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@Resumen:

Composiciones y métodos para mejorar la produccion
de fruta.

La presente invencion proporciona composiciones
que comprenden Methylobacterium y exentas de
sustancias que promueven el crecimiento de
microorganismos residentes sobre una planta o
semilla, métodos para mejorar la produccion de fruta,
métodos para preparar las composiciones, y métodos
para tratar una planta o semilla con una composicion
que comprende Methylobacterium. También se
proporcionan métodos y composiciones que
comprenden Methylobacterium que proporcionan una
produccién de fruta mejorada.
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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para mejorar la produccion de fruta
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud de patente reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de
EE.UU. N° 61/911.577, presentada el 4 de diciembre de 2013, que se incorpora en la

presente memoria por referencia.
Antecedentes

Compuestos organicos de un carbono tales como metano y metanol se encuentran
extensamente en la naturaleza, y son utilizados como fuentes de carbono por bacterias
clasificadas como metanotrofos y metilétrofos. Las bacterias metanotroficas incluyen
especies en los géneros Methylobacter, Methylomonas, Methylomicrobium, Methylococcus,
Methylosinus, Methylocystis, Methylosphaera, Methylocaldum, y Methylocella (Lidstrom,
2006). Los metanotrofos poseen la enzima metano monooxigenasa, que incorpora un atomo
de oxigeno del O, al metano, formando metanol. Todos los metanétrofos son utilizadores de
un carbono obligados que son incapaces de usar compuestos que contienen enlaces
carbono-carbono. Los metilétrofos, por el contrario, pueden utilizar también compuestos
organicos mas complejos, tales como acidos organicos, alcoholes superiores, azucares y
similares. Asi, las bacterias metilotréficas son metilétrofos facultativos. Las bacterias
metilotréficas incluyen especies en los géneros Methylobacterium, Hyphomicrobium,
Methylophilus, Methylobacillus, Methylophaga, Aminobacter, Methylorhabdus, Methylopila,
Methylosulfonomonas, Marinosulfonomonas, Paracoccus, Xanthobacter, Ancylobacter
(conocido también como Microcyclus), Thiobacillus, Rhodopseudomonas, Rhodobacter,

Acetobacter, Bacillus, Mycobacterium, Arthobacter, y Nocardia (Lidstrom, 2006).

La mayoria de las bacterias metilotréficas del género Methylobacterium estan pigmentadas
de rosa. Se denominan convencionalmente bacterias PPFM, que son metilotrofos
facultativos pigmentados de rosa (siglas en inglés). Green (2005, 2006) identific6 doce
especies validadas en el género Methylobacterium, especificamente M. aminovorans, M.
chloromethanicum, M. dichloromethanicum, M. extorquens, M. fujisawaense, M.
mesophilicum, M. organophilum, M. radiotolerans, M. rhodesianum, M. rhodinum, M.
thiocyanatum, y M. zatmanii. Sin embargo, M. nidulans es un Methylobacterium fijador de
nitrégeno que no es un PPFM (Sy et al., 2001). Los Methylobacterium son ubicuos en la
naturaleza, encontrandose en el suelo, polvo, agua fresca, sedimentos y superficies de

hojas, asi como en entornos industriales y clinicos (Green, 2006).
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Compendio

En la presente memoria se proporcionan composiciones que comprenden Methylobacterium
que estan exentas de sustancias que promueven el crecimiento de bacterias residentes
sobre la planta o semilla, composiciones que comprenden una sustancia soélida con
Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma o una emulsion que tiene
Methylobacterium cultivado en la misma, composiciones que comprenden ciertas cepas de
Methylobacterium y derivados de las mismas y un adyuvante y/o excipiente aceptable desde
el punto de vista agricola, métodos para usar las composiciones para mejorar la produccion
de fruta, y métodos para preparar las composiciones. Tales composiciones se denominan en
la presente memoria en ciertos casos simplemente “composiciones que contienen
Methylobacterium”. En ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicion o que
se usa es la cepa NLS0038, NLS0046, NLS0020, NLS0017, NLS0042, NLS0089, NLS0068,
NLS0065, NLS0069, NLS0062, NLS0064, NLS0021, NLS0066, o NLS0037. En ciertas
realizaciones, el Methylobacterium en la composicién o que se usa es la cepa NLS0037,
NLS0042, o NLS0062. En ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicion o
que se usa es la cepa NLS0037, NLS0042, o NLS0062. En ciertas realizaciones de
cualesquiera de las realizaciones anteriores, la composicion comprende ademas un

adyuvante y/o excipiente aceptable desde el punto de vista agricola.

Se proporcionan en la presente memoria métodos para mejorar la produccion de fruta que
comprenden: (a) aplicar una composicion que comprende Methylobacterium a una planta o
semilla productora de fruta, composiciéon que comprende: (i) una sustancia solida con
Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma; (i) una emulsién que tiene
Methylobacterium cultivado en la misma, o (iii) composiciones que comprenden ciertas
cepas de Methylobacterium y derivados de las mismas; en donde la planta o planta cultivada
a partir de la semilla exhibe un cuajado mas rapido de la fruta, cuajado de la fruta
aumentado, maduraciéon mas temprana, y/o maduracién de la fruta mas uniforme en
comparacion con una planta de control no tratada, obteniendo de este modo una produccién
de fruta mejorada. En ciertas realizaciones, los métodos comprenden ademas (b) cosechar
la fruta de la planta o una planta crecida a partir de la semilla. En ciertas realizaciones de los
métodos, la composicion comprende Methylobacterium en un titulo de aproximadamente
1x10° CFU/g a aproximadamente 1x10" CFU/g para la composicién que contiene sélido o
en un titulo de aproximadamente 1x10° CFU/ml a aproximadamente 1x10"" CFU/ml para la
composicién que contiene emulsion. En ciertas realizaciones, la composicion esta exenta de
sustancias que promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o

semilla. En ciertas realizaciones del método, la planta productora de fruta es una planta de
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manzana, pera, uva, citrico, melon, pimiento, tomate, baya, kiwi, mango o platano. En
ciertas realizaciones, la planta de baya es una planta de mora, fresa o arandano. En ciertas
realizaciones del método, la composicion aplicada reviste o reviste parcialmente la planta,
una parte de la misma, o la semilla. En ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la
composicion o que se usa se selecciona del grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-
50931), NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-50941),
NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-50929),
NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-50935),
NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-50936),
NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos. En ciertas realizaciones, el
Methylobacterium en la composicion o que se usa se selecciona del grupo que consiste en
NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932),
NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos. En ciertas realizaciones, el
Methylobacterium en la composicion o que se usa se selecciona del grupo que consiste en
NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y

derivados de los mismos.

