuuseen asti yhteensd kuuden kisittelyn
verran. Kasvit kisiteltiin standardifungisidiseoksella joka 7. péivd tai olosuhteiden
vaatiessa aikaisemminkin. Kaupallinen korjuu alkoi noin kaksi kuukautta
ensimméisen HP-1000™- kasittelyn jilkeen (sen jalkeen kun kasveja oli kisitelty
viidelld HP-1000™-ruiskutuksella), ja viimeinen sato korjattiin noin 14 paivaa
ensimmaisen korjuun jilkeen.

Tulokset ensimmaisestd korjuusta osoittivat, ettd HP-1000™-késittely lisdsi kurkku-
jen keskisatoa lisaamalld korjattujen kurkkujen kokonaislukumaiaria eika yksittdisten
kurkkujen keskipainoa (taulukot 45 - 47). Sama suuntaus pantiin merkille viimeisel-
1a korjuukerralla (taulukot 48 - 49). Oli kaupallisesti tdrkedtd, ettd HP-1000™.-
kasittelystd johtuvaa sadon lisdystd e1 saavutettu kurkkujen keskimadrdisen koon
suurenemisen johdosta.

Taulukko 45 - Kurkkusadon lisdéntyminen HP-1000™-kisittelyn jilkeen, ensim-
mainen korjuu.

Kasittely Annos (a.a.) Sato/kisittely' (kg) | % yli EKK:n
EKK - 10,0 a -
Bravo+Maneb | etiketin mukainen 10,8 a 8.4
HP-1000™ 20 pg/ml 12,3 ab 228
HP-1000™ 40 pg/ml 138 b 38.0

"Keskiarvot, Joiden jalkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevésti toisistaan Duncan'in

MRT:n mukaan, P = 0,05

Taulukko 46 - Hedelmien lukumaéérin lisadntyminen kurkuilla HP-1000™-késittelyn

jélkeen, ensimmadinen korjuu.

Kisittely Annos (a.a.) Hedelmien lkm/kasittely' | % yli EKK:n
EKK - 245a -
BravotManeb | etiketin mukainen 27,6 ab 12,8
HP-1000™ 20 pg/ml 31,2b 27,0
HP-1000™ 40 pg/ml 3430 39.8

'Keskiarvot, joiden jilkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevisti toisistaan Duncan'in

MRT:n mukaan, P = 0,05.
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Taulukko 47 - Kurkkujen keskipaino HP-1000™-kisittelyn jilkeen, ensimmdiinen

korjuu.
Kisittely Annos (a.a.) Paino/hedelmi(g) | muutos-% vs. EKK
EKK -—- 406 ---
Bravo+Maneb | Etiketin mukainen 390 -4
HP-1000™ 20 pg/ml 395 3
HP-1000™ 40 pg/ml 403 -1

Taulukko 48 - Kurkkusadon lisddntyminen HP-1000™-késittelyn jalkeen, kolmas
korjuu.

Kasittely Annos (a.a.) Sato/kisittely' (kg.) | % yli EKK:n
EKK 1752
Bravo+Maneb | Etiketin mukainen 140b -20,1
HP-1000™ 20 pg/ml 20,1a 15,3
HP-1000™ 40 pg/ml 20,2 a 15,6

'Keskiarvot, joiden jalkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevasti toisistaan Duncan'in
MRT:n mukaan, P = 0,05.

Taulukko 49 - Hedelmien lukumaérén lisadantyminen kurkuilla HP-1000™-kisittelyn
jilkeen, kolmas korjuu.

Kisittely Annos (a.a.) Hedelmien lkm/Kasittely . | muutos-% vs. EKK
EKK --- 68,8 ab -
Bravot+Maneb | etiketin mukainen 60,0 a -12.7
HP-1000™ 20 pg/ml 823D 19,6
HP-1000™ 40 pg/ml 853D 24,0

'Keskiarvot, joiden jalkeen on merkitty eri kirjaimet, poikkeavat merkitsevisti toisistaan Duncan'in
MRT:n mukaan, P = 0,05.

Taulukko 50 - Kurkkujen keskipaino HP-1000™-késittelyn jalkeen, kolmas korjuu.

Kasittely Annos (a.a.) Paino/hedelméi(g) | Muutos-% vs. EKK
EKK --- 255 -
Bravo+Maneb | Etiketin mukainen 232 -9
HP-1000™ 20 pg/ml 247 -3
HP-1000™ 40 pg/ml 237 -7

Esimerkki 24 - Pseudomonas syringae pv syringaesta periisin oleva harpiinip
indusoi kasvun lisiiyksen tomaatilla

Sen tutkimiseksi, stimuloiko harpiini, (toisin sanoen Pseudomonas syringae pv
syringaesta perdisin oleva yliherkkyysvasteen kdynnistija) (He, S.Y., et al,
"Pseudomonas syringae pv syringae Harpin,;. A Protein that is Secreted via the Hrp
Pathway and Elicits the Hypersensitive Response in Plants“, Cell 73:1255 - 66



10

15

20

-'.' . 30

vess 35

65

(1993), joka on liitetty tdhdn keksintoon siithen oikeuttavien sdénndsten nojalla)
myds kasvien kasvua, kylvettiin tomaatinsiemenid (Marglobe-lajike) keinotekoista
multaa sisiltiaviin 20 cm (8 in.) ruukkuihin. 10 pdivad kylvon jalkeen taimet istutet-
tiin uudelleen kukin omaan ruukkuunsa. Kokeen ajan lannoite, vesikastelu, 1ampo-
tila ja mullan kosteus pidettiin yhdenmukaisena kasvien kesken. 16 paivaa uudel-
leenistutuksen jilkeen kasvin pituus mitattiin ensimmaéisen kerran ja suoritettiin
ensimmaiinen harpiini,-késittely, tdimé ajankohta sovitaan péiviksi 0. Toinen ka-
sittely tehtiin paiviand 15. Muita kasvua koskevia tuloksia rekisteréitiin paivéina 10 ja
paivand 30. Viimeinen koetulosten rekisterdinti pédivand 30 sisidlsi sekd kasvin
pituuden ettd tuorepainon.

Kokeen aikaiseen késittelyyn kaytetty harpiini, oli valmistettu fermentoimalla E.
coli DH5:tt4, joka sisélsi harpiini, 44 koodaavaa geenid (toisin sanoen hrpZ:id)
sisaltdvan plasmidin. Solut koottiin talteen, suspendoitiin uudelleen 5 mM kalium-
fosfaattipuskuriin ja hajotettiin ultradanikasittelylld. Ultradinikasiteltyd materiaalia
kichutettiin 5 minuuttia ja sentrifugoitiin sitten 10 minuutin ajan nopeudella
10 000 kierrosta minuutissa. Supernantantin katsottiin olevan soluton kiynnistéja-
preparaatti (CFEP). Valmistettiin harpiini,.-liuokset, joiden konsentraatiot olivat 20
ja 50 pg/ml, kayttamalla samaa puskuria, jota kdytettiin solususpension valmistami-
seen. Kontrollikédsittelyn materiaalina kaytettiin CFEP:td, joka oli valmistettu
samasta kannasta, joka sisélsi saman plasmidin mutta jossa ei ollut hrpZ-geenia.

