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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒ
ｏｓｅａ）菌株ＩＤＡＣ　０４０９１３－０１である、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼ
ア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の分離培養菌株。
【請求項２】
　内生菌として植物にコロニーを形成する、請求項１記載の分離培養菌株。
【請求項３】
　植物を該分離培養菌株と接触させると、前記植物の葉、花、果実、及び／又は根に影響
を及ぼす病気又は病原菌を抑制又は制御する、請求項１記載の分離培養菌株。
【請求項４】
　前記病気が、灰色カビ病、白色カビ病、褐色腐敗病、根腐病、及び／又はホモプシス（
ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）病である、請求項３記載の分離培養菌株。
【請求項５】
　前記病気が、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、スクレ
ロチニア・スクレロチオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）に
よって、及び／又はピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）種、リゾクトニア（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎ
ｉａ）、及び／又はフザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）の種によって引き起こされる、請求
項３記載の分離培養菌株。
【請求項６】
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　請求項１～５いずれか１項記載のクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔ
ａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の分離培養菌株から得られた真菌胞子。
【請求項７】
　胞子形成に適した条件下において基材上で該分離培養菌株をインキュベートすることに
よって得られたものである、請求項６記載の真菌胞子。
【請求項８】
　請求項１～６いずれか１項記載の分離培養菌株又は請求項６若しくは７記載の真菌胞子
を含む製剤。
【請求項９】
　担体又は希釈剤をさらに含む、請求項８記載の製剤。
【請求項１０】
　液状又は固体状である、請求項８又は９記載の製剤。
【請求項１１】
　固体状であり、安定剤、吸湿剤、誘引剤、希釈剤、及び／又は凝固阻止剤の１つ以上を
さらに含む、請求項１０記載の製剤。
【請求項１２】
　前記安定剤が粒状ケイ酸カルシウムである、請求項１１記載の製剤。
【請求項１３】
　前記吸湿剤が、乾燥材、シリカゲルの粒子又はビーズ、超吸収性ポリマー、ポリアクリ
ル酸ナトリウム、木屑、及び／又は粘土球を含む、請求項１１記載の製剤。
【請求項１４】
　前記誘引剤がミネラルを含む、請求項１１記載の製剤。
【請求項１５】
　前記ミネラルが、二酸化ケイ素、酸化アルミニウム、カルシウム、鉄、マグネシウム、
カリウム、ナトリウム、リン、チタン、マンガン、ストロンチウム、ジルコニウム、リチ
ウム、ルビジウム、ホウ素、亜鉛、バナジウム、クロム、銅、イットリウム、ニッケル、
コバルト、ガリウム、セシウム、スカンジウム、スズ、モリブデン、及び／又はカルシウ
ム石灰岩の１つ以上を含む、請求項１４記載の製剤。
【請求項１６】
　前記誘引剤がＤＹＮＡ－ＭＩＮ（商標）を含む、請求項１１記載の製剤。
【請求項１７】
　製剤１グラム当たり１×１０８～４×１０８の胞子を含む、請求項８～１６いずれか１
項記載の製剤。
【請求項１８】
　植物を、請求項１～５いずれか１項記載の分離培養菌株、請求項６又は７記載の真菌胞
子、或いは請求項８～１６いずれか１項記載の製剤と接触させることを含む、植物を生物
農薬で処理する方法。
【請求項１９】
　前記植物の健康、成長、及び／又は収量を向上させるための請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　前記植物の病気及び／又は病原菌の予防又は処置のための請求項１８記載の方法。
【請求項２１】
　前記植物のカビの成長を制御するための請求項１８記載の方法。
【請求項２２】
　植物の種子の発芽を向上させるための請求項１８記載の方法。
【請求項２３】
　前記病原菌が、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、スク
レロチニア・スクレロチオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）
、ピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）種、アルテルナリア（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、モニリア
（Ｍｏｎｉｌｉａ）、モニリニア（Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ）、コレトトリカム（Ｃｏｌｌｅ
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ｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）、クラドスポリウム・リゾクトニア（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　
Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ）、ストレプトミセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、ディジメ
ラ（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ）、及び／又はフザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）である、請求項
２０記載の方法。
【請求項２４】
　前記病気が、灰色カビ病、白色カビ病、褐色腐敗病、根腐病、及び／又はホモプシス（
ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）病である、請求項２０記載の方法。
【請求項２５】
　前記植物が、ヒマワリ、キャノーラ、ブルーベリー、イチゴ、ブドウ、ピーマン、キュ
ウリ、トマト、芝草、ブロッコリ、モモ、キャノーラの実生苗、大豆及び／又はススキか
ら選択される、請求項１８～２４いずれか１項記載の方法。
【請求項２６】
　前記植物が温室で栽培される、請求項１８～２５いずれか１項記載の方法。
【請求項２７】
　前記植物を前記分離培養菌株、真菌胞子又は製剤と接触させることが、該植物に、噴霧
、ミスト、浸漬、又は栄養液を適用することを含む、請求項１８～２６いずれか１項記載
の方法。
【請求項２８】
　前記植物を前記分離培養菌株、真菌胞子又は製剤と接触させることが、昆虫媒介を含む
、請求項１８～２６いずれか１項記載の方法。
【請求項２９】
　請求項１～５いずれか１項記載の分離培養菌株、請求項６又は７記載の真菌胞子、或い
は請求項８～１６いずれか１項記載の製剤の、生物農薬としての使用。
【請求項３０】
　植物の健康、成長、及び／又は収量を向上させるための請求項２９記載の使用。
【請求項３１】
　植物の病気又は病原菌を処置又は予防するための請求項２９記載の使用。
【請求項３２】
　前記病原菌が、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、スク
レロチニア・スクレロチオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）
、ピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）種、アルテルナリア（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、モニリア
（Ｍｏｎｉｌｉａ）、モニリニア（Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ）、コレトトリカム（Ｃｏｌｌｅ
ｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）、クラドスポリウム・リゾクトニア（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　
Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ）、ストレプトミセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、ディジメ
ラ（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ）、及び／又はフザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）である、請求項
３１記載の使用。
【請求項３３】
　前記病気が、灰色カビ病、白色カビ病、褐色腐敗病、根腐病、及び／又はホモプシス（
ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）病である、請求項３１記載の使用。
【請求項３４】
　植物材料を、請求項１～５いずれか１項記載の分離培養菌株、請求項６又は７記載の真
菌胞子、或いは請求項８～１６いずれか１項記載の製剤と接触させることを含む、植物材
料の腐敗を低減する方法。
【請求項３５】
　前記植物材料が、果実、野菜又は穀物である、請求項３４記載の方法。
【請求項３６】
　前記植物材料に接触させることが、液状である請求項８～１０いずれか１項記載の製剤
を用いて前記植物材料に噴霧、ミスト、又は浸漬を適用することを含む、請求項３４又は
３５記載の方法。
【請求項３７】
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　前記植物材料が収穫されたものである、請求項３４～３６いずれか１項記載の方法。
【請求項３８】
　生物農薬の製造方法において、
　請求項１記載の分離培養菌株を基材に接種するステップ；及び
　真菌の成長に適した条件下で前記基材をインキュベートして、クロノスタキス・ロゼア
ｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）ＢＶＴ　Ｃｒ－
７を生成するステップ
を含む、方法。
【請求項３９】
　前記真菌の成長に適した条件が、９５％を超える相対湿度、及び２０～２４℃の範囲の
温度を含む、請求項３８記載の方法。
【請求項４０】
　前記基材が、滅菌基材である、請求項３８又は３９記載の方法。
【請求項４１】
　前記基材を真菌の胞子形成に適した条件下でインキュベートするステップをさらに含む
、請求項３８又は３９記載の方法。
【請求項４２】
　前記真菌の胞子形成に適した条件が、相対湿度を５０％未満に低下させることを含む、
請求項４１記載の方法。
【請求項４３】
　胞子を前記基材から取り出して接種材料を作成するステップをさらに含む、請求項４１
又は４２記載の方法。
【請求項４４】
　前記胞子を担体又は希釈剤と混合するステップを含む、請求項４３記載の方法。
【請求項４５】
　前記植物が種子又は実生苗である、請求項１８～２７いずれか１項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本出願は、参照によりその全内容が本明細書に組み入れられる２０１３年９月１１日に
出願の米国仮特許出願第６１／８７６，４６９号明細書の優先権を主張する。
【技術分野】
【０００２】
　本開示は、真菌クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）の
分離菌株に関し、詳細には、植物の処理用の生物農薬(biological control agent)として
有用なクロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）の分離菌株に
関する。
【背景技術】
【０００３】
　クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒ
ｏｓｅａ）は、野生の多様な植物及びほぼ全ての種類の作物植物の組織中に見られる有益
な極微菌(micro-fungus)である。この極微菌は、世界中の農場で収穫される植物の健康な
根、葉、茎、花、及び果実、並びに苗木畑、果樹園、ブドウ園、牧草地、及び庭園で一般
的である。この極微菌は、亜北極帯、冷温帯及び暖温帯、砂漠、並びに湿潤熱帯まで多種
多様な領域からの植物及び土壌で報告されている。Ｃ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）によっ
てコロニーが形成された植物は、その組織が自然に老化して死ぬまで、この極微菌が存在
する目に見える兆候を一切示さない。植物が死んだときに、この極微菌は、胞子を形成す
ることができ、白っぽい増殖物（whitish growth）が、特に拡大鏡を用いると、植物の表
面で確認できるようになることがある。病気に関連した病原生物とは異なり、クロノスタ
キス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）は、植物では病変、斑点、萎れ、又は他の兆候を引き
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起こさない。クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅ
ａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）は、植物の処理用の有益な生物農薬であることも知られており、植
物を病気及び環境ストレスから保護するのに役立ち、かつ植物の成長及び生産性の促進に
役立つ。
【０００４】
　Ｓｔｅｗａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（特許文献１）は、クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎ
ｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）菌株８８－７１０を説明し、この菌株が、植物の生命力
、健康、成長、及び収量の促進に有利であると述べている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許第８，１０１，５５１号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　植物の処理用の生物農薬として有用なクロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈ
ｙｓ　ｒｏｓｅａ）の新菌株への要求が依然として存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、真菌クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　
ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の新菌株を分離して特徴付けた。本明細書に記載されるよ
うに、「ＢＶＴ　Ｃｒ－７」と命名されたクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎ
ｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）のこの新菌株は、植物の処理用の生物
農薬として特に有用である。本開示の一態様において、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼ
ア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７の
分離菌株（ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｃｕｌｔｕｒｅ）は、２０１３年９月４日に、１０１５　
Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ　Ｓｔｒｅｅｔ，Ｗｉｎｎｉｐｅｇ，Ｍａｎｉｔｏｂａ，Ｒ３Ｅ　３
Ｒ２，Ｃａｎａｄａに所在のＮａｔｉｏｎａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ，Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ａｇｅｎｃｙ　ｏｆ　Ｃａｎａｄａにあるカ
ナダの国際寄託当局に、受託番号：０４０９１３－０１で寄託されている。
【０００８】
　実施例１に記載されるように、生物農薬としての使用に特に有利な特性を有する菌株を
同定するために、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏ
ｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の一連の異なる菌株を分離して特徴付けた。クロノスタキス・
ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の他の菌
株と比較して、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、多数の改善された特性及び／又は生物農薬としての
使用に望ましい特性の組合せを示した。例えば、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、胞子形成の成長及
び存在量、作物植物の根の中及び試験植物の花及び葉の中を含む多様な植物の中に内生的
に定着するＢＶＴ　Ｃｒ－７の能力、並びに広範な植物の病気及び／又は病原菌を抑制又
は制御するＢＶＴ　Ｃｒ－７の能力に関する、改善された又は望ましい特性を示した。一
実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓ
ｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の対照菌株、例えば、８８－７１０及び／
又はＥＶ１ａと比較して１つ以上の改善された特性を示す。
【０００９】
　さらに、実施例２～５に記載されるように、制御された条件下での、現場試験及び温室
でのＢＶＴ　Ｃｒ－７の植物への適用は、ＢＶＴ　Ｃｒ－７が、多様な条件下で、多種多
様な植物に対して、多数の異なる病気に対して高い効能を有する広範な生物農薬であるこ
とを実証している。実施例４に示されているように、ＢＶＴ　Ｃｒ－７はまた、例えば、
収穫した作物の腐敗又は退色のレベルを低下させることによって、植物材料の損傷を低減
するのにも有用である。
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【００１０】
　従って、一態様では、本明細書に記載のクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎ
ｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離培養菌株
が提供される。一実施形態では、この菌株は、２０１３年９月４日に、１０１５　Ａｒｌ
ｉｎｇｔｏｎ　Ｓｔｒｅｅｔ，Ｗｉｎｎｉｐｅｇ，Ｍａｎｉｔｏｂａ，Ｒ３Ｅ　３Ｒ２，
Ｃａｎａｄａに所在のＮａｔｉｏｎａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ，Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ａｇｅｎｃｙ　ｏｆ　Ｃａｎａｄａにあるカナダの
国際寄託当局に、受託番号：０４０９１３－０１で寄託された菌株である。
【００１１】
　また、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　
ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７から形成される胞子、並びにクロノスタキス・ロ
ゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ
　Ｃｒ－７の子孫、及びＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離培養菌株、胞子、及び／又は子孫を含む
製剤も提供される。また、無性生殖することができるクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア
（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７の分
離細胞も提供される。一実施形態では、胞子形成に適した条件下で、基材でＢＶＴ　Ｃｒ
－７の分離培養菌株をインキュベートすることによって得られる胞子が提供される。一実
施形態では、安定剤、例えば、ケイ酸カルシウムに結合させたＢＶＴ　Ｃｒ－７の胞子を
含む製剤が提供される。
【００１２】
　一実施形態では、本明細書に記載のＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離培養菌株（isolated cultu
re）は、内生菌(endophyte)として植物にコロニーを形成する(colonize)。一実施形態で
は、植物をＢＶＴ　Ｃｒ－７と接触させることにより、その植物の葉、花、果実、及び／
又は根に影響を及ぼす病気又は病原菌を抑制又は制御する。一実施形態では、この病気は
、灰色カビ病、白色カビ病、褐色腐敗病、根腐病、及び／又はホモプシス（ｐｈｏｍｏｐ
ｓｉｓ）である。一実施形態では、この病気は、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔ
ｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、スクレロチニア・スクレロチオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ
　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）によって、及び／又はピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）種、リ
ゾクトニア（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ）、及び／又はフザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）の
種によって引き起こされる。
【００１３】
　一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７の接種材料でコロニー形成された植物又は植物材料
も提供される。
【００１４】
　一実施形態では、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒ
ｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物の処理用の生物農薬として有
用である。一実施形態では、植物を本明細書に記載のクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア
（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７と接
触させるステップを含む、植物の処理方法が提供される。例えば、一実施形態では、ＢＶ
Ｔ　Ｃｒ－７は、ＢＶＴ　Ｃｒ－７で処理されていない対照植物と比較して、植物の健康
、成長、及び／又は収量を向上させるのに有用である。一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－
７は、植物の病気及び／又は病原菌の予防又は処置に有用である。一実施形態では、ＢＶ
Ｔ　Ｃｒ－７は、病原真菌を含む他の真菌の植物へのコロニー形成の排除を促進するのに
有用である。一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、例えば、病原菌の感染に応答して、
植物の病気及びストレスに対する天然の耐性を生じさせるのに有用である。また、植物材
料をＢＶＴ　Ｃｒ－７と接触させるステップを含む、植物材料の損傷を低減する方法も提
供される。
【００１５】
　一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物の健康、成長、及び／又は収量に影響を及
ぼし得る病気及び／又は病原菌を予防又は処置するための植物の処理に有用である。一実