También se proporcionan en la presente memoria métodos para mejorar la produccion de
fruta, comprendiendo el método: (a) aplicar una composicion que comprende
Methylobacterium a una planta o semilla productora de fruta, en donde la composiciéon
comprende un Methylobacterium sp. seleccionado del grupo que consiste en NLS0017
(NRRL B-50931), NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL
B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-
50929), NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-50935),
NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-50936),
NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos y un adyuvante, excipiente o
combinacion de los mismos aceptable desde el punto de vista agricola. En ciertas
realizaciones, los métodos comprenden ademas (b) cosechar fruta de la planta o una planta
cultivada a partir de la semilla, en donde la planta o planta cultivada a partir de de la semilla
exhibe un cuajado mas rapido de la fruta, cuajado de la fruta aumentado, maduraciéon mas
temprana, y/o maduracién de la fruta mas uniforme en comparacion con una planta de
control no tratada, obteniendo de este modo una produccion de fruta mejorada. En ciertas
realizaciones, la composicion comprende Methylobacterium en un titulo de
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por gramo (CFU/g) de sélido a
aproximadamente 1x10™ CFU/g de sélido para una composicién que comprende una
sustancia soélida con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma o en un titulo de
aproximadamente 1x10° CFU/ml a aproximadamente 1x10"" CFU/ml para una composicion
4
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que comprende una emulsion que tiene Methylobacterium cultivado en la misma. En ciertas
realizaciones, la planta productora de fruta es una planta de manzana, pera, uva, citrico,
meldn, pimiento, tomate, baya, kiwi, mango o platano. En ciertas realizaciones, la
composicion esta exenta de sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos
residentes sobre la planta o semilla. En ciertas realizaciones, el Methylobacterium se
selecciona del grupo que consiste en NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-
50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos.
En ciertas realizaciones, el Methylobacterium se selecciona del grupo que consiste en
NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y
derivados de los mismos. En ciertas realizaciones, la composicion reviste o reviste

parcialmente la planta o una parte de la misma, o la semilla.

También se proporcionan en la presente memoria métodos para mejorar la produccion de
fruta que comprenden: (a) aplicar a una planta o semilla productora de fruta una
composicion que comprende Methylobacterium que esta exenta de sustancias que
promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre dicha planta o semilla, en donde la
planta o planta crecida de la semilla exhibe un cuajado mas rapido de la fruta, cuajado de la
fruta aumentado, maduracion mas temprana, y/o maduracion de la fruta mas uniforme en
comparacion con una planta de control no tratada, obteniendo de este modo una produccién
de fruta mejorada. En ciertas realizaciones, los métodos comprenden ademas (b) cosechar
fruta de la planta o una planta crecida de la semilla. En ciertas realizaciones del método, la
composicion comprende una sustancia solida con Methylobacterium adherente cultivado
sobre la misma, en donde el titulo de Methylobacterium es de aproximadamente 1x10°
CFU/g a aproximadamente 1x10™ CFU/g, o comprende un liquido, una sustancia sélida con
Methylobacterium adherido a la misma en un liquido, una sustancia sdlida con
Methylobacterium adherido a la misma en una emulsién, o una emulsion que tiene
Methylobacterium cultivado en la misma en un titulo de aproximadamente 1x10° CFU/ml a
aproximadamente 1x10"" CFU/ml. En ciertas realizaciones del método, la planta productora
de fruta es una planta de manzana, pera, uva, citrico, meldn, pimiento, tomate, baya, kiwi,
mango o platano. En ciertas realizaciones, la planta de baya es una planta de mora, fresa o
arandano. En ciertas realizaciones del método, la composicion aplicada reviste o reviste
parcialmente la planta, una parte de la misma, o la semilla. En ciertas realizaciones, el
Methylobacterium en la composicion o que se usa se selecciona del grupo que consiste en
NLS0017 (NRRL B-50931), NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939),
NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932),
NLS0046 (NRRL B-50929), NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938),
NLS0065 (NRRL B-50935), NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934),
5
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NLS0069 (NRRL B-50936), NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos. En
ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicion o que se usa se selecciona del
grupo que consiste en NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042
(NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos. En ciertas
realizaciones, el Methylobacterium se selecciona del grupo que consiste en NLS0038 (NRRL
B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los

mismos.

También se proporcionan en la presente memoria métodos para preparar una composicion
de tratamiento de una planta o semilla de planta que comprende Methylobacterium y esta
exenta de sustancias que promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una
planta o semilla. Tales métodos comprenden (a) cultivar un mono-cultivo o co-cultivo de
Methylobacterium en un medio que comprende: (i) una fase acuosa; (ii) una fase liquida y
una fase solida; o (iii) una emulsion, obteniendo de este modo un medio que contiene
Methylobacterium; (b) separar el Methylobacterium de al menos otra porcion del medio que
contiene Methylobacterium; y (c) reconstituir el Methylobacterium en una matriz que carece
de sustancias que promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o
semilla. En ciertas realizaciones, la etapa de separacion se efectua por centrifugacion,
filtracion o sedimentacion del medio que contiene Methylobacterium y retirada del exceso de
liquido o emulsion del mismo. En ciertas realizaciones, la sustancia que promueve el
crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o semilla se selecciona del grupo que
consiste en una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente de fésforo, una
fuente de azufre, una fuente de magnesio, y combinaciones de las mismas. En ciertas
realizaciones, la matriz es un liquido, una emulsién, o uno o mas sdlidos, y comprende un
adyuvante y/o excipiente aceptable desde el punto de vista agricola. En ciertas
realizaciones; los Methylobacterium se cultivan en medios que comprenden una fase liquida
y una sustancia soélida con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma, la
sustancia solida es separada de la fase liquida del medio que contiene Methylobacterium, y
la sustancia sdlida con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma es
reconstituida en la matriz mencionada anteriormente. En ciertas realizaciones, la sustancia
sélida con Methylobacterium adherente no es una sustancia que promueve el crecimiento de
microorganismos residentes sobre una planta, parte de planta o semilla de planta. En ciertas
realizaciones, el Methylobacterium en la composicion o que se usa se selecciona del grupo
que consiste en NLS0017 (NRRL B-50931), NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-
50939), NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932),
NLS0046 (NRRL B-50929), NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938),
NLS0065 (NRRL B-50935), NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934),
6
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NLS0069 (NRRL B-50936), NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos. En
ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicion o que se usa se selecciona del
grupo que consiste en NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042
(NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos. En ciertas
realizaciones, el Methylobacterium se selecciona del grupo que consiste en NLS0038 (NRRL
B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los

mismos.

