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@Resumen:

Procedimiento de obtencién de una composicion
promotora del crecimiento vegetal que comprende
Pseudomonas putida y usos de la misma.

La presente invencion se refiere a un procedimiento
de obtenciéon de una composicion promotora del
crecimiento vegetal que comprende Pseudomonas
putida, que comprende las siguientes etapas: a)
cultivar la bacteria Pseudomonas putida en un medio
de cultivo que comprende un desecho industrial; y b)
colectar el cultivo obtenido y conservarlo a 4°C. Dicho
desecho industrial puede ser lactosuero o melaza.
Ademas, la presente invencion se refiere al uso de la
composicion obtenida mediante dicho procedimiento
para incrementar la productividad del cultivo de
vegetales, tales como acelgas, tomates y lechugas, y
para la conservacién de un césped, tal como el
césped de un campo de golf.
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de una composicion promotora del crecimiento vegetal que

comprende Pseudomonas putida y usos de la misma

La presente invencion se refiere al sector de la biotecnologia aplicada a la agricultura, y en
particular se refiere a un procedimiento de obtencién de una composicion que promueve el
crecimiento vegetal, cuya composicion comprende la bacteria Pseudomonas putida como
unico agente bioldgico y al uso de dicha composicion. El procedimiento de obtencién esta
basado en el uso de desechos industriales, tales como el lactosuero y la melaza, como
medio de cultivo de la Pseudomonas putida, 1o que implica una considerable reduccion de
los costes de produccion de dicha bacteria, asi como la utilizacion de residuos que pueden

ser contaminantes del medio ambiente.

La composicion obtenida mediante el procedimiento de la presente invencién se puede
clasificar como bioestimulante o rizobacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR por
sus siglas en inglés), ya que se trata de un microorganismo que aumenta el crecimiento de
las plantas, observandose un incremento en la emergencia, vigor, biomasa, desarrollo en
sistemas radiculares e incrementos de hasta el 30% en la produccién de cultivos de interés
comercial. Este efecto se consigue gracias a una simbiosis establecida entre la raiz de la
planta y la bacteria que se adhiere a esta. La bacteria obtiene de la raiz nutrientes que no
puede obtener en el suelo y proporciona a su vez otros nutrientes a la planta mediante la
degradacion de componentes presentes en el suelo, tales como nitratos y fosfatos. Ademas,
otra funcion conocida de esta bacteria es la de ser un Agente de Control Biolégico (BCA por
sus siglas en inglés). Esto quiere decir que al instalarse esta bacteria en las raices de las
plantas se evita la aparicién de otras bacterias y hongos perjudiciales para éstas por el

principio de competencia.

La Pseudomonas putida es una bacteria que vive en suelos y aguas, y en ocasiones
también se puede encontrar viviendo en la rizosfera de las plantas (la zona del suelo
alrededor de la raiz), con las que se asocia en relacién simbidtica. En esta asociacion
mutualista, la planta proporciona nutrientes a la bacteria y ésta, a su vez, puede movilizar

nutrientes para la planta o protegerla frente a patégenos y plagas.

Es una bacteria no patdgena para animales y humanos, que posee una gran capacidad

metabdlica, puede degradar un alto niumero de compuestos carbonados diferentes, entre
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ellos algunos que resultan toxicos y contaminantes. Por ello esta bacteria se emplea en

tareas de biorremediacion de derivados del petréleo y de la industria quimica.

Es conocido que la Pseudomonas putida es un organismo promotor del crecimiento vegetal,
y ha mostrado ser un organismo altamente eficiente para aumentar el crecimiento de las

plantas e incrementar su tolerancia a otros microorganismos causantes de enfermedades.

Otra caracteristica de esta bacteria es que es capaz de sintetizar la enzima1i-
aminociclopropano-carboxilo desaminasa (ACC), que hidroliza a nivel rizosférico al ACC,
precursor inmediato de la biosintesis del etileno en plantas, provocado una disminucién en la
concentraciéon ACC en plantas, que se traduce en una elongacién radicular. Ademas, el

etileno estimula la germinacién y rompe la dormancia de las semillas.