(7) JP 6526011 B2 2019.6.5

10

20

30

40

50

施形態では、病原菌は、微生物、例えば、真菌又は細菌である。ＢＶＴ　Ｃｒ－７によっ
て制御することができる、植物の健康、成長、及び／又は収量に影響を及ぼし得る病原菌
の例として、限定されるものではないが、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　
ｃｉｎｅｒｅａ）、スクレロチニア・スクレロチオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ　ｓｃ
ｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）、ピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）種、アルテルナリア（Ａｌｔｅｒ
ｎａｒｉａ）、モニリア（Ｍｏｎｉｌｉａ）、モニリニア（Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ）、コレ
トトリカム（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）、クラドスポリウム・リゾクトニア（Ｃｌ
ａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ）、ストレプトミセス（Ｓｔｒｅｐｔｏ
ｍｙｃｅｓ）、ディジメラ（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ）、及び／又はフザリウム（Ｆｕｓａｒ
ｉｕｍ）が挙げられる。ＢＶＴ　Ｃｒ－７の適用によって制御することができる、植物の
健康、成長、及び／又は収量に影響を及ぼし得る病気の例として、限定されるものではな
いが、灰色カビ病、白色カビ病、褐色腐敗病、及び／又は根腐病が挙げられる。他の例と
して、例えば、ブルーベリー又はブドウにおけるホモプシス（ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）病、
及びジャガイモそうか病が挙げられる。
【００１６】
　一実施形態では、この植物は、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａ
ｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７によって内生的にコロニ
ー形成され得るあらゆる植物又はその一部である。一実施形態では、植物は、開花植物、
穀物、マメ科植物、又は野菜植物である。例えば、一実施形態では、本明細書に記載の方
法及び使用は、植物、例えば、開花植物又は作物、例えば、野菜、果実、穀物、及びこれ
らの種子又は実生苗の処理に有用である。一実施形態では、本明細書に記載の方法及び使
用は、針葉樹実生苗／移植苗の処理に有用である。一実施形態では、植物は、樹木、例え
ば、マツ、クロトウヒ、又はマツ移植苗である。一実施形態では、この植物は、コムギ、
オオムギ、ヒマワリ、キャノーラ、ブルーベリー、イチゴ、ラズベリー、ブドウ、ジャガ
イモ、ピーマン、キュウリ、トマト、芝草、ピーマン、トマト、キュウリ、ブロッコリ、
カリフラワー、モモ、リンゴ、キャノーラ、花が咲く観賞植物、例えば、バラ、ゼラニウ
ム、シクラメン、キンギョソウ、エキザカム（Ｅｘａｃｕｍ）、ベゴニア、又はユリであ
る。一実施形態では、この植物は、屋外で栽培される。一実施形態では、この植物は、温
室で栽培される。
【００１７】
　一実施形態では、本明細書に記載の方法及び使用は、植物を、ＢＶＴ　Ｃｒ－７、例え
ば、ＢＶＴ　Ｃｒ－７培養菌株、胞子、又はこれらの製剤と接触させるステップを含む。
一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７培養菌株、胞子、又はこれらの製剤は、接種材料とし
て有用である。一部の実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、噴霧、ミスト、浸漬、粉末、
又は栄養液として、及び／又は昆虫媒介によって、例えば、参照によりその全内容が本明
細書に組み入れられるＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＣＡ２０１３／０５０１７９号明細書に記載の
ハチ媒介の使用によって、植物又はその一部に適用される。
【００１８】
　また、生物農薬の製造方法も提供され、この方法は、分離培養菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７を
基材(substrate)に接種するステップ、及び真菌の成長に適した条件下でこの基材をイン
キュベートしてクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓ
ｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７を生成するステップを含む。任意選択的に
、この方法は、真菌の胞子形成に適した条件下で基材をインキュベートするステップ、及
び胞子をこの基材から取り出して(remove)、接種材料を得るステップをさらに含む。
【００１９】
　本開示の他の特徴及び利点は、以下の詳細な説明から明らかになるであろう。しかしな
がら、詳細な説明及び特定の実施例が示されているが、本開示の趣旨及び範囲内の様々な
変形形態及び変更形態が、当業者にはこの詳細な説明から明らかになるため、本開示の好
ましい実施形態が単なる例示によって示されることを理解されたい。
【発明を実施するための形態】
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【００２０】
定義
　本明細書で使用される「クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙ
ｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７」又は「ＢＶＴ　Ｃｒ－７」は
、２０１３年９月４日に、１０１５　Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ　Ｓｔｒｅｅｔ，Ｗｉｎｎｉｐ
ｅｇ，Ｍａｎｉｔｏｂａ，Ｒ３Ｅ　３Ｒ２，Ｃａｎａｄａに所在のＮａｔｉｏｎａｌ　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ａｇｅ
ｎｃｙ　ｏｆ　Ｃａｎａｄａにあるカナダの国際寄託当局に、受託番号：０４０９１３－
０１で寄託された真菌株を指す。「クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔ
ａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７」、「ＢＶＴ　Ｃｒ－
７」、又は「クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅ
ａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＩＤＡＣ　０４０９１３－０１」という語はまた、前記菌株の
分離菌株（ｉｓｏｌａｔｅ）、又は前記菌株から、例えば、無性生殖によって産生される
あらゆる細胞、培養菌株、胞子、及び子孫も含む。
【００２１】
　当技術分野で公知の様々な方法をＢＶＴ　Ｃｒ－７の培養又は真菌胞子の調製に使用す
ることができ、このような方法には、限定されるものではないが、本明細書に記載の方法
、並びに参照によりそれぞれの全内容が本明細書に組み入れられるＳｕｔｔｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．“Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍ　ｒｏｓｅｕｍ：ａ　ｖｅｒｓａｔｉｌｅ　ａｄｖｅｒ
ｓａｒｙ　ｏｆ　Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ　ｉｎ　ｃｒｏｐｓ．”Ｐｌａｎｔ
　Ｄｉｓ　１９９７；８１：３１６－２８；Ｓｕｔｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．“Ａｂｉｌｉｔ
ｙ　ｏｆ　Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｔｏ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈ　ａｎｄ
　ｓｕｐｐｒｅｓｓ　ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｏｆ　Ｂｏｔｒｙ
ｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ　ｉｎ　ｄｅｌｅａｆｅｄ　ｓｔｅｍｓ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｐｏ
ｎｉｃ　ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ　ｔｏｍａｔｏｅｓ”Ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ　Ｓｃｉ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌ　２００２；１２（４）：４１３－２５、及び米国特許出願公開第２０１２
／００２１９０６号明細書“Ｆｕｎｇａｌ　Ｉｎｏｃｕｌａｎｔ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏ
ｎｓ”に記載の方法が含まれる。
【００２２】
　本明細書で使用される「植物」は、ＢＶＴ　Ｃｒ－７によって内生的にコロニー形成さ
れ得る植物界の任意の植物を指す。好ましい一実施形態では、植物は栽培植物である。一
実施形態では、「植物」はまた、植物になる塊茎、種子、及び／又は実生苗も含み、任意
選択的に植物材料も含む。本明細書で使用される「植物材料」は、植物から収穫又は分離
され、かつ病気及び／又は病原菌による感染によって損傷しやすい食物として又は他の用
途に使用されることになるあらゆる材料を指す。植物材料の例として、限定されるもので
はないが、収穫された穀物、果実、又は野菜が挙げられる。
【００２３】
　本明細書で使用される「内生的にコロニー形成される(colonized endophytically)」と
は、病気の兆候又は他の側面を引き起こさず、かつ他の方法で宿主を傷つけることなく、
真菌の胞子が植物宿主に侵入してその中に真菌コロニーを形成するプロセス、又はその一
部を指す。
【００２４】
　本明細書で使用される「生物農薬(biological control agent)」は、植物の健康、成長
、生命力、及び／又は収量を促進し；発芽率及び／又は種子品質を向上させ；病気、害虫
、及び／又は環境ストレス、例えば、悪天候又は土壌条件に対する耐性を向上させ；病気
若しくは病原菌を制御する若しくは対処する、又は病気若しくは病原菌の処理若しくは予
防に有用であり；或いは外傷及び／又は感染からの植物の回復を促進する作用物質を指す
。生物農薬の好ましい例として、本明細書に記載されるクロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏ
ｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７が挙げられる。
【００２５】
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　本明細書で使用される「病原菌」は、植物宿主に侵入してコロニーを形成し、かつ植物
の健康、成長、生命力、及び／又は収量を低下させ得る微生物を指す。病原菌の例として
、限定されるものではないが、細菌及び真菌、例えば、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔ
ｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、スクレロチニア・スクレロチオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉ
ｎｉａ　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）、並びにピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）、アルテルナ
リア（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、モニリア（Ｍｏｎｉｌｉａ）、モニリニア（Ｍｏｎｉｌ
ｉｎｉａ）、コレトトリカム（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）、クラドスポリウム・リ
ゾクトニア（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ）、ストレプトミセス
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、ディジメラ（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ）、及び／又はフザリ
ウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）の種が挙げられる。
クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）と植物及び植物病原
生物との相互作用
　理論に制限されるものではないが、クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙ
ｓ　ｒｏｓｅａ）ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、病気及びストレスに対する天然の植物の耐性を生
じさせることを含む様々な機序によって、及び他の病原菌の競合的排除によって植物を保
護すると考えられる。
【００２６】
　クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）は、非常に多数の微小（５～７μＭ）豆
型胞子によって繁殖する。植物に付着すると、胞子は、発芽して細い管を形成し、この管
から極度に細い枝が形成されて、植物組織中に侵入する。侵入は、生きている花弁、葉、
植物の傷、根、塊茎、及び植物の他の部分で起こり得る。組織に侵入すると、各枝は、微
小真菌コロニーを形成する。クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）コロニーを有
する植物は、病気を引き起こす生物（病原菌）によって引き起こされるような兆候を一切
示さない。植物組織内で内生菌として定着すると、クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃ
ｈｙｓ）は、有益な効果を付与することができ、例えば、病気及びストレスに対する天然
の植物の耐性を生じさせる。
【００２７】
　微小クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）コロニーと植物組織との関係は、植
物の組織が老化し始める、例えば、葉がまず黄色に変わり始める、又は病気若しくはスト
レスが発症し始めると急激に変化する。この時点で、小さいコロニーが、急速に成長し始
めて、しばしば、隣接組織を完全に占拠する。クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙ
ｓ）は、老化して死にかけている植物で成長するほぼ全ての他の真菌及び細菌の前に、こ
の成長を始める。従って、クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）は、老化してい
る植物組織の先駆的定着菌群(pioneer colonizer)である。実際に、クロノスタキス（Ｃ
ｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）は、ボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）、スクレロチニア（Ｓ
ｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ）、及びモニリニア（Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ）のような破壊病原菌を
含む他の生物の前に組織を占拠する。一旦組織が占拠されると、病原菌を含む他の生物が
、占拠している生物にとって代わることはない。クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈ
ｙｓ）は、組織の先制占拠だけで病原菌及び他の真菌の成長をブロックすることができる
。この競合的排除は、クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）が病原生物及び植物
の病気の発症を抑制する主な手段である。実施例に示されるように、クロノスタキス（Ｃ
ｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、多種多様な植物における病気及び病原菌
の制御に特に有効である。
【００２８】
　クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）は、コロニー形成された組織が徐々に老
化して死ぬときに胞子を形成する。多くの場合、このような胞子は、近隣の生きている植
物で内生成長の新たなサイクルを開始する。クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ
）は、植物材料が生きている間にコロニー形成した死んだ植物材料中にしばらく生存する
ことができる。しかしながら、クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）は、既に他
の真菌及び細菌によって占拠されている死んだ植物材料で成長する能力が殆どない。この
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ような状況では、クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）は、植物残渣及び土壌の
微生物界に適合した微生物、例えば、ペニシリウム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）及びアス
ペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）とあまり競合しない。
【００２９】
　クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）は、他の真菌の菌糸及び菌糸体上で成長
する能力も有する（即ち、菌寄生菌である）。クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙ
ｓ）は、通常は、菌糸、菌核、又は真菌の他の部分に非常に密接な接触（即ち、完全な接
触又は恐らく１～５μＭの距離に近接）をして初めて、別の真菌を攻撃する。こうするこ
とにより、クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）菌糸は、ときには、寄生した真
菌の周りに螺旋状に巻き付き、「宿主真菌」が基本的に死ぬ。
【００３０】
　理論に制限されるものではないが、クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）が病
原菌及び植物の病気を抑制する主な方法は：Ａ．組織内での病原菌の成長を妨げるように
老化又は損傷組織を急速に占拠すること；及びＢ．植物の病原生物に対する天然の耐性機
序を刺激することによるものであると考えられる。さらに、クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏ
ｓｔａｃｈｙｓ）は、寄生（即ち、食物源として真菌上で成長する）によって真菌の生存
構造（例えば、土壌中又は土壌上の菌核及び様々な種類の胞子）を不活性化させる又は殺
すことができる。ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物の処理用の生物農薬として特に有効にする多
数の特徴を有するクロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）の分離菌株である。
【００３１】
　菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７の特性及び特徴
　一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７と呼ばれるクロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈ
ｙｓ）の分離菌株が提供される。一実施形態では、この株は、２０１３年９月４日に、１
０１５　Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ　Ｓｔｒｅｅｔ，Ｗｉｎｎｉｐｅｇ，Ｍａｎｉｔｏｂａ，Ｒ
３Ｅ　３Ｒ２，Ｃａｎａｄａに所在のＮａｔｉｏｎａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ａｇｅｎｃｙ　ｏｆ　Ｃａｎａｄａ
にあるカナダの国際寄託当局に、受託番号：０４０９１３－０１で寄託された株である。
一実施形態では、「クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒ
ｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７」又は「ＢＶＴ　Ｃｒ－７」は、例え
ば、無性生殖によって、前記菌株から産生されるあらゆる培養物、胞子、細胞、及び子孫
を含む。本明細書に記載されるように、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、クロノスタキス（Ｃｌｏｎ
ｏｓｔａｃｈｙｓ）の他の菌株よりも有利な多数の特性を有する。
【００３２】
　例えば、一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、標準的な寒天培地及び植物の種子、例
えば滅菌穀物種子で、胞子を形成することができる。一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７
は、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．
ｒｏｓｅａ）の他の菌株、例えば８８－７１０（又はＡＦｒ－７１０、ＰＧ－７１０とし
て知られる）と比較して、標準的な寒天培地及び植物の種子、例えば滅菌穀物種子で、胞
子を形成する改善された能力を有する。菌株８８－７１０は、（参照により全内容が本明
細書に組み入れられる）Ｓｕｔｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｆｕｎｇａｌ　Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ　Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ａ
ｓ　ａｎ　Ｉｎｏｃｕｌａｎｔ　ｔｏ　Ｅｎｈａｎｃｅ　Ｇｒｏｗｔｈ，Ｆｉｔｎｅｓｓ
　ａｎｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｒｏｐ　Ｐｌａｎｔｓ．Ｐｒｏｃ．ＩＶ
ｔｈ　ＩＳ　ｏｎ　Ｓｅｅｄ，Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　ａｎｄ　Ｓｔａｎｄ　Ｅｓｔａｂ
ｌｉｓｈｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｏｒｔ．Ｃｒｏｐｓ　Ｅｄ．：Ｄ．Ｉ．Ｌｅｓｋｏｖａｒ，
Ａｃｔａ　Ｈｏｒｔ．７８２，ＩＳＨＳ　２００８　ｐｐ．２７９－２８６に記載されて
いる。一実施形態では、穀物種子は、コムギ種子又はオオムギ種子である。一実施形態で
はＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物の処理に使用される接種材料の作成に有用である。
【００３３】
　一態様では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物で内生的に定着することができる。一実施形態
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では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物の根、例えば植物作物の根で、内生的に定着することが
できる。一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃ
ｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の他の菌株、例えば８８－７１
０と比較して、植物の根で内生的に定着する改善された能力を有する。例えば、一実施形
態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物作物及び／又は植物、例えば小さい粒状の穀物、芝草
、エンドウマメ、キャノーラ、ダイズ、ピーマン、トマト、及びキュウリで、内生的に定
着する改善された能力を有する。
【００３４】
　一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物の葉及び／又は花で内生的に定着すること
ができる。一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（
Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の他の菌株、例えば８８－７
１０と比較して、植物の葉及び／又は花で内生的に定着する改善された能力を有する。例
えば、一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、ミニバラ、イチゴ、ヒマワリ、及びキャノ
ーラの葉及び／又は花で内生的に定着する改善された能力を有する。
【００３５】
　別の態様では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物の病気を抑制及び／又は制御することができ
る。一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、病原菌、例えば、他の真菌又は微生物によっ
て引き起こされる植物の病気を抑制又は制御することができる。一実施形態では、ＢＶＴ
　Ｃｒ－７は、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓ
ｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の他の菌株、例えば８８－７１０と比較して、植物の病気を抑制
又は制御する改善された能力を有する。例えば、一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、
植物の葉、花、果実、及び／又は根に影響を及ぼす病気を抑制又は制御する改善された能
力を有する。一実施形態では、病気は、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃ
ｉｎｅｒｅａ）（灰色かび病）、スクレロチニア・スクレロチオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉ
ｎｉａ　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）（白色かび病）によって、及び／又はピシウム（Ｐ
ｙｔｈｉｕｍ）種、リゾクトニア（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ）、及び／又はフザリウム（
Ｆｕｓａｒｉｕｍ）（根腐れ及び他の病気）の種によって引き起こされる。
【００３６】
　一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、植物材料の腐敗を軽減することができる。例え
ば、一実施形態では、収穫した植物材料を、例えば噴霧処理によってＢＶＴ　Ｃｒ－７と
接触させることにより、未処理の植物材料と比較して腐敗の発生を軽減する。
【００３７】
　ＢＶＴ　Ｃｒ－７の植物及び／又は植物の一部への適用
　一実施形態では、本明細書に記載される方法及び使用は、植物又は植物材料をＢＶＴ　
Ｃｒ－７と接触させるステップを含む。一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７を、例えば植
物又は植物材料の内生コロニーの形成を促進するように、植物又は植物材料に曝露する。
ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、適用例によって噴霧、ミスト、浸漬、栄養液、及び／又は昆虫媒介
を含む任意の既知の方法によって、植物の葉、花、根、塊茎、及び／又は種子を含む植物
のあらゆる部分に適用することができる。
【００３８】
　例えば、移植用の若い植物を、移植時に土壌培地を浸す又は植物を浸漬することによっ
て処理することができる。
【００３９】
　別の例では、花に感染する病原菌によって引き起こされる病気は、しばしば、クロノス
タキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）ＢＶＴ　Ｃｒ－７を花に適用
することによって、例えば噴霧処理又は虫媒介、例えば、参照によりそれぞれの全内容が
本明細書に組み入れられるＰＣＴ公開国際公開第２０１２／１３５９４０号及びＰＣＴ出
願ＰＣＴ／ＣＡ２０１３／０５０１７９号明細書に記載されているハチ媒介技術によって
、有効に制御することができる。一実施形態では、（例えば、毎週の噴霧とは対照的に）
ハチは開花したての花にクロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）を毎日送達するた
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め、ハチ媒介により、開花している穀物の処理が可能となる。
【００４０】
　他の例示的な適用例として、以下のものが挙げられる：葉の表面並びに落葉中及び他の
刈込み作業中に生じる茎の傷の中の病原菌、例えばボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）を
制御するための、ごく少量のミスト又は従来の噴霧によって温室穀物の葉へのクロノスタ
キス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）の適用；ダラースポット病（スクレロチニア（Ｓｃｌ
ｅｒｏｔｉｎｉａ））、雪腐れ病（ティフラ（Ｔｙｐｈｕｌａ）、マイクロドチウム（Ｍ
ｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ））、及び他の葉の病気を制御するための、ゴルフコースの芝生
のクロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）での噴霧処理；クロノスタキス（Ｃｌｏ
ｎｏｓｔａｃｈｙｓ）の（４８時間以内の）新しい傷への適用は、しばしば、例えば、接
ぎ木、挿し木、及び傷ついた植物における多数の傷感染病原生物から長期的に保護する；
及び種子をクロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）で処理して（続いて、根茎で真
菌が成長して）、干ばつ又は（特定の殺虫剤の使用を含む）生産作業によってストレスを
受けたときに成長を維持する穀物、例えば、フィールドピーの能力を向上させることがで
きる。
【００４１】
　一実施形態では、本明細書に記載のＢＶＴ　Ｃｒ－７は、キャノーラ、ヒマワリ、ラズ
ベリー、ブルーベリー、イチゴ、リンゴ、洋ナシ、キーウィフルーツ、スイカ、コーヒー
、マンゴー、アボカド、サクランボ、プラム、アーモンド、モモ、カシュー、グアバ、ア
ルファアルファ、ソバ、クローバー、マメ、エンドウマメ、タマネギ、ダイズ、綿、マス
タード、ブラックベリー、グーズベリー、ピーマン、ナス、及びスグリを含む様々な作物
における病原菌、例えば、スクレロチニア・スクレロチオラム（ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ
　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）、モニリニア・バクシニイ－コリムボシ（ｍｏｎｉｌｉｎ
ｉａ　ｖａｃｃｉｎｉｉ－ｃｏｒｙｍｂｏｓｉ）、及び／又はボトリティス・シネレア（
ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）の制御に有用であり得る。
【００４２】
　一部の実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、単回投与曝露として、又は異なる時点での
複数回投与若しくは曝露で植物に適用される。例えば、一実施形態では、植物は、例えば
、少なくとも２日間、４日間、１週間、２週間、１か月間、１か月間、若しくは１か月間
を超える間隔で、噴霧によって、又は適切な接種材料ディスペンサーを備えるハチの巣箱
を用いた昆虫媒介によって、ＢＶＴ　Ｃｒ－７が投与されるか、又はＢＶＴ　Ｃｒ－７に
曝露される。
【００４３】
　一実施形態では、植物は、標的植物の毎年の生育サイクル中に１回以上ＢＶＴ　Ｃｒ－
７と接触させられる。例えば、一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、成長の季節が始ま
る春及び／又は成長の季節が終わる秋に植物に適用される。一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃ
ｒ－７は、植物材料の収穫の前、例えば、植物材料の収穫の１週間前、２週間前、３週間
前、又は４週間前に植物に適用される。
【００４４】
　植物に接種するための製剤
　一態様では、植物又は植物材料を接種するのに適したＢＶＴ　Ｃｒ－７を含む製剤が提
供される。任意選択的に、この製剤は、固形、例えば、粉末製剤、又は溶液、例えば、水
溶液とすることができる。一実施形態では、この製剤は、ＢＶＴ　Ｃｒ－７の凍結乾燥胞
子を含む。一実施形態では、本明細書に記載の製剤は、植物の処理用の接種材料として有
用である。
【００４５】
　一実施形態では、この製剤は、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａ
ｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７に由来の分離培養菌株又
は真菌胞子と組み合わせられる様々な添加剤を含み得る。
【００４６】
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　当業者であれば、製剤中の細胞又は胞子の濃度は、製剤が使用される条件（例えば、気
候、標的植物、製剤を植物又は植物材料に適用する方法など）によって異なり得ることを
理解されよう。
【００４７】
　一部の実施形態では、この製剤は、固形剤であり、製剤１グラム当たり約１×１０８～
約４×１０８の胞子、任意選択的に、製剤１グラム当たり約２×１０８～約４×１０８の
胞子を含み得る。
【００４８】
　一部の実施形態では、添加剤は、安定剤、吸湿剤、誘引剤（attracting agent）、希釈