Se proporciona en la presente memoria un método para tratar una planta o semilla con una
composicion que comprende Methylobacterium y exenta de sustancias que promueven el
crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o semilla. Tal método comprende: (a)
preparar una composicion que contiene Methylobacterium que esta exenta de sustancias
que promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o semilla segun
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente; y, (b) aplicar la composiciéon a una
planta o semilla. En ciertas realizaciones de los métodos, la composicién se aplica a la
planta o una parte de la misma o semilla como una pulverizacién, o dicha composicion se
aplica a dicha planta, parte de la misma o semilla por inmersién. En ciertas realizaciones de
los métodos, la composicidn aplicada reviste o reviste parcialmente la planta, la parte de la
misma o la semilla. En ciertas realizaciones de los métodos, la sustancia sélida con
Methylobacterium adherente no es una sustancia que promueve el crecimiento de
microorganismos residentes sobre una planta o semilla. En ciertas realizaciones de los
métodos, la composicion comprende un adyuvante y/o excipiente aceptable desde el punto
de vista agricola. En ciertas realizaciones de cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, la composicion comprende una sustancia solida con Methylobacterium
adherente cultivado sobre la misma, en donde el titulo de Methylobacterium es de
aproximadamente 1x10° CFU/g a aproximadamente 1x10"™ CFU/g o comprende un liquido,
una sustancia solida con Methylobacterium adherido a la misma en un liquido, una sustancia
sélida con Methylobacterium adherido a la misma en una emulsion, o una emulsion que
tiene Methylobacterium cultivado en la misma en un titulo de aproximadamente 1x10°
CFU/ml a aproximadamente 1x10"" CFU/ml. También se proporcionan partes de plantas o
semilla de plantas que estan revestidas o parcialmente revestidas con una composicion que
comprende Methylobacterium que esta exenta de sustancias que promueven el crecimiento
de microorganismos residentes sobre una planta o semilla, en donde las partes de plantas o
semillas de plantas se obtienen por cualquiera de los métodos mencionados anteriormente.
En ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicion 0 que se usa se selecciona
del grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-50931), NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021
(NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL
7
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B-50932), NLS0046 (NRRL B-50929), NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-
50938), NLS0065 (NRRL B-50935), NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934),
NLS0069 (NRRL B-50936), NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos. En
ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicion 0 que se usa se selecciona del
grupo que consiste en NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042
(NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos.

Se proporcionan en la presente memoria métodos para tratar una planta o semilla con
Methylobacterium. Tales métodos comprenden aplicar a una planta o semilla una
composicion que comprende una sustancia sélida con Methylobacterium adherente cultivado
sobre la misma y exenta de sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos
residentes sobre una planta o semilla. En ciertas realizaciones, la composicién se aplica a la
planta o una parte de la misma como una pulverizacién, o la composicion se aplica a la
planta, una parte de la misma o semilla por inmersién. En ciertas realizaciones, la
composicion aplicada reviste o reviste parcialmente la planta, la parte de la misma, o la
semilla. En ciertas realizaciones, la sustancia sélida con Methylobacterium no es una
sustancia que promueve el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o
semilla. En ciertas realizaciones, la composicién comprende un adyuvante y/o excipiente
aceptable desde el punto de vista agricola. En ciertas realizaciones de los métodos, la
composicion aplicada reviste o reviste parcialmente la planta, la parte de la misma, o la
semilla. En ciertas realizaciones de los métodos, la sustancia sélida con Methylobacterium
adherente no es una sustancia que promueve el crecimiento de microorganismos residentes
sobre una planta o semilla. En ciertas realizaciones de cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, la composicion comprende una sustancia sélida con
Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma, en donde el titulo de
Methylobacterium es de aproximadamente 1x10° CFU/g a aproximadamente 1x10™ CFU/g o
comprende un liquido, una sustancia sélida con Methylobacterium adherido a la misma en
un liquido, una sustancia solida con Methylobacterium adherido a la misma en una emulsién,
0 una emulsién que tiene Methylobacterium cultivado en la misma en un titulo de
aproximadamente 1x10° CFU/ml a aproximadamente 1x10" CFU/ml. También se
proporcionan partes de plantas o semillas de plantas que estan revestidas o parcialmente
revestidas con una composicidon que comprende Methylobacterium que esta exenta de
sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o
semilla, en donde las partes de plantas o semillas de plantas se obtienen por cualquiera de
los métodos mencionados anteriormente. En ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la
composicion o que se usa se selecciona del grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-
50931), NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-50941),
8
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NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-50929),
NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-50935),
NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-50936),
NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos. En ciertas realizaciones, el
Methylobacterium en la composicion o que se usa se selecciona del grupo que consiste en
NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932),
NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos.