Un problema que existe para la obtencién industrial de esta bacteria es que el medio de
cultivo que habitualmente se utiliza para su crecimiento es muy costoso, dado que presenta
componentes como extracto de carne, peptona de carne y peptona, que son muy costosos
y, por lo tanto, hasta la fecha ha resultado en que los productos que se encuentran en el

mercado tengan un precio muy elevado.

Los inventores de la presente invencidon, tras extensos estudios han encontrado
sorprendentemente un procedimiento de obtencidn de Pseudomonas putida a escala
industrial, que utiliza como materia prima en el medio de cultivo desechos industriales, tales
como el lactosuero y la melaza, que permite disminuir significativamente los costes de
produccion y, ademas, colabora con la mejora del medio ambiente, lo cual aporta un valor

adicional al producto obtenido.

En la presente invencion, el término lactosuero o suero lacteo se refiere a la fraccién liquida
obtenida durante la coagulacion de la leche en el proceso de fabricacion del queso y de la
caseina, después de la separacién de la fase micelar. Es un liquido de color amarillo
verdoso, turbio, de sabor fresco, débilmente dulce, de caracter acido que contiene un 94%
de agua, proteinas y grasas. Es un subproducto rico en proteinas globulares hidrosolubles,
lactosa, grasas y minerales por lo que constituye una importante fuente de nutrientes para la
salud humana y animal. Debido a ello es una de las principales fuentes de contaminacion
ambiental. Cada afio se producen grandes cantidades de suero lacteo, ya que para fabricar

1 Kg de queso a partir de 10 litros de leche, se obtienen 9 litros de suero lacteo o lactosuero.
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El lactosuero ha sido considerado durante mucho tiempo como un desecho dificil de tratar y
eliminar, debido a las grandes cantidades producidas en la industria del queso. La industria
lactea genera un gran volumen de agua residual, con una alta contaminacién en materia
organica compuesta principalmente por lactosa y proteinas. Una concentracion de suero
entre el 1 — 2% en el agua de los rios produce rapidamente fermentaciones aerobias acidas,

que dificultan la actividad biolégica de los rios.

Por ejemplo, la normativa medioambiental espafola (Real Decreto Legislativo 1/2001, de 20
de julio, por el que se aprueba el texto refundido de la Ley de Aguas) no permite el vertido
del lactosuero al medioambiente y exige a los productores de queso la gestion de ese suero
que produce. El coste de una instalacién de tratamiento capaz de llevar a cabo no sdélo la
depuracion de los efluentes de la industria quesera, sino la depuracién del suero es muy
elevado y la gran mayoria de las fabricas de queso no pueden afrontarlo. Esto significa que
el suero debe ser gestionado y tratado de forma independiente a los demas efluentes de la

planta elaboradora de queso.

Un experto en la materia conoce que es posible obtener lactosuero de otras fuentes
alternativas, por ejemplo, del proceso de produccion del yougurt, entre otros, que también

estan dentro del alcance de proteccion de esta patente.

Por otra parte, en el procedimiento de la presente invencién también se puede utilizar
melaza. El término melaza se refiere a un producto liquido y espeso derivado del maiz, la
cana de azucar, y en menor medida de la remolacha azucarera y de los cereales, obtenido
del residuo restante en las cubas de extraccién de los azucares de las citadas materias
primas. Su aspecto es muy similar al de la miel aunque de color pardo muy oscuro,
practicamente negro. El sabor es dulce, ligeramente similar al del regaliz, con un pequefo

regusto amargo.

Nutricionalmente, la melaza presenta un altisimo contenido en hidratos de carbono ademas
de vitaminas del grupo B y abundantes minerales, entre los que destacan el hierro, el cobre
y el magnesio. Su contenido de agua es bajo. Se elabora mediante la coccién del jugo de la
cafia de azucar hasta la evaporacion parcial del agua que éste contiene, formandose un

producto meloso semicristalizado.

La melaza se emplea principalmente como suplemento energético para la alimentacién de

rumiantes por su alto contenido de azucares y su bajo coste en algunas regiones. No
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obstante, una pequefa porcion de la produccion se destina al consumo humano,

empleandola como edulcorante culinario.