剤、及び／又は凝固阻止剤(anti-caking agent)の１つ以上を含む。一部の実施形態では
、添加剤は、安定剤、吸湿剤、誘引剤、希釈剤、及び／又は凝固阻止剤の２つ以上を含み
得る。一実施形態では、この製剤は、昆虫媒介、例えば、参照により本明細書に組み入れ
られるＰＣＴ／ＣＡ２０１３／０５０１７９号明細書に記載されている昆虫媒介に適して
いる。
【００４９】
　一実施形態では、この製剤は安定剤を含む。この安定剤は、標的植物に送達される前の
品質低下、分解、又は真菌の胞子の活性化を防止又は最小限にする。安定剤の例として、
粒状ケイ酸カルシウムが挙げられる。例えば、一部の実施形態では、この製剤は、真菌胞
子を含むことができ、真菌胞子は、ケイ酸カルシウムの少なくとも一部に結合することが
できる。製剤は、胞子が結合するケイ酸カルシウム１グラム当たり約１×１０９～４×１
０９の胞子の密度を有し得る。一実施形態では、この製剤は、胞子が結合するケイ酸カル
シウム１グラム当たり約２×１０９の胞子を有し得る。
【００５０】
　一実施形態では、この製剤は吸湿剤を含む。この吸湿剤は、製剤を比較的乾燥した状態
に維持して、製剤の固化又は凝集を防止するために製剤から湿分を吸収する役割を果たす
。吸湿剤の例として、乾燥材、例えば、シリカゲルの粒子又はビーズ、及び超吸収性ポリ
マー、例えば、ポリアクリル酸ナトリウムが挙げられる。吸湿剤のさらなる例として、木
屑及び粘土球が挙げられる。
【００５１】
　一実施形態では、この製剤は誘引剤を含む。この誘引剤は、この製剤が植物及び媒介昆
虫に引き寄せられるようにするのに役立ち得る。例えば、この誘引剤は、正味の正の静電
荷を有することができ、従って、この誘引剤は、正味の負の静電荷を有する植物及び／又
は媒介昆虫に静電気的に引き寄せられる。一部の例では、この誘引剤は、ミネラル又はミ
ネラル混合物を含み得る。特定の一例では、この誘引剤は、ＤＹＮＡ－ＭＩＮ（商標）と
いう名称でＡｇｒｉ－Ｄｙｎａｍｉｃｓ（Ｍａｒｔｉｎｓ　Ｃｒｅｅｋ，ＰＡ）によって
販売されているミネラル混合物を含むことができ、このミネラル混合物は、以下のミネラ
ルを含む：二酸化ケイ素、酸化アルミニウム、カルシウム、鉄、マグネシウム、カリウム
、ナトリウム、リン、チタン、マンガン、ストロンチウム、ジルコニウム、リチウム、ル
ビジウム、ホウ素、亜鉛、バナジウム、クロム、銅、イットリウム、ニッケル、コバルト
、ガリウム、セシウム、スカンジウム、スズ、モリブデン、及び追加の微量元素。別の例
では、この誘引剤は、カルシウム石灰岩を含み得る。
【００５２】
　一実施形態では、この製剤は希釈剤を含む。この希釈剤は、適切なデンプン又は小麦粉
とすることができる。この製剤が昆虫媒介によって送達される例では、この希釈剤は、昆
虫を刺激せず、かつ昆虫に危害を与えず、かつ昆虫に食べられないように選択することが
できる。希釈剤は、この希釈剤が凝集しないよう、多量の湿分を吸収しないようにさらに
選択することができる。昆虫媒介に適し得る希釈剤の例として、トウモロコシの粉及び穀
物の粉、例えば、ライムギ、コムギ、米粉、及びスペルトコムギが挙げられる。代替の例
では、この希釈剤はカオリンとすることができる。他の例では、この希釈剤は、粉乳又は
タルクを含み得る。これらは、製剤が昆虫媒介以外の方法、例えば、噴霧によって送達さ
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れる例で特に有用であり得る。
【００５３】
　一実施形態では、この製剤は、適切な凝固阻止剤を含む。凝固阻止剤の特定の一例は、
酸化マグネシウムである。当業者に公知の他の凝固阻止剤も、本明細書に記載の製剤に利
用することができる。
【００５４】
　一実施形態では、この製剤は、液剤、例えば、水性懸濁液である。一実施形態では、こ
の製剤は、約１～６×１０５の胞子／ｍＬ、及び任意選択的に約２～５×１０５の胞子／
ｍＬを含む。一実施形態では、この製剤は、液剤であり、かつ１つ以上の農学的に適した
担体又は希釈剤を含む。一実施形態では、この液剤は、１つ以上の安定剤を含む。
【００５５】
　また、本明細書に記載の生物農薬、例えば、有効量のＢＶＴ　Ｃｒ－７を含む接種材料
を製造する方法も提供される。例えば、一実施形態では、ＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離培養菌
株を用意するステップ、ＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離培養菌株を基材に接種するステップ、及
び、この基材を真菌の成長に適した条件下でインキュベートするステップを含む方法が提
供される。一実施形態では、接種された基材は、９０％又は９５％を超える相対湿度、及
び２０～２４℃の範囲の温度でインキュベートされる。
【００５６】
　一実施形態では、この基材は、滅菌基材である。一実施形態では、この方法は、この基
材を真菌の胞子形成に適した条件下でインキュベートするステップをさらに含む。クロノ
スタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）の真菌胞子形成に適した条
件は当技術分野で公知である。例えば、一実施形態では、真菌胞子形成に適した条件は、
真菌の成長のために、基材、例えば、滅菌種子でＢＶＴ　Ｃｒ－７を数日間、約２０～２
４℃、（約９５％を超える）高い湿度で成長させてから、多数の胞子形成に好ましいよう
に少なくとも１０日間、少なくとも２週間、又は２週間超、相対湿度を約５０％未満、任
意選択的に約２０～５０％未満、３５～４５％未満、又は約２０～２５％未満に低下させ
ることを含む。本発明者らは、少なくとも約２週間、相対湿度を約３５～４５％に低下さ
せることが、ＢＶＴ　Ｃｒ－７の真菌胞子形成に特に有効であると結論づけた。一実施形
態では、滅菌種子はオオムギの種子である。一実施形態では、基材は、胞子形成の間、通
気される。好ましくは、基材は、他の微生物の汚染を回避するために滅菌条件下でインキ
ュベートされる。
【００５７】
　一実施形態では、この方法は、任意選択的に水溶液中に懸濁することによって、胞子を
基材から取り出すステップをさらに含む。一実施形態では、胞子は、接種材料を作成する
ために基材から取り出される。任意選択的に、胞子を基材から取り出し、次いで凍結乾燥
して又は当技術分野で公知の他の方法で処理して生物農薬を製造することができる。一実
施形態では、この方法は、接種材料を１つ以上の追加の成分、例えば、安定剤、吸湿剤、
誘引剤、希釈剤、及び／又は凝固阻止剤と混合して、本明細書に記載の製剤を作成するス
テップを含む。一実施形態では、この方法は、基材と滅菌水との混合物により胞子を基材
から取り出すステップを含む。一実施形態では、この方法は、混合物を振盪するステップ
、凝集材料又は粗材料を濾過するステップ、濾過物を徐々に遠心分離するステップ、及び
ペレット材料を再懸濁して水溶液を得るステップを含む。
【００５８】
　追加の実施形態
　一実施形態では、本明細書に記載のＢＶＴ　Ｃｒ－７を植物又は植物材料に投与するス
テップを含む植物病原菌を制御する方法が提供される。例えば、ＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離
菌株、胞子、及び本明細書に開示の製剤を、植物又は植物材料で起こる感染、特にボトリ
ティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）又はスクレロチニア（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ）のような病
原性真菌による感染の可能性を低くするための予防剤として使用することができる。
【００５９】
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　また、植物の病原菌を制御する方法も提供され、この方法は、一群の種子を本明細書に
開示の培養菌株又は製剤で処理し、次いで処理した種子を植物の中で培養するステップを
含む。
【００６０】
　また、本明細書に開示されるＢＶＴ　Ｃｒ－７及び担体又は希釈剤を含み、任意選択的
に、追加の生物防除剤、例えば、抗真菌薬又は殺虫剤をさらに含む製剤が提供される。こ
の製剤は、種子処理製剤、植物処理製剤、又は土壌処理製剤とすることができる。一実施
形態では、この担体又は希釈剤は、製剤の安定性及び効能を保証するのに役立つ農学的に
許容され得る担体又は希釈剤である。一実施形態では、この担体又は希釈剤は、生物農薬
に適合し、農学的に許容され得、かつ良好な吸湿性及び適切な嵩密度を有し、容易な粒子
の分散及び付着が可能である。
【００６１】
　ＢＶＴ　Ｃｒ－７を含む本明細書に記載の製剤は、例えば、種子又は植物の珠芽、成長
培地（例えば、土壌、若しくは水）、植物の根及び／若しくは植物の葉、植物の花若しく
は雌しべ、又はこれらの任意の組合せに適用することができる。この製剤で処理すること
ができる例示的な植物として、限定されるものではないが、作物、例えば、種子作物、穀
類作物、繊維作物、豆類(pulse crops)、園芸作物、森林作物、及び芝草が挙げられる。
【００６２】
　本明細書に記載のＢＶＴ　Ｃｒ－７を含む製剤は、当技術分野で確立された作業に従っ
て、水性噴霧、顆粒、及び粉／粉末製剤を植物に適用することができる。水性噴霧は、通
常は、ＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離培養菌株又は胞子の湿潤粉末又は乳化濃縮製剤を比較的多
量の水と混合して分散液を形成することによって調製される。
【００６３】
　上記の開示は、一般に本出願を説明している。以下の特定の実施例を参照することによ
り、より完全な理解を得ることができる。これらの実施例は、例示のためだけに説明され
、本開示の範囲を限定するものではない。均等物の形態及び置換における変化形態は、状
況によっては好都合となる又は好都合をもたらす可能性があるため考えられる。特定の語
が本明細書で利用されているが、このような語は、説明目的であり、限定を意図するもの
ではない。
【００６４】
　以下の非限定の実施例は、本開示の例示である。
【実施例】
【００６５】
　実施例１：クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅ
ａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離
　いくつかの種類の作物（コムギ、ダイズ、トウモロコシ、アルファアルファ、芝生）を
、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒ
ｏｓｅａ）の新菌株の可能な供給源として、Ｇｕｅｌｐｈ，Ｏｎｔａｒｉｏに近い畑で収
集した。ＢＶＴ　Ｃｒ－７として本明細書に記載の真菌の株は、Ａｒｋｅｌｌ，Ｏｎｔａ
ｒｉｏに近い畑で収集された健康で若いコムギ植物（初期分げつ期）の根から分離した。
クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏ
ｓｅａ）（ＢＶＴ　Ｃｒ－１～ＢＶＴ　Ｃｒ－１４）の一連の他の株も、以下に記載する
ように分離した。
【００６６】
　クロノスタキス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）菌株をコムギ植物及び他の作物の根から
分離するために使用した手順は以下の通りであった。全体を通して無菌技術を使用した。
いくつかの植物からの根を、水道水で洗浄して土を除去し、ペーパータオルで水分を拭き
取り、次いで１～２ｃｍの長さの切片にカットした。これらの切片を、紙ティッシュで水
分を拭き取り、２０～２２℃で、ペトリ皿のパラコート－クロラムフェニコール寒天培地
でインキュベートした。パラコートは、根の老化を加速させ、これにより、クロノスタキ
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ス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）が既にコロニーを形成している根の表面で、クロノスタ