Se proporciona en la presente memoria ademas una composicion que comprende una
sustancia solida con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma, en donde la
composicion esta exenta de sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos
residentes sobre una planta o semilla. En ciertas realizaciones, los Methylobacterium
adherentes estan en un titulo de al menos aproximadamente 1 x 10° CFU/g a al menos
aproximadamente 1 x 10" CFU/g. En ciertas realizaciones, la composicién es una
composicién sélida y los Methylobacterium estan en un titulo de aproximadamente 1x10°
CFU/g a aproximadamente 1x10™ CFU/g. En ciertas realizaciones, los Methylobacterium
adherentes en la composicion soélida estan en un titulo de al menos aproximadamente 5 x
10® CFU/g a al menos aproximadamente 5 x 10" CFU/g. En ciertas realizaciones, la
composicion es un liquido o una emulsibn que contiene la sustancia sdlida y los
Methylobacterium estan en un titulo de aproximadamente 1x10° CFU/ml a aproximadamente
1x10" CFU/ml. En ciertas realizaciones, los Methylobacterium en el liquido o emulsién estan
en un titulo de aproximadamente 5 x 10® CFU/ml a aproximadamente 1x10"" CFU/ml. En
ciertas realizaciones, los Methylobacterium adherentes estan en un titulo de al menos
aproximadamente 5 x 10® CFU/g a al menos aproximadamente 1 x 10" CFU/g y la
composicion esta exenta de sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos
residentes sobre una planta o semilla. En ciertas realizaciones, la sustancia que promueve
el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o semilla se selecciona del
grupo que consiste en una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente de
fésforo, una fuente de azufre, una fuente de magnesio, y combinaciones de las mismas. En
ciertas realizaciones, la composicion comprende un adyuvante y/o excipiente aceptable
desde el punto de vista agricola. En ciertas realizaciones de cualquiera de las
composiciones mencionadas anteriormente, el Methylobacterium es la cepa NLS0038,
NLS0046, NLS0020, NLS0017, NLS0042, NLS0089, NLS0068, NLS0065, NLS0069,
NLS0062, NLS0064, NLS0021, NLS0066, o NLS0037. En ciertas realizaciones, el
Methylobacterium en la composicion o que se usa se selecciona del grupo que consiste en
NLS0017 (NRRL B-50931), NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939),
NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932),
9
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NLS0046 (NRRL B-50929), NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938),
NLS0065 (NRRL B-50935), NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934),
NLS0069 (NRRL B-50936), NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos. En
ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicion 0 que se usa se selecciona del
grupo que consiste en NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042
(NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos. En ciertas
realizaciones de cualquiera de las composiciones mencionadas anteriormente, la sustancia
sélida con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma no es una sustancia que
promueve el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o semilla. En
ciertas realizaciones de cualquiera de las composiciones mencionadas anteriormente, la
composicion se adapta para el uso en el tratamiento de una planta o semilla. También se
proporciona en la presente memoria una parte de planta o semilla de planta que esta
revestida o revestida parcialmente con cualquiera de las composiciones mencionadas
anteriormente. También se proporcionan en la presente memoria métodos para tratar
plantas y/o partes de plantas con las composiciones. Las plantas tratadas, partes de planta
tratadas de las mismas, incluyen, pero no se limitan a, maiz, Brassica sp. (p.€j., B. napus, B.
rapa, B. juncea), alfalfa, arroz, centeno, sorgo, mijo (p.ej., mijo perla (Pennisetum glaucum),
mijo proso (Panicum miliaceum), mijo de foxtail (Setaria italica), mijo de dedo (Eleusine
coracana)), girasol, cartamo, soja, tabaco, patata, cacahuetes, algodon, batata (lpomoea
batatus), mandioca, café, coco, pifia, arboles citricos, cacao, té, platano, aguacate, higo,
guava, mango, aceituna, papaya, anacardo, macadamia, almendra, remolachas de azucar,
cafa de azucar, avena, cebada, tomates, lechuga, judias verdes, judias de Lima, garbanzos,
cucurbitaceas tales como pepino, cantalupo y melén almizclefio, ornamentales, y coniferas.
Las partes de las plantas que son tratadas incluyen, pero no se limitan a, hojas, tallos, flores,
raices, semillas, fruta, tubérculos, coledptilos y similares. Plantas ornamentales y partes de
plantas que se pueden ftratar incluyen, pero no se limitan a, azalea, hydrangea, hibisco,
rosas, tulipanes, narcisos, petunias, clavel, flor de pascua y crisantemo. Plantas coniferas y
partes de planta que se pueden tratar incluyen, pero no se limitan a, pinos tales como pino
taeda, pino ellioti, pino ponderosa, pino contorta y pino Monterrey; abeto de Douglas; Tsuga
del pacifico; picea de Sitka; secuoya; abetos verdaderos tales como abeto blanco y abeto
balsamico; y cedros tales como cedro rojo del oeste y cedro amarillo de Alaska. Plantas de
césped y partes de planta que se pueden ftratar incluyen, pero no se limitan a, pasto azul
anual, césped inglés anual, pasto azul de Canada, festuca, agrostis, pasto de trigo, pasto
azul de Kentucky, pasto ovillo, césped inglés, agrostis gigantea, pasto de Bermudas, pasto
de San Agustin, y pasto zoysia. Semillas u otros propagulos de cualquiera de las plantas

mencionadas anteriormente se pueden tratar con las composiciones proporcionadas en la
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presente memoria. En ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicion o que se
usa se selecciona del grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-50931), NLS0020 (NRRL B-
50930), NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942),
NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-50929), NLS0062 (NRRL B-50937),
NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-50935), NLS0066 (NRRL B-50940),
NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-50936), NLS0089 (NRRL B-50933), y
derivados de los mismos. En ciertas realizaciones, el Methylobacterium en la composicién o
que se usa se selecciona del grupo que consiste en NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038
(NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los

mismos.
Descripcion
Definiciones

Como se emplean en la presente memoria, las frases “adheridos a la misma” y “adherentes”
se refieren a Methylobacterium que estan asociados con una sustancia solida por cultivo, o

gue han sido cultivados, sobre una sustancia sdlida.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “adyuvante aceptable desde el punto de
vista agricola” se refiere a una sustancia que aumenta el rendimiento de un agente activo en
una composicion para tratamiento de plantas y/o partes de plantas. En ciertas
composiciones, un agente activo puede comprender un mono-cultivo o co-cultivo de

Methylobacterium.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “excipiente aceptable desde el punto de
vista agricola” se refiere a una sustancia esencialmente inerte que se puede usar como
diluyente y/o vehiculo para un agente activo en una composicion para tratamiento de plantas
y/o partes de plantas. En ciertas composiciones, un agente activo puede comprender un

mono-cultivo o co-cultivo de Methylobacterium.

Como se emplea en la presente memoria, el término “Methylobacterium” se refiere a
bacterias que son metilotrofos facultativos del género Methylobacterium. El término
Methylobacterium, como se emplea en la presente memoria, no abarca por tanto especies
en los géneros Methylobacter, Methylomonas, Methylomicrobium, Methylococcus,
Methylosinus, Methylocystis, Methylosphaera, Methylocaldum, y Methylocella, que son

metanaotrofos obligados.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “co-cultivo de Methylobacterium” se

refiere a un cultivo de Methylobacterium que comprende al menos dos cepas de
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Methylobacterium o al menos dos especies de Methylobacterium.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “microorganismo contaminante” se refiere
a microorganismos en un cultivo, caldo de fermentacion, producto de caldo de fermentacién
o composicion que no fueron identificados antes de la introduccién en el cultivo, caldo de

fermentacion, producto de caldo de fermentacion o composicion.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “derivados de los mismos”, cuando se usa
en el contexto de una cepa de Methylobacterium, se refiere a cualquier cepa que se obtiene
a partir de la cepa de Methylobacterium. Derivados de una cepa de Methylobacterium
incluyen, pero no se limitan a, variantes de la cepa obtenida por seleccién, variantes de la
cepa seleccionada por mutagénesis y seleccion, y aislamientos transformados

genéticamente obtenidos a partir de la cepa de Methylobacterium.

Como se emplea en la presente memoria, el término “emulsiéon” se refiere a una mezcla
coloidal de dos liquidos inmiscibles en donde un liquido es la fase continua y el otro liquido
es la fase dispersa. En ciertas realizaciones, la fase continua es un liquido acuoso y la fase

dispersa es un liquido que no es miscible, o parcialmente miscible, en el liquido acuoso.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “esencialmente exento de
microorganismos contaminantes” se refiere a un cultivo, caldo de fermentacién, producto de
fermentacion o composicion donde al menos aproximadamente 95% de los
microorganismos presentes por cantidad o tipo en el cultivo, caldo de fermentacion, producto
de fermentacion o composicion son los Methylobacterium deseados u otros

microorganismos deseados de identidad predeterminada.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “sustancia sélida inanimada” se refiere a
una sustancia que es insoluble o parcialmente soluble en agua o soluciones acuosas y que
o bien no esta viva o bien no es una parte de un organismo aun vivo a partir del que se

derivo.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “mono-cultivo de Methylobacterium” se
refiere a un cultivo de Methylobacterium que consiste en una Unica cepa de

Methylobacterium.