Kostutusainetta, Pinene 1I:ta (Drexel Chemical Co., Memphis, Tenn.) lisattiin har-

piini,-liuokseen 0,1-prosenttiseen konsentraatioon, minké jilkeen harpiini,:dd
ruiskutettiin tomaattikasville valumispisteeseen asti.

Taulukko 51 osoittaa, ettd harpiini-késittelyryhmien ja kontrolliryhmén valilla oli
merkittéva ero. Harpiiniy:11a késitellyn tomaatin pituus lisdéntyi yli 10 %. Nama
koetulokset tukevat sitd viitettd, ettd harpiini, vaikuttaa todella samalla tavoin kuin
Erwinia amylovorasta perdisin oleva yliherkkyysvasteen kdynnistdjd siind mielessa,
ettd tomaattia ja monia muita kasvilajeja késiteltdessd havaitaan kasvunlisdysvai-
kutus. Tomaatin pituuden merkittdvin lisddntymisen lisdksi harpiini,:1la kasitellylla
tomaatilla oli enemmén biomassaa, suuret lehdet, aikainen kukinnan alku ja
kokonaisuudessaan terveempi ulkonako.
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Taulukko 51 - Harpiinipss lisdd tomaattikasvin kasvua

Kisittely Kasvin pituus (cm')
Paiva 0 Paiva 10 Piiva 30
CFEP-kontrolli 8,52 (0,87)a’ 23,9(1,90)a | 68,2 (8,60)a
Harpiinipss 20 pg/ml 8.8 (0,98) a 27,3 (1,75)b | 74,2 (6,38) b
Harpiinipss 50 pg/ml 8.8 (1,13)a 26,8 (2,31)b | 75,46,30) b

'Kasvin pituus mitattiin [dhimpaan 0,5 cm:iin pyoristettynd. Paiva O tarkoittaa paivad, jolloin kas-
vien pituudet rekistergitiin ensimmaisen kerran ja jolloin tehtiin ensimmadinen kisittely.

*Keskiarvot on esitetty esittimaélla SD sulkeissa (n = 20 kaikissa kasittelyryhmissd).

3Erilaiset kirjaimet (a ja b) tarkoittavat keskiarvojen merkitsevidi poikkeamista toisistaan (P 0,05).
Erot médritettiin kiayttdmalla ANOVA:a ja tdmin jalkeen Fisher’in mukaista LSD:ti.

Vaikka tdméa keksinté on kuvattu yksityiskohtaisesti sen kuvaamistarkoituksissa, on
selvidd, ettd nama yksityiskohdat palvelevat pelkistddn titéd tarkoitusta, ja siithen voi-
daan alan ammattikokemuksen perusteella tehd4d muutoksia poikkeamatta keksinnon
hengesti tai sen seuraavien patenttivaatimusten avulla mééritellystd suojapiirista.
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(B)
(C)

(D)

MOLEKYYLITYYPPI:

(xi)

TYYPPI:

JUOSTEISUUS:

aminohappo

TOPOLOGIA: lineaarinen

SEKVENSSIN

Met Gln Ile

1
Gly

Leu

Ser

Gly

65

Phe

Ser

Leu

Leu

Asn

145

Asn

Ala

Gly

Leu

Asp

225

Gln

Leu

Gly

Ala

50

Ala

Gly

Gly

Leu

Ala

130

Ala

Gly

Gly

Asn

Ser

210

Lys

Tyr

Gly

Ser

35

Leu

Ser

Asn

Gly

Gly

115

Asn

Phe

Leu

Gly

Ala

195

Asn

Glu

Pro

Thr

Ala

20

Ser

Thr

Ser

Gly

Asp

100

His

Ser

Gly

Gly

Leu

180

Ile

Val

Asp

Glu

proteiini

KUVAUS :

Ile

5

Gln

Val

Ser

Lys

Ala

85

Ala

Asp

Met

Ser

Gln

165

Gln

Gly

Ser

Arg

Ile

Lys

Gly

Asp

Met

Gly

70

Gln

Leu

Thr

Leu

Gly

150

Ser

Gly

Met

Thr

Gly

230
Phe

SEKVENSSI NRO 1:

Ala His Ile

Leu

Lys

Met

55

Leu

Gly

Ser

Val

Asn

135

Val

Met

Leu

Gly

His

215

Met

Gly

Lys

Leu

40

Phe

Gly

Ala

Lys

Thr

120

Ala

Asn

Ser

Ser

Val

200

Val

Ala

Lys

Gly

25

Ser

Gly

Met

Ser

Met

105

Lys

Ser

Asn

Gly

Gly

185

Gly

Asp

Lys

Pro

68

Gly

10

Leu

Ser

Gly

Ser

Asn

90

Phe

Leu

Gln

Ala

Phe

170

Ala

Gln

Gly

Glu

Glu

Gly

Asn

Thr

Ala

Asn

75

Leu

Asp

Thr

Met

Leu

155

Ser

Gly

Asn

Asn

Ile

235

Tyr

Asp

Ser

Ile

Leu

60

Gln

Leu

Lys

Asn

Thr

140

Ser

Gln

Ala

Ala

Asn

220

Gly

Gln

Leu

Ala

Asp

45

Ala

Leu

Ser

Ala

Gln

125

Gln

Ser

Pro

Phe

Ala

205

Arg

Gln

Lys

Gly

Ala

30

Lys

Gln

Gly

Val

Leu

110

Ser

Gly

Ile

Ser

Asn

190

Leu

His

Phe

Asp

Val

15

Ser

Leu

Gly

Gln

Pro

95

Asp

Asn

Asn

Leu

Leu

175

Gln

Ser

Phe

Met

Gly

Ser

Ser

Thr

Leu

Ser

80

Lys

Asp

Gln

Met

Gly

160

Gly

Leu

Ala

Val

Asp

240

Trp
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Ser Ser

Pro Asp

Pro

Asp

245
Lys Thr
260

Asp Gly

275

Ala Met
290
Asn Leu
305
Ala Val

Asn Ala

(ii)

(x1)

CGATTTTACC
GCGTTTATGG
GATCTGGTAT
CAGCAATATC
TGCGATGGCT
CCGTCGGATC
ACGTTGCCGT
CGATCATTAA
CACCGTCGGC
GGCATCCGTT
AATTACGATC

TCAGGGACTG

GAGCAGCACC
GGCGCAGGGG

TTTCGGCAAT

Gly

Asn

Val

PITUUS:
TYYPPTI:

JUOSTEISUUS:

Met Ile

Leu Arg

Gly Asp

325

MOLEKYYLITYYPPI:
SEKVENSSIN KUVAUS:

CGGGTGAACG

CCGCGATGAA

TTCAGTTTGG

CCGGCATGTT

GCCATCTGTG

CCGGCAGTTA

CGCTATCCAT

GATAAAGGCG

GTCACTCAGT

GCAGATACTT

AAAGCGCACA

AAAGGACTGA

ATCGATAAGT

CTGGGCGCCA

GGCGCGCAGG

Asp

Met

Asp Lys

Thr Gly Ala

69

250
Ser Trp
265

Ser

280

Lys

295
Gly Ala
310

Lys Ile

SEKVENSSIN NRO 2 TIEDOT:

2141 emasparia
nukleiinihappo
yksinauhainen

TOPOLOGIA: lineaarinen

TGCTATGACC

CCGGCATCAG

GGACACCGGG

GCGCACGCTG

CCTGAACGGC

TCCGCAGGTG

AGCACCGACG

GCTTTTTTTA

AACAAGTATC

TTGCGAACAC

TCGGCGGTGA

ATTCCGCGGC

TGACCTCCGC

GCTCGAAGGG

GTGCGAGCAA

Ser Ala

Gly Gly

Ala

Val Ala

Ala

Asn Met

330

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

Periman DNA

SEKVENSSI NRO 2:

GACAGCATCA

GCGGCGCGCT

CGTGAACTCA

CTCGCTCGTC

AGCGATGTAT

ATCGAACGTT

GCGCGTCCGC

TTGCAAAACG

CATCATGATG

CTGACATGAA

TTTGGGCGTC

TTCATCGCTG

GCTGACTTCG

GCTGGGGATG

CCTGCTATCC

Ala Lys

Met Asp

Ala

Lys

255
Leu Ser
270

Phe Arg

285

Gly Asp

300
Ser Leu
315

Ser Leu

CGGTATTCGA
GGTCGCCGCA
TGATGCAGAT
GTTATCAGCA
TGATCCTCTG
TGTTTGAACT
AGACAGGGAA
GTAACGGTGA
CCTACATCGG
TGAGGAAACG
TCCGGTCTGG

GGTTCCAGCG

ATGATGTTTG
AGCAATCAAC

GTACCGAAAT

Thr

Gly

Gly

Gly Asn

Ile Asp

Lys Leu
335

CACCGTTACG
ATCCGGCGTC
TCAGCCGGGG
GGCGGCAGAG
GTGGCCGCTG
GGCGGGAATG
CGGACGCGCC
GGAACCGTTT
GATCGGCGTG
AAATTATGCA
GGCTGGGTGC

TGGATAAACT

GCGGCGCGCT
TGGGCCAGTC

CCGGCGGCGA

Lys

Gln

Thr

Ala

320

Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780

840

900
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TGCGTTGTCA
CAAGCTGACT
CCAGGGTAAT
CAACGGTCTC
GCAGGGCCTG
GGGGCAGAAT
CCGCCACTTT
TCAGTATCCG
GACGGACGAC
CGCCAGCATG
TACCGGCAAT
GGCTGTCGTC
ATCTGTGCTG
TTATTATGCG
ACGCACATTT
GTCGCTCAGA
CAGATGGAGA
CAGATAGATT
GATCACCACA
AAAATAGGGC

GTTCGTCATC

AARATGTTTG

AACCAGAGCA

ATGAATGCGT

GGCCAGTCGA

AGCGGCGCGG

GCTGCGCTGA

GTAGATAAAG

GAAATATTCG

ARATCCTGGG

GACAAATTCC

ACCAACCTGA

GGCGATAAAA

GCCTGATAAA

GTTTATGCGG

TCCCGTTCAT

TTGCGCGGCT

CACGTCTGCG

GCGGTTTCGT

ATATTCATAG

AGTTITTGCG

ATCTTTCTCC

ATAAAGCGCT
ACCAACTGGC
TCGGCAGCGG
TGAGTGGCTT
GTGCATTCAA
GTGCGTTGAG
AAGATCGCGG
GTAAACCGGA
CTAAAGCGCT
GTCAGGCGAT
ACCTGCGTGG
TAGCCAACAT
GCGGAAACGA
TTACCTGGAC
TCGCGTCGTT
GATGGGGAAC
ATAAATCTGT
AATCAACATG
AAAGCTGTCT
TGGTATCCGT

ATCTGGGCGA

SEKVENSSIN NRO 3 TIEDOT:

(A) PITUUS: 403 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo

(C) JUOSTEISUUS:

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI:

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS:

70

GGACGATCTG
TAATTCAATG
TGTGAACAAC
CTCTCAGCCT
CCAGTTGGGT
TAACGTCAGC
CATGGCGAAA
ATACCAGAAA
GAGTAAACCG
GGGTATGATC
CGCGGGCGGT
GTCGCTGGGT
AAAANAGAGAC
CGGTTAATCA
ACGCGCCACA
GCCGGGTGGA
GCCGTAACGT
GTAATGCGGT
TGCACCTACC
GGGGTGTTCC

CCTGATCGGT

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

proteiini

SEKVENSSI NRO 3:

Met Ser Leu Asn Thr Ser Gly Leu Gly Ala

1

Ile Gly Gly Ala Gly Gly Asn Asn Gly

5

20

10
Leu

25

Asn Ala Gly Leu Gly Gly Asn Ser Ala Leu

35 40

Gln Asn Asp Thr Val Asn Gln Leu Ala Gly

CTGGGTCATG
CTGAACGCCA
GCACTGTCGT
TCTCTGGGGG
AATGCCATCG
ACCCACGTAG
GAGATCGGCC
GATGGCTGGA
GATGATGACG
AAAAGCGCGG
GCATCGCTGG
AAGCTGGCCA
GGGGAAGCCT
TCGTCATCGA
ATCGCGATGG
ATATAGAGAA
GTTTCTATCC
TCCGCCTGTG
GTATCGCGGG
GGCCTGACAA

T

Ser Thr

Leu Gly Thr

Gly Leu
45

Leu Leu

Met

ACACCGTGAC
GCCAGATGAC
CCATTCTCGG
CAGGCGGCTT
GCATGGGCGT
ACGGTAACAA
AGTTTATGGA
GTTCGCCGAA
GTATGACCGG
TGGCGGGTGA
GTATCGATGC
ACGCCTGATA
GTCTCTTTTC
TCTGGTACAA
CATCTTCCTC
ACTCGCCGGC
GCCCCTTTAG
CGCCGGLCCGG
AGATACCGAC

TCTTGAGTTG

15

30

Gln Ile Ser

Ser Arg Gln

Gly

Thr

Gly Gly Asn

Gly Met Met

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2141
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Met