Un experto en la materia conoce que es posible obtener melaza de otras fuentes

alternativas, que también estan dentro del alcance de proteccion de esta patente.

Sin embargo, los inventores de la presente invencion no conocen los efectos sobre el
rendimiento de las plantas cuando se utiliza melaza en el medio de cultivo de la bacteria
Pseudomonas putida. Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencion da a conocer
un procedimiento de obtencion de una composicion promotora del crecimiento vegetal que
comprende Pseudomonas putida, cuyo procedimiento comprende una etapa de crecimiento

bacteriano en la que se utiliza un desecho industrial, tales como el lactosuero o la melaza.

El procedimiento de obtencion de una composicién promotora del crecimiento vegetal que
comprende Pseudomonas putida de la presente invencion comprende las siguientes etapas:
a) cultivar la bacteria Pseudomonas putida en un medio de cultivo que comprende un
desecho industrial; y

b) colectar el cultivo obtenido y conservarlo a 4°C.

En una realizacién particular, el desecho industrial es lactosuero. En otra realizacién el

desecho industrial es melaza.

En el caso que se utilice lactosuero, el proceso de la presente invencién comprende una
etapa adicional de tratamiento previo de dicho lactosuero, para que esté en condiciones
estériles, aporte los nutrientes necesarios y no presente su turbidez caracteristica. Dicho
tratamiento puede incluir etapas de autoclavado, filtracion no estéril y estéril, calentamiento,
entre otras. Un experto en la materia conoce como se debe tratar previamente el lactosuero

para que pueda ser util como medio de cultivo.

La concentracion de la melaza en el medio de cultivo de la etapa a) debe estar en el rango
de 2,5-10% (v/v), preferentemente de 2,5-5% (v/v). En caso que se utilice lactosuero, su

concentracion debe estar en un rango de 25%-100% (v/v).

El medio de cultivo de la presente invencion puede contener, opcionalmente, otros
componentes que ayuden al crecimiento 6ptimo de las bacterias, tales como extracto de

levadura, K,HPO,, glucosa, entre otros. El experto en la materia conoce que
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concentraciones de estos componentes se deben utilizar para obtener un medio 6ptimo de

crecimiento bacteriano.

Una ventaja adicional del procedimiento de la presente invencion, es que no es necesario
realizar una etapas adicionales de purificacion o de formulacion final del producto; es decir,
que el producto directamente colectado tras la fermentacién es adecuado para su uso como

promotor del crecimiento vegetal.

El proceso de cultivo de la bacteria Pseudomonas putida de la presente invencion consiste
en inocular un bioreactor que contenga el medio mencionado anteriormente con entre un
5-10% (v/v) de un indculo crecido durante 8-24 h. Durante todo el cultivo se mantiene una
temperatura entre 20-30°C, una agitacion variable segun demanda de oxigeno disuelto, un
nivel de oxigeno disuelto entre 20-40% y un pH entre 6,0 y 9,0. La duracion del cultivo es
variable en funcién de la tasa de crecimiento observada. Alcanzada la concentracién celular

deseada el cultivo se para y se envasa directamente el producto en recipientes estériles.

Con el procedimiento de la presente invencién es posible obtener al menos 10° células/mL,
preferentemente entre 10° y 10° células/mL. Con una concentracién de al menos 10°
células/mL, el producto obtenido una vez aplicado a cultivos agricolas muestra sus
propiedades promotoras del crecimiento vegetal. Ademas, el producto presenta una
estabilidad en tiempo real y a una temperatura de 4°C en cuanto a células viables y pH de al
menos de 75 dias sin necesidad de utilizar un conservante. Opcionalmente, se puede utilizar

un conservante y por consiguiente la estabilidad del producto seria significativamente mayor.

La presente invencién también se refiere al uso de la composicion promotora del crecimiento
vegetal que comprende la bacteria Pseudomonas putida obtenida mediante el procedimiento
mencionado anteriormente para incrementar la productividad del cultivo de vegetales. Por
ejemplo, dichos cultivos vegetales pueden ser tomates, acelgas y lechugas, entre otros. La
composicién de la presente invencion también puede aplicarse en otros cultivos tales como

cereales, frutales y plantas ornamentales.