Como se emplea en la presente memoria, el término “péptido” se refiere a cualquier

polipéptido de 50 residuos de aminoacidos o0 menos.

Como se emplea en la presente memoria, el término “pimiento” se refiere a plantas

Capsicum sp. Plantas Capsicum sp. incluyen, pero no se limitan a, C. annuum, C. baccatum,
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C. chinense, C. frutescens, y C. pubescens.

Como se emplea en la presente memoria, el término “proteina” se refiere a cualquier

polipéptido que tiene 51 o mas residuos de aminoacidos.

Como se emplea en la presente memoria, un “pesticida” se refiere a un agente que es

insecticida, fungicida, nematocida, bactericida, o cualquier combinacion de los mismos.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “agente bacteriostatico” se refiere a

agentes que inhiben el crecimiento de bacterias pero no matan las bacterias.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “pesticida no inhibe sustancialmente el
crecimiento de dicha Methylobacterium” se refiere a cualquier pesticida que, cuando se
proporciona en una composicion que comprende un producto de fermentacion que
comprende una sustancia sélida en donde un mono-cultivo o co-cultivo de Methylobacterium
esta adherido a la misma, da como resultado no mas que un 50% de inhibicién del
crecimiento de Methylobacterium cuando la composicion se aplica a una planta o parte de
planta en comparacion con una composicibn que carece del pesticida. En ciertas
realizaciones, el pesticida da como resultado no mas que un 40%, 20%, 10%, 5%, o 1% de
inhibicion del crecimiento de Methylobacterium cuando la composicién se aplica a una planta

o parte de planta en comparacion con una composicidn que carece del pesticida.

Como se emplea en la presente memoria, el término “bacterias PPFM” se refiere sin

limitacion a especies bacterianas en el género Methylobacterium distintas a M. nodulans.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “sustancia solida” se refiere a una

sustancia que es insoluble o parcialmente soluble en agua o soluciones acuosas.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “fase sdlida que puede ser suspendida en
la misma” se refiere a una sustancia sélida que puede ser distribuida en todo un liquido por

agitacion.

Como se emplea en la presente memoria, el término “no regenerable” se refiere bien a una
parte de planta o bien un producto de planta procesado que no puede ser regenerado en

una planta entera.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “sustancialmente toda la fase sélida esta
suspendida en la fase liquida” se refiere a medios en donde al menos 95%, 98%, o0 99% de
sustancia(s) soélida(s) que comprenden la fase soélida estan distribuidos en todo el liquido por

agitacion.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “sustancialmente toda la fase sélida no
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esta suspendida en la fase liquida” se refiere a medios donde menos que 5%, 2%, 0 1% del

solido esta en una forma de particulas que esta distribuida en todo el medio por agitacion.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “microorganismo residente” se refiere a

bacterias, hongos o levaduras residentes.

Como se emplea en la presente memoria, la frase “sustancia que promueve el crecimiento
de microorganismos residentes sobre una planta o semilla” se refiere a una fuente de

carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente de fésforo, y combinaciones de los mismos.

Hasta el punto en que cualquiera de las definiciones precedentes sea inconsistente con
definiciones proporcionadas en cualquier referencia de patente o no de patente incorporada
en la presente memoria por referencia, cualquier referencia de patente o no de patente
citada en la presente memoria, o en cualquier referencia de patente o no de patente
encontrada en otro sitio, se entiende que se usara en la presente memoria la definicion

precedente.

Composiciones que contienen Methylobacterium exentas de sustancias que promueven el
crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o semilla, métodos de su uso, y

métodos de preparacion

Se proporcionan en la presente memoria composiciones que comprenden Methylobacterium
que estan exentas de sustancias que promueven el crecimiento de bacterias residentes
sobre una planta o semilla, métodos para usar las composiciones para mejorar la produccion
de fruta, y métodos para preparar las composiciones. En ciertas realizaciones de cualquiera
de las composiciones mencionadas anteriormente, la composicién comprende una sustancia
sélida en donde un mono-cultivo o co-cultivo de Methylobacterium esta adherido a la misma.
En ciertas realizaciones donde el Methylobacterium esta adherido a una sustancia solida, la
composicion comprende un coloide formado por la sustancia sélida en donde un mono-
cultivo o co-cultivo de Methylobacterium esta adherido a la misma y un liquido. En ciertas
realizaciones, el coloide es un gel. En ciertas realizaciones de ciertas composiciones
mencionadas anteriormente, la composicion es una emulsion que no contiene una sustancia

solida.

Se proporcionan composiciones que comprenden una sustancia solida con
Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma. En ciertas realizaciones, el
Methylobacterium adherente puede estar en un titulo de al menos aproximadamente 5 x 10°
CFU/g a al menos aproximadamente 5 x 10" CFU/g o aproximadamente 1 x 10" CFU/g y la

composicion esta exenta de sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos
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residentes sobre una planta o semilla.

En ciertas realizaciones, las composiciones que contienen Methylobacterium proporcionadas
o usadas en la presente memoria estan exentas de sustancias que promueven el
crecimiento de los microorganismos residentes cuando una o mas de esas sustancias estan
ausentes o estan esencialmente ausentes. En ciertas realizaciones, la composicién esta
exenta de sustancias que promueven el crecimiento de los microorganismos residentes
cuando esas sustancias estan presentes en un porcentaje de no mas que aproximadamente
5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, o 0,1% de la masa total, masa/volumen total, o volumen total de la
composicion. En ciertas realizaciones, la sustancia que promueve el crecimiento de
microorganismos residentes sobre una planta o semilla se selecciona del grupo que consiste
en una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente de fosforo, una fuente de
azufre, una fuente de magnesio, y combinaciones de las mismas. Fuentes de carbono
incluyen, pero no se limitan a, alcoholes, monosacaridos, disacaridos, polisacaridos, lipidos,
acidos grasos y similares. Alcoholes que estan exentos incluyen, pero no se limitan a,
metanol, etanol, glicerol y similares. Fuentes de nitrégeno incluyen, pero no se limitan a,
amoniaco y diversos compuestos que contienen grupos amino que pueden ser
metabolizados por microorganismos. En ciertas realizaciones, la sustancia que esta exenta
es una fuente de dos o mas de una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente
de fosforo, una fuente de azufre y una fuente de magnesio. Por ejemplo, la composicién que
esta exenta de aminoacidos o péptidos y carece de otras fuentes de carbono o nitrégeno
esta exenta tanto de una fuente de carbono como de nitrégeno. En ciertas realizaciones, la
composicion comprende un adyuvante y/o excipiente aceptable desde el punto de vista

agricola.