65

Gly

Gly

Leu

Leu

Thr

145

Leu

Gln

Gly

Leu

Gly

225

Gly

Leu

Ala

Val

Asp

305

Gly

Lys

Lys

50

Met

Gly

Leu

Gly

Asp

130

Ser

Leu

Asp

Glu

Met

210

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

290

Gln

Gln

Pro

Ala

Met

Gly

Ser

Ser

115

Gln

Gly

Lys

Gly

Gln

195

Gly

Gln

Lys

Asn

Asn

275

Lys

Tyr

Glu

Lys

Ser

Leu

Asn

100

Lys

Ala

Thr

Met

Thr

180

Asn

Asn

Gly

Gly

Ala

260

Asp

Gly

Pro

Val

Asp
340

Gly

Met

Gly

85

Ala

Gly

Leu

Asp

Phe

165

Gln

Ala

Gly

Gly

Leu

245

Val

Ile

Asp

Glu

Lys

325

Asp

Met

Met

70

Asn

Leu

Gly

Gly

Ser

150

Ser

Gly

Tyr

Leu

Asn

230

Gln

Gly

Gly

Arg

Val

310

Thr

Gly

Ile

55
Gly

Gly

Asn

Asn

Ile

135

Thr

Glu

Ser

Lys

Ser

215

Ala

Asn

Thr

Thr

Ala

295

Phe

Asp

Met

Lys

Gly

Leu

Asp

Asn

120

Asn

Ser

Ile

Ser

Lys

200

Gln

Gly

Leu

Gly

His

280

Met

Gly

Asp

Thr

Arg

Gly

Gly

Met

105

Thr

Ser

Asp

Met

Ser

185

Gly

Leu

Thr

Ser

Ile

265

Arg

Ala

Lys

Lys

Pro

345

Pro

71

Gly

Gly

90

Leu

Thr

Thr

Ser

Gln

170

Gly

Val

Leu

Gly

Gly

250

Gly

His

Lys

Pro

Ser

330

Ala

Met

Leu

75

Ser

Gly

Ser

Ser

Ser

155

Ser

Gly

Thr

Gly

Leu

235

Pro

Met

Ser

Glu

Gln

315

Trp

Ser

Ala

60

Met

Gly

Gly

Thr

Gln

140

Asp

Leu

Lys

Asp

Asn

220

Asp

Val

Lys

Ser

Ile

300

Tyr

Ala

Met

Gly

Gly Gly Gly

Gly

Ser

Thr

125

Asn

Pro

Phe

Gln

Ala

205

Gly

Gly

Asp

Ala

Thr

285

Gly

Gln

Lys

Glu

Asp

Leu

Leu

110

Asn

Asp

Met

Gly

Pro

190

Leu

Gly

Ser

Tyr

Gly

270

Arg

Gln

Lys

Ala

Gln

350

Thr

Gly

95

Asn

Ser

Asp

Gln

Asp

175

Thr

Ser

Leu

Ser

Gln

255

Ile

Ser

Phe

Gly

Leu

335

Phe

Gly

Leu

80

Glu

Thr

Pro

Ser

Gln

160

Gly

Glu

Gly

Gly

Leu

240

Gln

Gln

Phe

Met

Pro

320

Ser

Asn

Asn
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355

360

72

365

Gly Asn Leu Gln Ala Arg Gly Ala Gly Gly Ser Ser Leu Gly Ile Asp

370

375

380

Ala Met Met Ala Gly Asp Ala Ile Asn Asn Met Ala Leu Gly Lys Leu

385

390

Gly Ala Ala

2) SEKVENSSIN NRO 4 TIEDOT:

(ii)

(xi)

AAGCTTCGGC
GAGGAATACG
ATCGGCGGTG
GGTGGCAATT
GCTGGCTTAC
GGCGGTGGCT
GGACTGTCGA
GGCGGCAACA
TCAACGTCCC
CCGATGCAGC
CAAGATGGCA
GCCTATAAAA
CTCCTTGGCA
GGTTCGTCGC
TTAGGTAACG
ATCGGTACGC
GCGAAGGAAA
CAGAAAGGCC
AAGCCAGATG
ATGATCAAAA
GGTGGTTCTT

CTTGGCAAGC

PITUUS:
TYYPPTI:

JUOSTEISUUS:

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

1288 emésparia

nukleiinihappo

MOLEKYYLITYYPPI:

SEKVENSSIN KUVAUS:

ATGGCACGTT
TTATGAGTCT
CGGGCGGAAA
CTGCACTGGG
TCACCGGCAT
TAGGCGGTGG
ACGCGCTGAA
ATACCACTTC
AAAACGACGA
AGCTGCTGAA
CCCAGGGCAG
AAGGAGTCAC
ACGGGGGACT
TGGGCGGCAA
CCGTGGGTAC
ACAGGCACAG
TCGGTCAGTT
CGGGTCAGGA
ACGACGGAAT
GGCCCATGGC
CGCTGGGTAT

TGGGCGCGGC

yvksinauhainen

TOPOLOGIA: lineaarinen

395

Periman DNA

TGACCGTTGG
GAATACAAGT
TAACGGGTTG
GCTGGGCGGC
GATGATGATG
CTTAGGTAAT
CGATATGTTA
AACAACAAAT
TTCCACCTCC
GATGTTCAGC
TTCCTCTGGG
TGATGCGCTG
GGGAGGTGGT
AGGGCTGCAA
CGGTATCGGT
TTCAACCCGT
CATGGACCAG
GGTGAAAACC
GACACCAGCC
GGGTGATACC
TGATGCCATG

TTAAGCTT

SEKVENSSI NRO 4:

GTCGGCAGGG
GGGCTGGGAG
CTGGGTACCA
GGTAATCAAA
ATGAGCATGA
GGCTTGGGTG
GGCGGTTCGC
TCCCCGCTGG
GGCACAGATT
GAGATAATGC
GGCAAGCAGC
TCGGGCCTGA
CAGGGCGGTA
AACCTGAGCG
ATGAAAGCGG
TCTTTCGTCA
TATCCTGAGG
GATGACAAAT
AGTATGGAGC
GGCAACGGCA

ATGGCCGGTG

TACGTTTGAA
CGTCAACGAT
GTCGCCAGAA
ATGATACCGT
TGGGCGGTGG
GCTCAGGTGG
TGAACACGCT
ACCAGGCGCT
CCACCTCAGA
AAAGCCTGTT
CGACCGAAGG
TGGGTAATGG
ATGCTGGCAC
GGCCGGTGGA
GCATTCAGGC
ATAAAGGCGA
TGTTTGGCAA
CATGGGCAAA
AGTTCAACAA
ACCTGCAGGC

ATGCCATTAA

1288

400

TTATTCATAA
GCAAATTTCT
TGCTGGGTTG
CAATCAGCTG
TGGGCTGATG
CCTGGGCGAA
GGGCTCGAAA
GGGTATTAAC
CTCCAGCGAC
TGGTGATGGG
CGAGCAGAAC
TCTGAGCCAG
GGGTCTTGAC
CTACCAGCAG
GCTGAATGAT
TCGGGCGATG
GCCGCAGTAC
AGCACTGAGC
AGCCAAGGGC
ACGCGGTGCC