Ademas, la composicion promotora del crecimiento vegetal que comprende la bacteria
Pseudomonas putida obtenida mediante el procedimiento mencionado anteriormente puede
utilizarse para el mantenimiento de césped. Por ejemplo, dicho césped puede ser el césped

de un campo de golf.
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Por ultimo, la presente invencién también se refiere al uso del lactosuero o la melaza como

medio de cultivo de microorganismos promotores del crecimiento vegetal.

La invencion se describe a continuacion en referencia a las figuras adjuntas en las que:

- La figura 1 es una grafica que muestra el crecimiento en el tiempo de la bacteria
Pseudomonas putida en un reactor de 2L en tres medios diferentes: lactosuero pretratado +
7,5 g/L de extracto de levadura; melaza 0,5% (v/v) + 0,5 g/L de extracto de levadura; y el
medio comunmente utilizado para el crecimiento de Pseudomonas putida (extracto de carne
(1g/L), extracto de levadura (2g/L), peptona (5g/L), NaCl (5g/L), H20O destilada (1L)).

- La figura 2 es un estudio de estabilidad a una temperatura de 4°C del producto colectado

tras la fermentacién, en el que se midié tanto el nimero de células viables como el pH.

Para una mejor comprension, la presente invencion se describe a continuacion en referencia
a los siguientes ejemplos, que en ningun caso pretenden ser limitativos de la presente
invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Comparacion entre los procedimientos de obtencion de Pseudomonas putida

utilizando el medio M.Comun, y medios conteniendo lactosuero y melaza.

La cepa de Pseudomonas putida utilizada fue la cepa bacteriana depositada con el nimero
de acceso CECT 7881 en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

Medios de cultivo:

Medio M.Comun (medio recomendado por CECT para el cultivo de Pseudomonas putida):
extracto de carne (1g/L), extracto de levadura (2g/L), peptona (5g/L), NaCl (5g/L), H,O
destilada (1L).

Medio lactosuero 1: lactosuero 100% + 7,5 g/L de extracto de levadura.

Medio melaza: melaza 0,5% (v/v) + 0,5 g/L de extracto de levadura.

Para los estudios, se utilizé un biorreactor Biostat-A-er (Sartorius Stediem, Alemania) de 2

Litros. Los resultados se muestran en la figura 1. Se observa que en todos los medios
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utilizados la bacteria present6 un crecimiento adecuado, alcanzando en todos los casos una

concentracién celular por encima de 5x10° cel/ml a las 29 horas de cultivo.

Ejemplo 2. Estudio de estabilidad del producto obtenido en el Ejemplo 1.

Al producto obtenido mediante el procedimiento de la presente invencion en el Ejemplo 1 se
le realizé un estudio de estabilidad en tiempo real a una temperatura de 4°C. Para ello se
realizé un conteo celular en camara de Neubauer hasta que la concentracién celular fue
inferior a 10° células/mL. El conteo celular fue complementado con la siembra en placa para
confirmar que las células contadas eran viables. También se controld el pH, para determinar
si éste se encontraba en valores 6ptimos para la bacteria. Los resultados se muestran en la
figura 2 y demuestran que el producto es estable al menos durante 75 dias en estas

condiciones.

Ejemplo 3. Aplicacion del producto obtenido segun el procedimiento de la presente invencion

en cultivos de acelgas.

En primer lugar, el producto obtenido mediante el procedimiento del Ejemplo 1 se llevo hasta
una concentracién de 10° células/mL. Se aplicaron 3 dosis diferentes de 3, 6 y 9 mL,
respectivamente, a plantulas de acelgas tipo “delta” un dia antes de su trasplante, para que
el producto llegara a todo el volumen de tierra de cada plantula, fijandose asi por toda la
raiz. Una vez sembradas se aplicaron dosis de 6, 12 y 18 mL, respectivamente, mediante
pipetas Pasteur de 3mL, cada quince dias, para un total de 3 aplicaciones. Para cada dosis
se utilizaron 5 plantas y 15 plantas de control, a las que se le aplicd solamente agua. Se
contabilizé el peso fresco, el volumen de la planta sin raiz y el peso seco de cada una de

ellas.