キス（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）が比較的迅速に（例えば、６～８日以内に）胞子を形
成することができる。胞子形成構造（分生子柄及びこの分生子柄が有する分生子）が、真
菌を認識して同定するための基本である。分生子（即ち、胞子）を取り出して、培養下で
発芽させることができる。
【００６７】
　真菌を分離するために、胞子を消毒針で、根の分生子柄から、ペトリ皿の（細菌を抑制
するために）ストレプトマイシンで改変されたポテトデキストロース寒天（ＰＤＡ）培地
に移した。胞子が発芽して、寒天培地にコロニーを形成した後に、真菌をペトリ皿のＰＤ
Ａ－ストレプトマイシンで二次培養した。二次培養物の胞子を、滅菌蒸留水で懸濁し、こ
の懸濁液を段階希釈してＰＤＡに広げた。単一胞子から成長しているコロニーを、ペトリ
皿の新しい寒天培地に移し、可能な生物農薬としてさらに特徴付けるために一連の分離菌
株として４℃で培養し続けた。
【００６８】
　次いで、一連の分離菌株を試験して、互いに比較し、かつ８８－７１０及びＥＶ－１ａ
を含むクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ
．ｒｏｓｅａ）の樹立菌株と比較した。菌株８８－７１０は、（参照により全内容が本明
細書に組み入れられる）Ｓｕｔｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｆｕｎｇａｌ　Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ　Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ａ
ｓ　ａｎ　Ｉｎｏｃｕｌａｎｔ　ｔｏ　Ｅｎｈａｎｃｅ　Ｇｒｏｗｔｈ，Ｆｉｔｎｅｓｓ
　ａｎｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｒｏｐ　Ｐｌａｎｔｓ．Ｐｒｏｃ．ＩＶ
ｔｈ　ＩＳ　ｏｎ　Ｓｅｅｄ，Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　ａｎｄ　Ｓｔａｎｄ　Ｅｓｔａｂ
ｌｉｓｈｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｏｒｔ．Ｃｒｏｐｓ　Ｅｄ．：Ｄ．Ｉ．Ｌｅｓｋｏｖａｒ，
Ａｃｔａ　Ｈｏｒｔ．７８２，ＩＳＨＳ　２００８　ｐｐ．２７９－２８６に記載されて
いる。
【００６９】
　次いで、分離菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７［ハチ媒介技術クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎ
ｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）＃７］を、実施例２及び３に明示される実験により優れ
た分離菌株と同定した。次いで、ＢＶＴ　Ｃｒ－７の分離培養菌株を維持し、２０１３年
９月４日に、１０１５　Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ　Ｓｔｒｅｅｔ，Ｗｉｎｎｉｐｅｇ，Ｍａｎ
ｉｔｏｂａ，Ｒ３Ｅ　３Ｒ２，Ｃａｎａｄａに所在のＮａｔｉｏｎａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ａｇｅｎｃｙ　ｏｆ
　Ｃａｎａｄａにあるカナダの国際寄託当局に、受託番号：０４０９１３－０１で寄託し
た。
【００７０】
　実施例２：ＢＶＴ　Ｃｒ－７のクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａ
ｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の他の菌株に対する試験及び特徴付け
　新たに分離した菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７及びクロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏ
ｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の２つの追加の菌株（８８－７１０
及びＥＶ－１ａ）を、植物の処理用の生物農薬としてのこれらの特性を評価するために設
計された一連の実験で比較した。ＢＶＴ　Ｃｒ－７を、以下の各基準に基づいて８８－７
１０及び／又はＥＶ－１ａと比較して同等であるか又は優れているかを観察した：
・標準的な寒天培地及び基材、例えば、市販の接種材料の作成に使用することができる滅
菌穀物種子（コムギ及びオオムギ）における胞子形成の成長及び存在量
・小さい粒状の穀物、芝草、エンドウマメ、キャノーラ、ダイズ、ピーマン、トマト、及
びキュウリを含む多様な種類の作物植物の根の中で（即ち、内生的に）十分に定着する能
力
・いくつかの試験植物（ミニバラ、イチゴ、ヒマワリ、キャノーラ）の葉及び花の中で内
生的に定着する能力
・葉、花、果実、及び根に影響を及ぼす多様な破壊性の病気、特に、ボトリティス・シネ
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レア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）（灰色かび病）、スクレロチニア・スクレロ
チオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）（白色かび病）によっ
て、及びピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）種、リゾクトニア（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ）、及
びフザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）（根腐れ及び他の病気）の種によって引き起こされる
病気を抑制又は制御する能力。
【００７１】
　従って、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、多様な種類の作物における多様な病気に対して望ましい
効能プロフィールを示し、一般に、８８－７１０及び／又はＥＶ－１ａと比較して生物農
薬として好ましい活性を示す。
【００７２】
　実施例３：植物の病気を制御するためのＢＶＴ　Ｃｒ－７の効能
　現場試験でＢＶＴ　Ｃｒ－７の活性を評価するために、ＢＶＴ　Ｃｒ－７を一連の植物
及び作物に適用した。特に、特定の病原菌によって引き起こされる病気を制御するために
、ＢＶＴ　Ｃｒ－７を（例えば、ハチ媒介又は噴霧処理によって）以下の植物の花に適用
した。
・ヒマワリ：スクレロチニア（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ）、ボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔ
ｉｓ）、及びフザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）
・キャノーラ：スクレロチニア（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ）
・ブルーベリー：モニリニア（ｍｏｎｉｌｉｎｉａ）、スクレロチニア（Ｓｃｌｅｒｏｔ
ｉｎｉａ）、ボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）、ホモプシス（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）
・イチゴ：ボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）、ホモプシス（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）、及
びリゾプス（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）
・ラズベリー：ボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）
・ブドウ：ボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）、ホモプシス（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）。
【００７３】
　ＢＶＴ　Ｃｒ－７を、（栄養液によって）温室水耕作物の根にも適用し、ピーマン、キ
ュウリ、及びトマトで、ピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）及びフザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
）によって引き起こされる病気を制御するために観察した。
【００７４】
　ＢＶＴ　Ｃｒ－７を（噴霧として）、芝草、温室ピーマン、及び温室トマトの葉に適用
した。ＢＶＴ　Ｃｒ－７を、芝草ではスクレロチニア（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ）、ティ
フラ（Ｔｙｐｈｕｌａ）、及びマイクロドチウム（Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ）によって
、温室ピーマンではフザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）によって、及び温室トマトではボト
リティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）によって引き起こされる病気を制御するために観察した。
【００７５】
　イチゴの処理のためのＢＶＴ　Ｃｒ－７の現場試験
　４つのクマバチのコロニーが、４エーカー（１６１８７平方メートル）の有機イチゴ畑
の中心に位置しているＯｎｔａｒｉｏで試験を行った。各コロニー箱（「巣箱」）は、ハ
チが巣箱を出るときにＢＶＴ　Ｃｒ－７の粉末製剤をハチにまぶすためにディスペンサー
を備えていた。ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、畑全体のイチゴの花の８０％超から回収された。Ｂ
ＶＴ　Ｃｒ－７がハチ媒介された畑の果実の腐敗レベルは、近くの未処理の有機イチゴ畑
と比較して極端に低かった。この試験で、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、ボトリティス（Ｂｏｔｒ
ｙｔｉｓ）によるイチゴの腐敗を＞９０％、ホモプシス（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）によるイ
チゴの腐敗を１００％、リゾプス（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）による腐敗（「漏汁性腐敗」）を
９３％抑制した。
【００７６】
　ヒマワリの処理のためのＢＶＴ　Ｃｒ－７の現場試験
　クマバチによるＢＶＴ　Ｃｒ－７の畑での媒介試験を、Ｒｉｐｌｅｙ　Ｏｎｔａｒｉｏ
の近くでヒマワリに対して行った。処理された畑及びその場所の対照の畑（クマバチ又は
ＢＶＴ　Ｃｒ－７を用いない）から回収した種子を、実験室での分析で比較した。ハチ媒
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介処理された種子の発芽は、対照の種子の発芽よりも２７％高かった（即ち、７０．７％
と比較して８９．７％）。ＢＶＴ　Ｃｒ－７処理はまた、種子のいくつかの望ましくない
カビ（フザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、ボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）、及びペニ