Microorganismos residentes sobre la planta o semilla incluyen, pero no se limitan a,
bacterias, hongos y levaduras. Las sustancias que promueven el crecimiento de tales
microorganismos pueden ser identificadas por métodos que incluyen, pero no se limitan a,
ensayar la superficie de la planta o semilla en cuanto a la cantidad o numero de
microorganismos presentes antes de la exposicion de la planta o semilla a la sustancia (o a
una composicion que contiene la sustancia), exponer la planta o semilla ensayada a la
sustancia o composicion en paralelo con una composicion de control que carece de la
sustancia, y después reensayar la superficie de la planta o semilla en cuanto a la cantidad o
numero de microorganismos presentes después de un intervalo de tiempo adecuado y bajo
condiciones adecuadas de temperatura para permitir el crecimiento de los microorganismos
residentes. Los ensayos para numeros de microorganismos incluyen, pero no se limitan a,

determinaciones de unidades formadoras de colonias por una cantidad de planta o semilla
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expuesta a la sustancia y el control.

Sin buscar estar limitados por la teoria, se cree que las composiciones que contienen
Methylobacterium proporcionadas o usadas en la presente memoria que estan exentas de
sustancias que promueven el crecimiento de los microorganismos residentes pueden dar
como resultado resultados superiores en comparacion con otras composiciones que
contienen tales sustancias cuando se aplican a plantas, partes de plantas o semillas. Se
cree que tales resultados superiores incluyen, pero no se limitan a, rendimiento de planta
mejorado, maduracién de fruta mejorado y similares. Aunque no se busca estar limitados por
la teoria, se cree que las composiciones que contienen Methylobacterium que estan exentas
de sustancias que promueven el crecimiento de los microorganismos residentes permiten
una colonizacion mas eficaz y o extensiva de la planta, parte de la misma, o semilla, ya que
la competicion por uno o mas del espacio o los nutrientes por los microorganismos

residentes es reducida.

También se proporcionan en la presente memoria métodos para mejorar la produccion de
fruta que comprenden aplicar cualquiera de las composiciones mencionadas anteriormente
proporcionadas en la presente memoria a una planta productora de fruta, parte de planta, o
semilla, y cosechar fruta de la planta o una planta cultivada a partir de la semilla. En ciertas
realizaciones, la composicion reviste o reviste parcialmente la planta productora de fruta,
parte de planta o semilla. La planta o planta cultivada a partir de la semilla exhibe un
cuajado de la fruta mas rapido, cuajado de la fruta aumentado, maduracion mas temprana,
y/o produce fruta mas madura en comparacion con una planta de control no tratada,
obteniendo de este modo una produccion de fruta mejorada. En ciertas realizaciones, la
fruta que es producida por los métodos y composiciones proporcionados en la presente
memoria exhiben una maduracion de la fruta mas uniforme en que madura mas fruta en un
lapso de tiempo mas corto en comparacion con la fruta producida por una planta de control
no tratado. La uniformidad aumentada de maduracién de fruta proporcionada en la presente
memoria puede permitir la cosecha de una fruta que es mas uniforme en su grado de
madurez, de tal modo que se cosecha menos fruta inmadura, inframadurada, y/o
sobremadurada en comparacion con la fruta cosechada de una planta de control no tratada.
En ciertas realizaciones, la aplicacion de las composiciones proporciona aproximadamente
un 5% o 10% a aproximadamente un 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 50%, 60%, 75% o 80% de
aumento en el numero de fruta madurada presente durante un lapso de tiempo dado en la
planta tratada, parte de planta, o una planta derivada de las mismas en comparacion con la
planta de control no tratada, parte de planta, o planta obtenida a partir de las mismas. En

ciertas realizaciones, la aplicacion de las composiciones proporciona aproximadamente un
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5% o 10% a aproximadamente un 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 50%, 60%, 75% o 80% de
disminucién en el numero de fruta inmadura, inframadurada, y/o sobremadurada cosechada
de la planta tratada, parte de planta, o una planta derivada de las mismas en comparacion
con la planta de control no tratada, parte de planta, o planta obtenida a partir de las mismas.
En ciertas realizaciones, la aplicacion de las composiciones proporciona al menos
aproximadamente un 5%, 10%, 15% o 20% de disminucion en el tiempo para el cuajado de
la fruta o para la maduracién de la fruta en la planta, parte de planta, o una planta derivada a
partir de las mismas en comparacién con la planta de control no tratada, parte de planta, o
planta obtenida a partir de las mismas. En ciertas realizaciones, la aplicacién de la
composicion proporciona aproximadamente un 5% o 10% a aproximadamente un 15%,
20%, 25%, 30%, o 35% de aumento en el cuajado de la fruta o en la produccién de fruta
madura en la planta, parte de planta, o una planta derivada de las mismas en comparacion
con la planta de control no tratada, parte de planta, o planta obtenida a partir de las mismas.
En ciertas realizaciones, la aplicacion de la composicion proporciona al menos
aproximadamente un 5%, 10%, 15% o 20% de disminucion en el tiempo para el cuajado de
la fruta o la maduraciéon de la fruta en la planta, parte de planta, o una planta derivada a
partir de las mismas en comparacién con la planta de control no tratada, parte de planta, o
planta obtenida a partir de las mismas. En ciertas realizaciones, la aplicacién de la
composicion proporciona aproximadamente un 5% o 10% a aproximadamente un 15%,
20%, 25%, 30%, o 35% de aumento en el cuajado de la fruta o la produccion de fruta
madura en la planta, parte de planta, o una planta derivada de las mismas en comparacion
con la planta de control no tratada, parte de planta, o planta obtenida a partir de las mismas.
En ciertas realizaciones, la planta productora de fruta es una planta de manzana, pera, uva,
citrico, meldn, pimiento, tomate, baya, kiwi, mango o platano, y la parte de planta es una
hoja, un tallo, una flor, una raiz, un tubérculo o una semilla. En ciertas realizaciones, la
planta de baya es una planta de mora, fresa o arandano. En ciertas realizaciones, la planta
es una planta de pimiento. En ciertas realizaciones, el método comprende ademas las
etapas de cultivar la planta y/o la etapa de cosechar al menos una parte de planta
seleccionada del grupo que consiste en una hoja, un tallo, una flor, una raiz, un tubérculo o
una semilla de la planta o parte de planta. En ciertas realizaciones de cualquiera de los
métodos anteriores, los métodos comprenden ademas obtener un alimento procesado o
composicién de alimentacion a partir de la planta o parte de planta. En ciertas realizaciones,

el alimento procesado o composicion de alimentacion es una harina o una pasta.