Con la dosis 2 se obtuvieron los mejores resultados, presentando las acelgas “delta” un
incremento de peso con respecto al peso medio del grupo de control del 34,8%. El

incremento de la materia seca de esta dosis respecto al grupo de control fue del 8,7%.

Ejemplo 4. Aplicacion del producto obtenido segun el procedimiento de la presente invencion

en cultivos de tomate.

El mismo procedimiento del ejemplo anterior se realiz6 utilizando tomateras de tipo “raf’. En

este caso, cada dosis contenia 10 plantas a estudiar y se compararon con un total de 30
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plantas de control, a las que solamente se les aplicé agua. Ademas, en este caso se espero

hasta la obtencién de los frutos para valorar diferentes parametros de productividad.

Se contabilizé el nUmero de tomates maduros por planta semanalmente. Se obtuvieron unos

incrementos en relacion a las plantas de control de 69'74% (dosis 2) durante tres meses.

Ademas, el mismo procedimiento del ejemplo anterior se realizé utilizando tomateras de tipo
“pera”. En este caso, cada dosis contenia 4 plantas a estudiar y se compararon con un total
de 12 plantas de control, a las que solamente se les aplicé agua. Ademas, en este caso se

espero hasta la obtencion de los frutos para valorar diferentes parametros de productividad.

Se contabilizé el numero de tomates maduros por planta semanalmente. Se obtuvieron unos

incrementos en relacion a las plantas de control de 34’69% (dosis 2) durante un mes.

Ejemplo 5. Aplicacion del producto obtenido segun el procedimiento de la presente invencion

en cultivos de lechuga.

El procedimiento de los ejemplos anteriores se repitio utilizando lechugas de tipo “larga”, que
presentaron un incremento de peso del 40,03%, (dosis 1). El volumen se incrementd un
25,57% (dosis 1).

Ejemplo 6. Aplicacion del producto obtenido segun el procedimiento de la presente invencion

en un campo de golf.

Se utilizé el campo de golf del Club de Golf Llavaneras (Catalufia, Espafa). Se delimitaron
16 cuadrados de 0’'5x0’5 m (0,25 m?) a los que se le aplicé una dosis de 107 células/mL por
cada cuadrado de la composicion promotora del crecimiento vegetal que comprende la
bacteria Pseudomonas putida obtenida mediante el procedimiento de la presente invencion

antes indicado, y 16 cuadrados iguales de control a los que se les aplicé agua.

Se recogieron diferentes muestras de tierra para analizar al cabo de un mes con una sola
aplicacion del producto. Las pruebas analiticas realizadas en el laboratorio fueron:
determinacion del pH, determinaciéon de carbonatos mediante calcimetro de Bernard;
determinacion nitrégeno total mediante el método Kjeldahl, y fosforo asimilable mediante el

método Olsen-Watanable.
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes. El pH se estabilizd en el césped tratado
pasando de 9,07 a 8,3. El nitrdgeno medido por el método de Kjeldahl aumenté un 45,7% y
el nitrgeno amoniacal aumenté un 49,0%. Ademas, el fésforo asimilable se redujo un

53,4% en el césped tratado por asimilacion del césped.

10
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencion de una composicion promotora del crecimiento vegetal
que comprende la bacteria Pseudomonas putida, caracterizado porque comprende las
siguientes etapas:

a) cultivar la bacteria Pseudomonas putida en un medio de cultivo que comprende un
desecho industrial; y

b)  colectar el cultivo obtenido y conservarlo a 4°C.

2.  Procedimiento, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el desecho industrial es

lactosuero.

3.  Procedimiento, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el desecho industrial es

melaza.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque comprende una etapa

adicional de tratamiento previo del lactosuero.

5.  Procedimiento, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la concentracion del

lactosuero en el medio de cultivo esta en el rango entre 25%-100% (v/v).