シリウム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ））のレベルも低減した。
【００７７】
　クマバチは、巣箱から花まで少なくとも３６０メートル、ＢＶＴ　Ｃｒ－７を強力に媒
介した。ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、ヒマワリの頭の小さい花と種子の大部分で内生菌として効
率的に定着した。破壊性病原菌スクレロチニア（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ）は、ＢＶＴ　
Ｃｒ－７によってコロニーが形成されたヒマワリの頭では見られなかったが、ハチ媒介Ｂ
ＶＴ　Ｃｒ－７の範囲外では頭の２０～２５％に存在した。Ｇｒｏｗｅｒｓは、種子の収
量が、（受粉及びＢＶＴ　Ｃｒ－７の影響で）２０％超増加し、より良い品質、特に大き
いサイズの種子（従ってより多くの油）が得られ、収穫した種子のカビが減少したと報告
した。
【００７８】
　ブルーベリーの処理用のＢＶＴ　Ｃｒ－７の現場試験
　Ｐｒｉｎｃｅ　Ｅｄｗａｒｄ　Ｉｓｌａｎｄでの試験により、粉末製剤として又は胞子
懸濁水の噴霧としてクマバチによって適用されるＢＶＴ　Ｃｒ－７が、ローブッシュブル
ーベリーの花、液果、及び葉に内生的に定着できたことが実証された。この処理は、健康
な液果の割合を７０～１００％増加させた。ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、気象条件が病気にとっ
て著しく好ましいときを含め、マミーベリー、即ち、真菌モニリニア・バクシニイ－コリ
ムボシ（Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ　ｖａｃｃｉｎｉｉ－ｃｏｒｙｍｂｏｓｉ）によって引き起
こされる主なブルーベリーの病気の発生を大幅に低減した。ＢＶＴ　Ｃｒ－７はまた、こ
れまでに説明されていないスクレロチニア・スクレロチオラム（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ
　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）によって引き起こされる病気が原因であることを本発明者
らが見出した、液果の褐色化及び未熟での落下を著しく低減した。１年間の試験で、スク
レロチニア（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ）病は、未処理のブルーベリーのマミーベリーと少
なくとも同じ損傷を与えた。適切な時期のＢＶＴ　Ｃｒ－７の噴霧適用は、Ｏｎｔａｒｉ
ｏでのローブッシュブルーベリー及びハイブッシュブルーベリーの試験において、ホモプ
シス（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）癌腫病に対して効果があった。従って、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は
、畑のブルーベリーに影響を及ぼす主な病気に対する広範な生物学的制御ツールである。
【００７９】
　従って、クロノスタキス・ロゼアｆ．ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ
　ｆ．ｒｏｓｅａ）菌株ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、多くの種類の作物において経済的に非常に
重要な多様な病気を制御することができる。
【００８０】
　実施例４：制御された条件でのＢＶＴ　Ｃｒ－７の効能
　ＢＶＴ　Ｃｒ－７を、生物農薬としてのその使用を評価するために多数の特定の作物で
試験した。
【００８１】
　Ａ．キャノーラの実生苗：ＢＶＴ　Ｃｒ－７での種子の処理は、滅菌土壌中のリゾクト
ニア・ソラニ（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎｉ）の非常に攻撃的な株及び畑土壌
中のピシウム（Ｐｙｔｈｉｕｍ）根腐病を非常に強力に抑制した。
【００８２】
　Ｂ．収穫したニンジン（根）：ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、模擬貯蔵中のニンジンの病原菌と
共に接種したときに菌核病（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ　ｒｏｔ）を強力に抑制した。
【００８３】
　Ｃ．ブロッコリの頭：ＢＶＴ　Ｃｒ－７での噴霧処理は、貯蔵されたブロッコリの頭の
アルタナリア（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、クラドスポリウム（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ
）、及び早期退色を制御した。
【００８４】
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　Ｄ．モモ：新鮮なモモへのＢＶＴ　Ｃｒ－７のミスト適用は、果実の褐色腐敗病（モニ
リア（Ｍｏｎｉｌｉａ））の発生及び発症率を著しく抑制した。
【００８５】
　Ｅ．ススキ（Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ）：貯蔵の前にＢＶＴ　Ｃｒ－７の胞子懸濁液への
ススキ（Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ）の根茎の浸漬は、低温貯蔵の数か月の間、ピシウム（Ｐ
ｙｔｈｉｕｍ）、フザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、及びリゾクトニア（Ｒｈｉｚｏｃｔ
ｏｎｉａ）による腐敗から保護した。
【００８６】
　これらの結果に基づいて、ＢＶＴ　Ｃｒ－７は、Ｃ．ロゼアｆ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅ
ａ　ｆ．ｒｏｓｅａ）の他の菌株よりも多くの種類の作物において、多様な条件下で証明
されている広範な高効能病気耐性を示した。
【００８７】
　実施例５：ＢＶＴ　Ｃｒ－７を用いた温室トマトの処理
　クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）ＢＶＴ－Ｃｒ７で
処理された温室トマトの花及び未処理の対照の花を、クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎ
ｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎ
ｅｒｅａ）、及び一般的なカビについて評価した。
【００８８】
　Ｎｏｖａ　Ｓｃｏｔｉａ，Ｃａｎａｄａの試験現場で、比較的小さい産業用温室（１／
４エーカー（１６１８７平方メートル）未満）でトマトの花に接種材料を送達するために
、接種材料ディスペンサーを備えたコロニー箱（「クマバチの巣箱」）を設置して、Ｃ．
ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）ＢＶＴ　Ｃｒ－７をハチ媒介で植物に送達した。
【００８９】
　実験室での手順
　トマトの花のサンプルを試験現場から優れた状態で受け取った。各サンプルは、小さい
ビニール袋に入れられた４つの花を含んでいた。各サンプルの４つの花を、２０１４年６
月２０日にペトリ皿のパラコート－クロラムフェニコール寒天（ＰＣＡ）培地に移し、透
明なプラスチックの箱で、明るすぎない日光で、２１～２５℃で７日間インキュベートし
た。次いで、各花を、クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ
）、ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、及び一般的なカビ
について顕微鏡で評価した。パラコートが、植物組織の自然の老化を促進し、これにより
クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ　ｒｏｓｅａ）が胞子を形成し、こ
れにより同定された。他の真菌も、老化して死ぬときに組織で成長して胞子を形成するこ
とができる。
【００９０】
　結果
　表１に示されているように、生物農薬クロノスタキス・ロゼア（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈ
ｙｓ　ｒｏｓｅａ）ＢＶＴ　Ｃｒ－７の胞子形成が、処理した花の８７．５％で観察され
、未処理の花では０％であった。処理した花のＣ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）の雄しべ及
び雌しべのクラスターの胞子形成は、ほぼ全ての例で高密度かつ広範囲であり、これによ
り、円錐様の形のこれらのクラスターが、ほぼ全体が白っぽく見えた。殆どの処理された
花の花粉での胞子形成は、中程度から重度であった。
【００９１】
　病原菌ボトリティス・シネレア（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）の胞子形成は、
未処理の花の１２％で見られ（全ての例で軽度であった）、Ｃ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ
）で処理された花では０％であった。
【００９２】
　一般的な温室カビは、様々な温度においてサンプルで観察された。原則として、これら
は、クラドスポリウム（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）（フルビア・フルバム（Ｆｕｌｖｉ
ａ　ｆｕｌｖｕｍ）ではない）、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、及びペニ
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シリウム（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、アルタナリア・アルテルナータ（Ａｌｔｅｒｎａ
ｒｉａ　ａｌｔｅｒｎａｔａ）、及びアクレモニウム（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）に似た真
菌の種を含んでいた。Ｃ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）のこれらのカビに対する効果につい
ての定量的な情報を提供するために、各花を、表１に示されている、１～５の尺度(scale
)で「カビ」（即ち、Ｃ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）又はボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉ
ｓ）以外のあらゆる真菌）を評価した。評点(rating)１は、カビの痕跡ゼロを表し、評点
５は、かなり重度のカビを表している。これらのカビの胞子形成を有する花の領域は、Ｃ
．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）が定着して胞子を形成している花では非常に低い（平均評点
１．８０／５．００）が、Ｃ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）の存在していない花では高い（
平均評点４．５５／５．００）（対照の全ての花を含む）。従って、生物農薬ＢＶＴ　Ｃ
ｒ－７は、ボトリティス（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）に加えて、これらのカビを著しく抑制する
ことが観察された。本質的に、プレーティングされた花のＣ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）
処理は、未処理の花と比較して非常に「綺麗」に見えた。
【００９３】