También se proporcionan métodos para preparar una composicion de tratamiento de plantas

o semillas de plantas que comprende Methylobacterium y esta exenta de sustancias que

promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o semilla. Tal método
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comprende (i) cultivar un mono-cultivo o co-cultivo de Methylobacterium en un medio que
comprende una fase acuosa, una fase liquida y una fase sélida, o una emulsién, obteniendo
de este modo un medio que contiene Methylobacterium; (ii) separar el Methylobacterium de
al menos una otra porcion del medio que contiene Methylobacterium; y (iii) reconstituir el
Methylobacterium en una matriz que carece de sustancias que promueven el crecimiento de
bacterias residentes en una planta o semilla. En ciertas realizaciones, la etapa de
separacion se efectua por centrifugacion, filtracion o sedimentacion del medio que contiene
Methylobacterium y retirada del exceso de liquido o emulsiébn del mismo. En ciertas
realizaciones, la sustancia que promueve el crecimiento de bacterias residentes sobre una
planta o semilla se selecciona del grupo que consiste en una fuente de carbono, una fuente
de nitrogeno, una fuente de foésforo, y combinaciones de las mismas. En ciertas
realizaciones, la matriz es un liquido, una emulsién, o uno o mas sdlidos, y comprende un
adyuvante y/o excipiente aceptable desde el punto de vista agricola. Aun en ciertas
realizaciones; los Methylobacterium se cultivan en medios que comprenden una fase liquida
y una sustancia sélida con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma. La
sustancia solida es separada de la fase liquida del medio que contiene Methylobacterium, y
la sustancia sdlida con Methylobacterium adherente cultivada sobre la misma se
reconstituye en la matriz mencionada anteriormente. En ciertas realizaciones de los
métodos, el Methylobacterium sp., se selecciona del grupo que consiste en M. aminovorans,
M. extorquens, M. fujisawaense, M. mesophilicum, M. radiotolerans, M. rhodesianum, M.
nodulans, M. phyllosphaerae, M thiocyanatum, y M. oryzae. En ciertas realizaciones de los
métodos, el Methylobacterium no es M. radiotolerans o M. oryzae. En ciertas realizaciones
de los métodos, el Methylobacterium esta adherido a una sustancia solida. En ciertas
realizaciones de los métodos, el Methylobacterium que esta adherido a la sustancia solida
esta combinado con un liquido para formar una composicién que es un coloide. En ciertas
realizaciones de los métodos, el coloide es un gel. En ciertas realizaciones de los métodos,
el Methylobacterium adherido a la sustancia sdélida se proporciona cultivando el
Methylobacterium en presencia de la sustancia sélida. En ciertas realizaciones de los
meétodos, la composicién comprende una emulsion. En ciertas realizaciones de los métodos,

el Methylobacterium se proporciona cultivando el Methylobacterium en una emulsion.

Se ha encontrado que los métodos donde los Methylobacterium se cultivan en medios

bifasicos que comprenden una fase liquida y una sustancia solida aumentan

significativamente el rendimiento resultante de Methylobacterium en relacion a métodos

donde los Methylobacterium se cultivan en medios liquidos solos. En ciertas realizaciones,

los métodos pueden comprender cultivar los Methylobacterium en medios liquidos con una

sustancia solida en particulas que puede ser suspendida en el liquido por agitacion bajo
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condiciones que proporcionan el crecimiento de Methylobacterium. En ciertas realizaciones
donde se usan sustancias solidas en particulas, al menos sustancialmente toda la fase
solida puede ser suspendida asi en la fase liquida tras agitacion. Tales sustancias solidas en
particulas pueden comprender materiales que tienen aproximadamente 1 milimetro o menos
de longitud o diametro. En ciertas realizaciones, el grado de agitacion es suficiente para
proporcionar una distribucion uniforme de la sustancia sélida en particulas en la fase liquida
y/o niveles Optimos de aireacion de cultivo. Sin embargo, en otras realizaciones
proporcionadas en la presente memoria, al menos sustancialmente toda la fase sdlida no
esta suspendida en la fase liquida, o porciones de la fase soélida estan suspendidas en la
fase liquida y porciones de la fase sdélida no estan suspendidas en la fase liquida. Se
pueden usar sustancias solidas no en forma de particulas en ciertos medios bifasicos donde
la fase sélida no esta suspendida en la fase liquida. Tales sustancias sélidas no en forma de
particulas incluyen, pero no se limitan a, materiales que son mayores que aproximadamente
1 milimetro de longitud o diametro. Tales sustancias sélidas en forma de particulas y no en
forma de particulas también incluyen, pero no se limitan a, materiales que son porosos,
fibrosos, o configurados de otro modo para proporcionar areas superficiales aumentadas
para el crecimiento adherente del Methylobacterium. Medios bifasicos donde porciones de la
fase solida estan suspendidas en la fase liquida y porciones de la fase sdlida no estan
suspendidas en la fase liquida pueden comprender una mezcla de sustancias solidas en
forma de particulas y no en forma de particulas. Tales sustancias sélidas en forma de
particulas y no en forma de particulas usadas en cualquiera de los medios bifasicos
mencionados anteriormente también incluyen, pero no se limitan a, materiales que son
porosos, fibrosos, o configurados de otro modo para proporcionar areas superficiales
aumentadas para el crecimiento adherente Methylobacterium. En ciertas realizaciones, el
medio comprende un coloide formado por un sdlido y una fase liquida. Un coloide que
comprende un sélido y un liquido puede ser preformado y afiadido a un medio liquido o
puede ser formado en un medio que contiene un sélido y un liquido. Coloides que
comprenden un solido y un liquido pueden ser formados sometiendo ciertas sustancias
soélidas a un cambio quimico y/o térmico. En ciertas realizaciones, el coloide es un gel. En
ciertas realizaciones, la fase liquida del medio es una emulsion. En ciertas realizaciones, la
emulsion comprende un liquido acuoso y un liquido que no es miscible, o sélo parcialmente
miscible, en el liquido acuoso. Liquidos que no son miscibles, 0 sélo parcialmente miscibles,
en agua incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de los siguientes: (1) liquidos que tienen
una miscibilidad en agua que es igual a o menor que la del pentanol, hexanol, o heptanol a
25 grados C; (2) liquidos que comprenden un alcohol, un aldehido, una cetona, un acido