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la concentracién de

melaza en el medio de cultivo esta en el rango entre 0,1 -5% (v/v).

7. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque opcionalmente comprende otros componentes tales como extracto de levadura,

Ko.HPO,, glucosa, entre otros.

8. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque la etapa de cultivo se realiza a una temperatura entre 20-30°C, una agitacion variable
segun demanda de oxigeno disuelto, un nivel de oxigeno disuelto entre 20-40% y un pH
entre 6,0 y 9,0.

9. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

porque en dicho procedimiento se obtienen al menos 10° células/mL.

11
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10. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque dicha composicion promotora del crecimiento vegetal obtenida es estable a 4°C
durante al menos 75 dias.

11. Uso de la composicién promotora del crecimiento vegetal que comprende la bacteria
Pseudomonas putida obtenida mediante el procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 10,
para incrementar la productividad del cultivo de vegetales.

12. Uso, segun la reivindicacién 11, caracterizado porque dichos vegetales son tomates.
13. Uso, segun la reivindicacién 11, caracterizado porque dichos vegetales son acelgas.
14. Uso, segun la reivindicacién 11, caracterizado porque dichos vegetales son lechugas.
15. Uso de la composicion promotora del crecimiento vegetal que comprende la bacteria
Pseudomonas putida obtenida mediante el procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 10,

para el mantenimiento de un césped.

16. Uso, segun la reivindicacién 15, caracterizado porque dicho césped es el césped de un

campo de golf.

12
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de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

] para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe
25.05.2016
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA

N° de solicitud: 201630562

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
AO01P, CO5F

Bases de datos electrénicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201630562

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 25.05.2016

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-16

1-16

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Informe del Estado de la Técnica

Pagina 3/4




OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201630562

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 ES 2338958 Al (SARL FRANCE CHAMPAGNE APPROVISIONNEMENT) 13.05.2010
D02 KR 960002865B B1 (KANG HYUNG MO et al.) 27.02.1996
D03 WO 2011119112 A1 (BIOMAX TECHNOLOGIES PTE LTD et al.) 29.09.2011

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (articulos 6 y 8 LP11/86)

En las reivindicaciones 1-10 de la solicitud de patente se reivindica un procedimiento de obtencién de una composicién
promotora del crecimiento vegetal que comprende la bacteria Pseudomonas putida, caracterizado porque comprende las
siguientes etapas: a) Cultivar la bacteria Pseudomonas putida en un medio de cultivo que comprende un desecho industrial;
b) colectar el cultivo obtenido y b) colectar el cultivo obtenido y conservarlo a 4°C.

En las reivindicaciones 11-16 de la solicitud de patente se reivindica el uso de la composicion promotora del crecimiento
vegetal que comprende la bacteria Pseudomonas putida obtenida mediante el procedimiento segin las reivindicaciones 1 a
10, para incrementar la productividad del cultivo de vegetales asi como para el mantenimiento del césped.

El documento DO1 divulga la fabricacion de una enmienda de abono a base de azufre asociada a capas de Pseudomonas
putida, Pseudomonas fluorescens y Trichoderma harzianum y que se presenta en forma de granulados. Los ingredientes
que constituyen el componente abidtico de la enmienda del abono son dolomia, kainita y melaza. Esta mezcla tal y como
indica el documento DO1 tiene un valor neutralizante adaptado a la supervivencia e incluso a la multiplicacion de los
microorganismos afiadidos.

El documento D02 muestra un fertilizante que comprende residuos y diferentes tipos de microorganismos entre los que se
encuentra Pseudomonas putida.

El documento D03 indica un procedimiento para tratar residuos organicos con diferentes géneros de microorganismos entre
los que se encuentra Pseudomonas sp. que posteriormente podran ser empleados como fertilizantes.

En ninguno de los documentos citados se refleja un procedimiento como el reivindicado en la solicitud de patente. Por tanto,
las reivindicaciones 1-16 de la solicitud de patente presentan novedad y actividad inventiva, segun lo establecido en los
articulos 6y 8 de la LP11/86.
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