【表１】

【００９４】
　注目すべきは、ハチ媒介を使用したＢＶＴ－Ｃｒ７接種材料の送達により、花がＰＣＡ
で１週間インキュベートされた後に観察された著しい胞子形成レベルによって判定される
、生物農薬の花への迅速かつ完全な内生的定着が可能となった。
【００９５】
　「雄しべプラス型」のクラスターへのＣ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）の優れた定着が観
察され、この定着は、これらが病原菌侵入の主要な入口であるため特に重要である。
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【００９６】
　Ｃ．ロゼア（Ｃ．ｒｏｓｅａ）によってコロニーが形成された花において、Ｂ．シネレ
ア（Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ）の見掛けの完全な抑制及び多様な温室カビの大幅な抑制が観察
され、他の真菌に対するＢＶＴ　Ｃｒ－７の（例えば、競合排除による）広範な能力及び
活性を示唆している。
【００９７】
　本開示は、好ましい実施例と現在見なされるものを参照して説明してきたが、本出願は
、開示された実施例に限定されるものではないことを理解されたい。逆に、本開示は、添
付の請求項の趣旨及び範囲に含まれる様々な変更形態及び均等な構成を含むものとする。
【００９８】
　全ての刊行物、特許、特許出願、及び寄託生物は、それぞれの刊行物、特許、特許出願
、又は寄託生物が、参照によりそれぞれの内容が組み入れられるように具体的かつ個別に
示されたのと同じ程度に、参照によりそれぞれの全内容が本明細書に組み入れられる。
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【００９９】



(23) JP 6526011 B2 2019.6.5

10

20

30

40



(24) JP 6526011 B2 2019.6.5

10

20

フロントページの続き

(72)発明者  サットン，ジョン
            カナダ国　エヌ０ビー　１ビー０　オンタリオ州　アリス　アールアール　ナンバー１　ウェリン
            トン　ロード　３９　５７３６
(72)発明者  メイソン，トッド　ゴードン
            カナダ国　エル６エル　６ヴィー８　オンタリオ州　オークヴィル　スプリング　アジュール　ク
            レセント　１１３

    審査官  戸来　幸男

(56)参考文献  NASGA NEWS，２０１２年，pp.3-5
              Biol. Control，２００８年，vol.46, no.3，pp.508-514
              Biol. Control，２００９年，vol.50, no.3，pp.222-230

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　　１／００－１／３８
              Ａ０１Ｎ　　６３／００－６３／０４
              Ａ０１Ｐ　　　３／００　　　　
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／
              ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＰｕｂＭｅｄ


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	overflow