CAATATGGCA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
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(2)

SEKVENSSIN NRO 5 TIEDOT:

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

(ii)

(x1)

PITUUS:

TYYPPTI:

JUOSTEISUUS:

341 aminohappoa

aminohappo

TOPOLOGIA: lineaarinen

MOLEKYYLITYYPPI:

SEKVENSSIN KUVAUS:

Met Gln Ser Leu

1

Ala

Ser

Arg

Lys

65

Ile

Gly

Thr

Thr

Leu

145

Lys

Leu

Gly

Thr

Val

Leu

Lys

Asn

50

Ser

Ala

Ala

Gln

Lys

130

Asn

Pro

Asp

Gln

Gly

210

Met

Val

Ala

35

Gly

Met

Ala

Ser

Val

115

Gln

Lys

Asp

Gly

Gln

195

Gly

Gly

Leu

20

Leu

Gln

Ala

Leu

Ala

100

Leu

Asp

Ile

Ser

Asp

180

Leu

Gly

Asp

Ser

5

Val

Gln

Leu

Ala

Asp

85

Asp

Asn

Gly

Ala

Gly

165

Glu

Gly

Leu

Pro

Leu

Arg

Glu

Asp

Asp

70

Lys

Ser

Gly

Gly

Gln

150

Ser

Thr

Asn

Gly

Leu

SEKVENSSI NRO 5:

proteiini

73

Asn Ser Ser Ser

Pro

Val

Asp

55

Gly

Leu

Ala

Leu

Thr

135

Phe

Trp

Ala

Gln

Thr

215
Ile

Glu

Val

40

Ser

Lys

Ile

Ser

Ala

120

Ser

Met

Val

Ala

Gln

200

Pro

Asp

Ala

25

Val

Ser

Ala

His

Gly

105

Lys

Phe

Asp

Asn

Phe
185

Ser

Ser

Ala

10

Glu

Lys

Pro

Gly

Glu

90

Thr

Ser

Ser

Asp

Glu

170

Arg

Asp

Ser

Asn

Leu

Thr

Leu

Leu

Gly

75

Lys

Gly

Met

Glu

Asn

155

Leu

Ser

Ala

Phe

Thr

Gln

Thr

Ala

Gly

60

Gly

Leu

Gln

Leu

Asp

140

Pro

Lys

Ala

Gly

Ser

220
Gly

Thr

Gly

Glu

45

Lys

Ile

Gly

Gln

Asp

125

Asp

Ala

Glu

Leu

Ser

205

Asn

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Leu

Glu

Asp

Asp

110

Asp

Met

Gln

Asp

Asp

190

Leu

Asn

Gly

Ala

15

Thr

Leu

Leu

Asp

Asn

95

Leu

Leu

Pro

Phe

Asn

175

Ile

Ala

Ser

Asp

Met

Ser

Met

Ala

Val

80

Phe

Met

Leu

Met

Pro

160

Phe

Ile

Gly

Ser

Ser
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225
Gly Asn

Arg Gly

Asn Thr

Thr

Leu

Pro

Arg Gly
245
Gln Ser
260

Gln Thr

275

Asp Leu
230
Thr Leu
305
Ala Gln

Asn Gln

(i1)

(xi)

ATGCAGAGTC
GTACGTCCTG
GTGAAGCTGG
ARACTGTTGG
ATCGCTGCGC
GACAGCGCCT
AAGTCGATGC
GATATGCCGA
AAGCCGGACT
GAAACGGCTG
AGTGACGCTG
AACAACTCGT

GGCAATACCC

Asp

Lys

Ile

Ala

PITUUS:
TYYPPI:

JUOSTEISUUS:

Gln Leu

Asp Ala

Ala Thr
325
Ala Ala

340

MOLEKYYLITYYPPI:

SEKVENSSIN KUVAUS:

TCAGTCTTAA

AAGCCGAGAC

CCGAGGAACT

CCAAGTCGAT

TGGACAAGCT

CGGGTACCGG

TCGATGATCT

TGCTGAACAA

CGGGCTCCTG

CGTTCCGTTC

GCAGTCTGGC

CCGTGATGGG

GTGGTGAAGC

230
Glu Ala

Val Leu

Gly Thr

Gly

Ala

Ser

74

Gln Leu
250
Gly Gly
265

Ala Asn

280

Leu Gly
295
Gly Gln
310

Leu Leu

SEKVENSSIN NRO 6 TIEDOT:

1026 emédsparia
nukleiinihappo
yksinauhainen

TOPOLOGIA: lineaarinen

CAGCAGCTCG

GACTGGCAGT

GATGCGCAAT

GGCCGCAGAT

GATCCATGARA

ACAGCAGGAC

TCTGACCARAG

GATCGCGCAG

GGTGAACGAA

GGCACTCGAC

AGGGACGGGT

TGATCCGCTG

GGGGCAACTG

Gly

Thr

Val

Leu Leu

Gly Thr

Ser Thr

330

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

Perimdn DNA

SEKVENSSI NRO 6:

CTGCAAACCC
ACGTCGAGCA
GGTCAACTCG
GGCAAGGCGG
AAGCTCGGTG
CTGATGACTC
CAGGATGGCG
TTCATGGATG
CTCAAGGAAG
ATCATTGGCC
GGAGGTCTGG
ATCGACGCCA

ATCGGCGAGC

235
Ile Gly

Gly Leu

Gly Gly

Glu

Gly

Gln

Leu Ile
255
Thr Pro
270

Ser Ala

285

Leu Lys
300
Asp Val
315

Leu Leu

CGGCAATGGC
AGGCGCTTCA
ACGACAGCTC
GCGGCGGTAT
ACAACTTCGG
AGGTGCTCAA
GGACAAGCTT
ACAATCCCGC
ACAACTTCCT
AGCAACTGGG
GCACTCCGAG
ATACCGGTCC

TTATCGACCG

Gly

Gln

Gln

Leu Glu

Ser Ser

Gly Thr
335

CCTTGTCCTG
GGAAGTTGTC
GCCATTGGGA
TGAGGATGTC
CGCGTCTGCG
TGGCCTGGCC
CTCCGAAGAC
ACAGTTTCCC
TGATGGCGAC
TAATCAGCAG
CAGTTTTTCC
CGGTGACAGC

TGGCCTGCAA

240

Asp

Val

Gln

Ala

Ala

320

Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780



75

TCGGTATTGG CCGGTGGTGG ACTGGGCACA CCCGTAAACA CCCCGCAGAC CGGTACGTCG 840
GCGAATGGCG GACAGTCCGC TCAGGATCTT GATCAGTTGC TGGGCGGCTT GCTGCTCAAG 300
GGCCTGGAGG CAACGCTCAA GGATGCCGGG CAAACAGGCA CCGACGTGCA GTCGAGCGCT 960
GCGCAAATCG CCACCTTGCT GGTCAGTACG CTGCTGCAAG GCACCCGCAA TCAGGCTGCA 1020
GCCTGA 1026
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(2) SEKVENSSIN NRC 7 TIEDOT:

(ii)

(x1)

Met

Asn

Val

Ala

Asn

65

Asn

Ala

Gln

Ala

Gly

145

Glu

Gly

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

PITUUS:

TYYPPTI:

JUOSTEISUUS:

344 aminohappoa

aminohappo

TOPOLOGIA: lineaarinen

MOLEKYYLITYYPPI:

SEKVENSSIN KUVAUS:

Ser

Leu

Gln

Ala

50

Thr

Asp

Asn

Ala

Leu

130

Gly

Ala

Ala

Val

Asn

Asp

35

Leu

Gly

Pro

Lys

Leu

115

His

Ala

Leu

Gly

Gly

Leu

20

Leu

Val

Asn

Ser

Thr

100

Met

Met

Asn

Gln

Ala

Asn

5

Asn

Ile

Gln

Ala

Lys

85

Gly

Gln

Gln

Gly

Glu

165
Gly

Ile

Thr

Lys

Lys

Pro

70

Asn

Asn

Leu

Gln

Ala

150

Ile

Gly

SEKVENSSI NRO 7:

Gln

Asn

Gln

Ala

55

Ala

Asp

Val

Leu

Pro

135

Lys

Glu

Ala

proteiini

Ser

Thr

Val

40

Ala

Lys

Pro

Asp

Glu

120

Gly

Gly

Gln

Gly

Pro

Asn

25

Glu

Gln

Asp

Ser

Asp

105

Asp

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser
10

Ser

Lys

Ser

Gly

Lys

90

Ala

Leu

Asn

Gly

Leu

170
Gly

Asn

Gln

Asp

Ala

Asn

75

Ser

Asn

Val

Asp

Gly

155

Ala

Val

Leu

Gln

Ile

Gly

60

Ala

Gln

Asn

Lys

Lys

140

Gln

Gln

Gly

Pro

Ser

Leu

45

Gly

Asn

Ala

Gln

Leu

125

Gly

Gly

Leu

Gly

Gly

Gly

30

Asn

Asn

Ala

Pro

Asp

110

Leu

Asn

Gly

Gly

Ala

Leu

15

Gln

Ile

Thr

Gly

Gln

95

Pro

Lys

Gly

Leu

Gly

175
Gly

Gln

Ser

Ile

Gly

Ala

80

Ser

Met

Ala

Val

Ala

160

Gly

Gly
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Ala

Asp

Ala

225

Gln

Ala

Ala

Ala

Gly

305

Val

Gln

(i1)

(x1)

ATGTCAGTCG

AACACCAACA

GAGAAGGACA

GGCAACACCG

AACGACCCGA

GGCAACGTCG

GACCTGGTGA

Asp

Gly

210

Gly

Gly

Leu

Gln

Asn

290

Gln

Gln

Ser

SEKVENSSIN NRO 8 TIEDOT:

Gly

195

Gly

Asp

Gly

Val

Gly

275

Pro

Asn

Ile

Thr

180
Gly

Asn

Val

Leu

Gln

260

Gly

Gly

Asn

Leu

Ser

340

Ser

Gly

Asn

Thr

245

Met

Ser

Ala

Leu

Gln

325
Thr

Gly

Val

Gly

230

Gly

Met

Lys

Asn

Gln

310

Gln

Gln

Ala

Asn

215

Ala

Val

Gln

Gly

Gln

295

Ser

Met

Pro

185
Gly Gly
200
Gly Asn

Asn Gly

Leu Gln

Gln Gly

265

Ala Gly

280

Pro Gly

Gln Ile

Leu Ala

Met

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

PITUUS:

TYYPPI:

JUOSTEISUUS:

1035 emasparia

nukleiinihappo

vksinauhainen

TOPOLOGIA: lineaarinen

MOLEKYYLITYYPPI:

SEKVENSSIN KUVAUS:

GAAACATCCA

CCAACAGCCA

TCCTCAACAT

GTAACACCGG

GCAAGAACGA

ACGACGCCAA

AGCTGCTGAA

GAGCCCGTCG

GCAATCGGGC

CATCGCAGCC

CAACGCGCCG

CCCGAGCAAG

CAACCAGGAT

GGCGGCCCTG

SEKVENSSI NRO 8:

Periman DNA

76

Ala

Gln

Ala

Lys

250

Gly

Asn

Ser

Met

Ala
330

AACCTCCCGG

CAGTCCGTGC

CTCGTGCAGA

GCGAAGGACG

AGCCAGGCTC

CCGATGCAAG

CACATGCAGC

Gly

Ala

Asp

235

Leu

Leu

Ala

Ala

Asp

315
Gln

GTCTGCAGAA

AAGACCTGAT

AGGCCGCACA

GCAATGCCAA

CGCAGTCGGC

CGCTGATGCA

AGCCCGGCGG

Gly

Asn

220

Asp

Met

Gly

Ser

Asp

300

Val

Asn

Ala

205

Gly

Gly

Lys

Gly

Pro

285

Asp

Val

Gly

190

Asn

Pro

Ser

Ile

Gly

270

Ala

Gln

Lys

Gly

Gly

Gln

Glu

Leu

255

Asn

Ser

Ser

Glu

Ser

335

CCTGAACCTC

CAAGCAGGTC

GTCGGCGGGC

CGCGGGCGCC

CAACAAGACC

GCTGCTGGAA

CAATGACAAG

Ala

Asn

Asp

240

Asn

Gln

Gly

Ser

Val

320
Gln

60
120
180
240
300
360

420
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GGCAACGGCG
GAAGCGCTGC
GGCGGCGCGG
GGCGCAGGCG
GGCCCGCAGA
CAGGGCGGCC
ATGATGCAGC
GGCAACGCCT
GATCAATCGT
GTCCAGATCC

ACGCAGCCGA

TGGGCGGTGC
AGGAGATCGA
GTGGCGGTGT
GTGCGAACGG
ACGCAGGCGA
TCACCGGCGT
AAGGCGGCCT
CGCCGGCTTC
CCGGCCAGAA
TGCAGCAGAT

TGTAA

CAACGGCGCC

GCAGATCCTC

CGGCGGTGCT

CGCCGACGGC

TGTCAACGGT

GCTGCAAAAG

CGGCGGLGGC

CGGCGCGAAC

CAATCTGCAA

GCTGGCGGCG

SEKVENSSIN NRO 9 TIEDOT:

77

AAGGGTGCCG
GCCCAGCTCG
GGTGGCGCGGE
GGCAATGGCG
GCCAACGGCG
CTGATGAAGA
AACCAGGCGC
CCGGGCGCGA
TCCCAGATCA

CAGAACGGCG

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

SEKVENSSI NRO 9:

10

25

(A} PITUUS: 26 aminohappoa

(B) TYYPPI: aminohappo

(C) JUOSTEISUUS:

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS:

Thr

1 5

Ala Ile Ala Leu Pro Ala Tyr Gln Asp Tyr
20

(2) SEKVENSSIN NRO 10 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

(A) PITUUS: 20 aminohappoa

(B) TYYPPI: aminohappo

(C) JUOSTEISUUS:

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS:

Ser Ser Gln Gln Ser Pro Ser Ala Gly Ser Glu Gln Gln Leu Asp Gln

1

5

Leu Leu Ala Met

20

10

GCGGCCAGGG
GCGGCGGCGG
ATGGCGGCTC
TGAACGGCAA
CGGATGACGG
TCCTGAACGC
AGGGCGGCTC
ACCAGCCCGG
TGGATGTGGT

GCAGCCAGCA

SEKVENSSI NRO 10:

CGGCCTGGCC
TGCTGGCGCC
CGGTGCGGGT
CCAGGCGAAC
CAGCGAAGAC
GCTGGTGCAG
GAAGGGTGCC
TTCGGCGGAT
GAAGGAGGTC

GTCCACCTCG

Leu Ile Glu Leu Met Ile Val Val Ala Ile Ile Ala Ile Leu Ala

15

15

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1035
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78
Patenttivaatimukset
1.  Menetelmi kasvien kasvun lisddmiseksi, joka menetelma kisittid sen, etti:

tuodaan infektoimattomassa muodossa olevaa yliherkkyysvasteen kaynnistdjapoly-
peptidid tai -proteiinia kasviin tai kasvin siemeneen olosuhteissa, joiden vaikutuk-
sesta kasvin tai kasvin siemenesti kasvaneiden kasvien kasvu lisdéntyy.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jossa yliherkkyysvasteen kiyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa patogeenisti, joka on Erwinia, Pseudomonas,
Xanthomonas, Phytophthora tai jokin niistd valmistettu seos, perisin olevaa vastaa-
vaa polypeptidia tai proteiinia.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelméd, jossa yliherkkyysvasteen kidyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa Erwinia chrysanthemista peréisin olevaa vas-
taavaa polypeptidié tai proteiinia.

4.  Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmé, jossa yliherkkyysvasteen kdyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa Erwinia amylovorasta periisin olevaa vas-
taavaa polypeptidii tai proteiinia.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelméd, jossa yliherkkyysvasteen kdyn-
nistdjdpolypeptidi tai -proteiini vastaa Pseudomonas syringaesta peréisin olevaa vas-
taavaa polypeptidia tai proteiinia.

6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi, jossa yliherkkyysvasteen kdyn-
nistdjdpolypeptidi tai -proteiini vastaa Pseudomonas solanacearumista periisin ole-
vaa vastaavaa polypeptidid tai proteiinia.

7.  Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, jossa yliherkkyysvasteen kiayn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa Xanthomonas campestriksesta periisin olevaa
vastaavaa polypeptidia tai proteiinia.

8.  Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, jossa yliherkkyysvasteen kidyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa Phytophthora-lajia.

9.  Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, jossa kasvi on kaksisirkkainen tai
yksisirkkainen.
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10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmé, jossa kasvi on riisi, vehné, ohra,
ruis, puuvilla, auringonkukka, maapahkind, maissi, peruna, bataatti, papu, herne,
sikuri, salaatti, endiivi, kaali, kukkakaali, parsakaali, turnipsi, retiisi, pinaatti, sipuli,
valkosipuli, munakoiso, pippuri, selleri, porkkana, kesdkurpitsa, kurpitsa, kesdkur-
pitsa (zucchini), kurkku, omena, padrynd, meloni, mansikka, greippi, vadelma, ana-
nas, soija, tupakka, tomaatti, durra tai sokeriruoko.

11. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmi, jossa kasvi on ruusu, paavalin-
kukka, petunia, pelargonia, joulutihti, krysanteemi, tarhaneilikka tai oppineitten-
kukka.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmad, jossa kasveja kisitellddan mainitun
tuomisen aikana, mihin kdytetdin ruiskutusta, injektointia tai lehtien naarmuttamista
ajankohtana, joka edeltdd mainitun tuomisen tapahtumista.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jossa kasvin siemenid késitelldsn
mainitun tuomisen aikana, mihin kédytetddn ruiskutusta, injektointia, paallystamista,
pOlyttamisté tai upotusta.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, jossa yliherkkyysvasteen kayn-
nistdjapolypeptidid tai -proteiinia tuodaan kasveihin tai kasvin siemeniin koostu-
muksena, joka lisaksi kasittdad kantaja-aineen.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmé, jossa kantaja-aine on vesi, jokin
vesipitoinen liuos, jokin liete tai jokin jauhe.

16. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmé, jossa koostumus siséltda yli
0,5 nM yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidid tai -proteiinia.

17. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmai, jossa koostumus lisdksi siséltad
lisdaineita, jotka ovat lannoite, tuhohyonteistentorjunta-aine, fungisidi, nematisidi
tai jokin ndiden seoksista.

18. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jossa yliherkkyysvasteen kiyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini on eristetyssd muodossa.

19. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, jossa yliherkkyysvasteen kiyn-
nistdjépolypeptidié tai -proteiinia tuodaan sellaisten bakteerien muodossa, jotka ei-
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vit aiheuta tautia ja jotka on transformoitu yliherkkyysvasteen kiynnistdjapoly-
peptidii tai -proteiinia koodaavalla geenill4.

20. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jossa yliherkkyysvasteen kayn-
nistdjdpolypeptidiid tai -proteiinia tuodaan sellaisten bakteerien muodossa, jotka ai-
heuttavat taudin joissakin kasvilajeissa mutta eivit niissi, joita mainittu tuominen
koskee, ja jotka sisdltdvit yliherkkyysvasteen kdynnistdjapolypeptidia tai -proteiinia
koodaavan geenin.

21. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jossa mainittu tuominen saa ai-
kaan polypeptidin tai proteiinin tunkeutumisen kasviin.

22. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, jossa mainittu tuominen saa ai-
kaan kasvin pituuden lisaantymisen.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelma, jossa kasveja kisitellddn maini-
tun tuomisen aikana.

24. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelmi, jossa kasvien siemenid kisitel-
ladn mainitun tuomisen aikana, ja mainittu menetelma sisaltdd lisdksi sen, etti:

istutetaan yliherkkyysvasteen kaynnistdjalld kisitellyt siemenet luonnosta periisin
olevaan tai keinotekoiseen multaan ja kasvatetaan kasveja multaan istutetuista sie-
menista.

25. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, jossa kasvien siemenii kisitellaan
mainitun tuomisen aikana itdvien kasvin siemenien méarien lisddmiseksi, ja mainittu

menetelmi kasittad lisdksi sen, etti:

istutetaan yliherkkyysvasteen kaynnistajaproteiinilla tai -polypeptidilla kisitellyt
siemenet luonnosta periisin olevaan tai keinotekoiseen multaan ja

kasvatetaan kasveja multaan istutetuista siemenista.

26. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, jossa mainittu tuominen saa ai-
kaan sadon suurenemisen.
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27. Patenttivaatimuksen 26 mukainen menetelmad, jossa kasveja késitellddn maini-
tun tuomisen aikana.

28. Patenttivaatimuksen 26 mukainen menetelmd, jossa kasvien siemenid késitel-
la4n mainitun tuomisen aikana, ja mainittu menetelma késittda lisaksi sen, etti:

istutetaan yliherkkyysvasteen kédynnistdjdproteiinilla tai -polypeptidilla kasitellyt
siemenet luonnosta perdisin olevaan tai keinotekoiseen multaan ja

kasvatetaan kasveja multaan istutetuista siemenista.

29. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, jossa mainittu tuominen saa ai-
kaan itdmisen aikaistumisen.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelmé, jossa kasvien siemenid kasitel-
l44n mainitun tuomisen aikana, ja mainittu menetelmi kisittaa lisaksi sen, ettd: is-
tutetaan yliherkkyysvasteen kdynnistéjéproteiinilla tai -polypeptidilld kisitellyt sie-
menet luonnosta perdisin olevaan tai keinotekoiseen multaan ja kasvatetaan kasveja
multaan istutetuista siemenista.

31. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelmé, jossa mainittu tuominen saa ai-
kaan kypsymisen aikaistumisen.

32. Patenttivaatimuksen 31 mukainen menetelma, jossa kasveja késitelldén maini-
tun tuomisen aikana.

33. Patenttivaatimuksen 31 mukainen menetelmd, jossa kasvien siemenid késitel-
ld4n mainitun tuomisen aikana, ja mainittu menetelmé késittdd lisdksi sen, etti:

istutetaan yliherkkyysvasteen kdynnistdjaproteiinilla tat -polypeptidilla kasitellyt
siemenet luonnosta periisin olevaan tai keinotekoiseen multaan ja

kasvatetaan kasveja multaan istutetuista siemenista.

34. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, jossa kasvien siemenid késitelldan
mainitun tuomisen aikana, ja mainittu menetelma kisittii lisiksi sen, etti:
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istutetaan yliherkkyysvasteen kédynnistdjiproteiinilla tai -polypeptidilld kasitellyt
siemenet luonnosta peridisin olevaan tai keinotekoiseen multaan ja

kasvatetaan kasveja multaan istutetuista siemenista.
35. Patenttivaatimuksen 34 mukainen menetelmd, joka lisdksi kasittdd sen, etta:

tuodaan yliherkkyysvasteen kdynnistdjéproteiinia tai -polypeptidida infektoimatto-
massa muodossa kasvatettuithin kasveihin kasvun edelleenlisdamiseksi.

36. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jossa mainittu tuominen saa ai-
kaan hedelmin ja kasvin vérittymisen aikaistumisen.

37. Patenttivaatimuksen 36 mukainen menetelmd, jossa kasvin siemenid kisitel-
1a4n mainitun tuomisen aikana, ja mainittu menetelma kasittaa lisdksi sen, etta:

istutetaan yliherkkyysvasteen kdynnistdjdproteiinilla tai -polypeptidilld kasitellyt
siemenet luonnosta peridisin olevaan tai keinotekoiseen multaan ja

kasvatetaan kasveja multaan istutetuista siemenista.
38. Menetelma kasvien kasvun lisadmiseksi, joka kasittad sen, etta:

hankitaan kidyttoon transgeeninen kasvi tai kasvin siemen, joka on transformoitu
yliherkkyysvasteen kaynnistidjapolypeptidiéd tai -proteiinia koodaavalla DNA-mole-

kyylills,

ja kasvatetaan transgeenisia kasveja tai transgeenisen kasvin siemenisti tuotettuja
transgeenisid kasveja olosuhteissa, jotka saavat aikaan kasvin kasvun lisdyksen.

39. Patenttivaatimuksen 38 mukainen menetelmé, jossa yliherkkyysvasteen kdyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa patogeenista, joka on Erwinia, Pseudomonas,
Xanthomonas, Phytophthora tai jokin ndiden seoksista, perdisin olevaa vastaavaa
polypeptidii tai proteiinia.

40. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelmi, jossa yliherkkyysvasteen kiyn-
nistdjdpolypeptidi tai -proteiini vastaa Erwinia chrysanthemista perdisin olevaa vas-
taavaa polypeptidii tai proteiinia.
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41. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelmé, jossa yliherkkyysvasteen kiyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa Erwinia amylovorasta periisin olevaa vas-
taavaa polypeptidii tai proteiinia.

42. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelma, jossa yliherkkyysvasteen kayn-
nistdjdpolypeptidi tai -proteiini vastaa Pseudomonas syringaesta periisin olevaa vas-
taavaa polypeptidii tai proteiinia.

43. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelmi, jossa yliherkkyysvasteen kidyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa Pseudomonas solanacearumista perdisin ole-
vaa vastaavaa polypeptidid tai proteiinia.

44. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelmd, jossa yliherkkyysvasteen kdyn-
nistdjapolypeptidi tai -proteiini vastaa Xanthomonas campestriksesta perdisin olevaa
vastaavaa polypeptidié tai proteiinia.

45. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelmi, jossa yliherkkyysvasteen aikaan-
saava polypeptidi tai proteiini vastaa Phythophthora-lajista periisin olevaa vastaa-
vaa polypeptidid tai proteiinia.

46. Patenttivaatimuksen 38 mukainen menetelmé, jossa kasvi on kaksisirkkainen
tai yksisirkkainen.

47. Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelmi, jossa kasvi on riisi, vehni, ohra,
ruis, puuvilla, auringonkukka, maapéhkind, maissi, peruna, bataatti, papu, herne,
sikuri, salaatti, endiivi, kaali, kukkakaali, parsakaali, turnipsi, retiisi, pinaatti, sipuli,
valkosipuli, munakoiso, pippuri, selleri, porkkana, kesdkurpitsa, kurpitsa, kesiakur-
pitsa (zucchini), kurkku, omena, pairyns, meloni, mansikka, greippi, vadelma, ana-
nas, soija, tupakka, tomaatti, durra tai sokeriruoko.

48. Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelmi, jossa kasvi on ruusu, paavalin-
kukka, petunia, pelargonia, joulutdhti, krysanteemi, tarhaneilikka tai oppineitten-
kukka.

49. Patenttivaatimuksen 38 mukainen menetelmi, josta saadaan kiytt66n trans-
geeninen kasvi.
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50. Patenttivaatimuksen 38 mukainen menetelmi, josta saadaan kidytt6on trans-

geenisen kasvin siemen.

51. Patenttivaatimuksen 38 mukainen menetelma, joka lisdksi kidsittdd sen, ettd:

tuodaan yliherkkyysvasteen kaynnistdjapolypeptidid tai -proteiinia kasvatettuun
kasviin kasvin kasvun lisdamiseksi.
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