graso, un fosfolipido, o cualquier combinaciéon de los mismos; (3) alcoholes seleccionados
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del grupo que consiste en alcoholes alifaticos que contienen al menos 5 carbonos vy
esteroles; (4) un aceite animal, aceite microbiano, aceite sintético, aceite vegetal, o
combinacion de los mismos; y/o, (5) un aceite vegetal que se selecciona del grupo que
consiste en maiz, soja, algodén, cacahuete, girasol, oliva, lino, coco, palma, colza, sésamo,
cartamo, y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, el liquido inmiscible o
parcialmente inmiscible puede comprender al menos aproximadamente 0,02% a
aproximadamente 20% de la fase liquida en masa. En ciertas realizaciones, los métodos
pueden comprender obtener un medio de cultivo bifasico que comprende el liquido, el sélido,
y Methylobacterium e incubar el cultivo bajo condiciones que proporcionen el crecimiento de
Methylobacterium. Medios de cultivo bifasicos que comprenden el liquido, el sdlido, y
Methylobacterium pueden ser obtenidos por diversos meétodos que incluyen, pero no se
limitan a, cualquiera de: (a) inocular un medio bifasico que comprende el liquido y la
sustancia solida con Methylobacterium; (b) inocular la sustancia sdélida con
Methylobacterium e introducir después la sustancia sdélida que comprende el
Methylobacterium en el medio liquido; (c) inocular la sustancia solida con Methylobacterium,
incubar el Methylobacterium sobre la sustancia solida, e introducir después la sustancia
solida que comprende el Methylobacterium en el medio liquido; o (d) cualquier combinacién
de (a), (b), o (c). Se describen métodos y composiciones para cultivar Methylobacterium en
medios bifasicos que comprenden un liquido y un sélido en la solicitud de patente de EE.UU.
cedida con la presente N° 13/907.161, presentada el 31 de mayo de 2013, que se incorpora
en la presente memoria por referencia en su totalidad, y en la solicitud de patente
internacional cedida con la presente PCT/US13/43722, presentada el 31 de mayo de 2013,

gue se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.

Se ha encontrado también que métodos donde se cultivan Methylobacterium en medios que
comprenden una emulsiébn aumentan significativamente el rendimiento resultante de
Methylobacterium en relacion a métodos donde los Methylobacterium se cultivan en medios
liquidos solos. En ciertas realizaciones, los métodos para preparar las composiciones
proporcionadas en la presente memoria pueden comprender cultivar el agente
Methylobacterium en una emulsion bajo condiciones que proporcionan el crecimiento de
Methylobacterium. Se pueden obtener medios que comprenden la emulsiéon vy
Methylobacterium por diversos meétodos que incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de:
(a) inocular un medio que comprende la emulsién con Methylobacterium; (b) inocular el
liquido acuoso con el Methylobacterium, introducir el liquido no acuoso, y mezclar para
formar una emulsion; (c) inocular el liquido acuoso con el Methylobacterium, introducir el
liqguido no acuoso, y mezclar para formar una emulsion; o (d) cualquier combinacién de (a),
(b), o (c). En ciertas realizaciones, la emulsién comprende un liquido acuoso y un liquido
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gue no es miscible, o solo parcialmente miscible, en el liquido acuoso. Liquidos no acuosos
que no son miscibles, o sélo parcialmente miscibles, en agua incluyen, pero no se limitan a,
cualquiera de los siguientes: (1) liquidos que tienen una miscibilidad en agua que es igual a
o menor que la de n-pentanol, n-hexanol o n-heptanol a 25 grados C; (2) liquidos que
comprenden un alcohol, un aldehido, una cetona, un acido graso, un fosfolipido, o cualquier
combinacion de los mismos; (3) alcoholes que se seleccionan del grupo que consiste en
alcoholes alifaticos que contienen al menos 5, 6, o 7 carbonos y esteroles; (4) un aceite
animal, aceite microbiano, aceite sintético, aceite vegetal, o combinacién de los mismos; y/o,
(5) un aceite vegetal que se selecciona del grupo que consiste en maiz, soja, algodon,
cacahuete, girasol, oliva, lino, coco, palma, colza, sésamo, cartamo, y combinaciones de los
mismos. En ciertas realizaciones, el liquido no acuoso inmiscible o parcialmente inmiscible
puede comprender al menos aproximadamente 0,02% a aproximadamente 20% de la
emulsion en masa. En ciertas realizaciones, el liquido no acuoso inmiscible o parcialmente
inmiscible puede comprender al menos aproximadamente cualquiera de aproximadamente
0,05%, 0,1%, 0,5%, o 1% a aproximadamente 3%, 5%, 10%, o 20% de la emulsion en
masa. Se describen métodos y composiciones para cultivar Methylobacterium en medios
que comprenden una emulsién en la solicitud de patente internacional cedida con la
presente PCT/US2014/040218, presentada el 30 de mayo de 2014, que se incorpora en la

presente memoria por referencia en su totalidad.

En ciertas realizaciones, el caldo de fermentacion, producto de caldo de fermentacién, o
composiciones que comprenden Methylobacterium sp. pueden comprender ademas uno o
mas microorganismos introducidos de identidad predeterminada distintos a
Methylobacterium. Otros microorganismos que se pueden afiadir incluyen, pero no se limitan
a, microorganismos que son biopesticidas o proporcionan algun otro beneficio cuando se
aplican a una planta o parte de planta. Microorganismos biopesticidas o beneficiosos de otro
modo incluyen asi, pero no se limitan a, diversos Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Coniothyrium sp., Pantoea sp., Streptomyces sp., y Trichoderma sp. Los biopesticidas
microbianos pueden ser una bacteria, hongo, virus o protozoo. Microorganismos
biopesticidas particularmente utiles incluyen diversas cepas de Bacillus subtilis, Bacillus
thuringiensis, Bacillus pumilis, Pseudomonas syringae, Trichoderma harzianum,
Trichoderma virens, y Streptomyces lydicus. Otros microorganismos que se afnaden pueden
ser aislamientos tratados por ingenieria genética o de tipo salvaje que estan disponibles
como cultivos puros. En ciertas realizaciones, se prevé que el microorganismo bacteriano o
fungico pueda ser proporcionado en el caldo de fermentacién, producto de caldo de

fermentacion, o composicion en la forma de una espora.
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En ciertas realizaciones, el medio de cultivo liquido se prepara a partir de componentes
baratos y facilmente disponibles, que incluyen, pero no se limitan a, sales inorganicas tales
como fosfato de potasio, sulfato de magnesio y similares, fuentes de carbono tales como
glicerol, metanol, acido glutamico, acido aspartico, acido succinico y similares, y mezclas de
aminodacidos tales como peptona, triptona y similares. Medios liquidos ilustrativos que se
pueden usar incluyen, pero no se limitan a, medio de sales minerales de amonio (AMS)
(Whittenbury et al., 1970), medio de cultivo minimo de Vogel-Bonner (VB) (Vogel y Bonner,
1956), y caldo LB (“Caldo Luria—Bertani”).

La sustancia solida usada en los métodos y composiciones que proporcionan el crecimiento
eficaz de Methylobacterium puede ser cualquier sustancia solida adecuada que sea
insoluble o solo parcialmente soluble en agua o soluciones acuosas. Tales sustancias
solidas adecuadas son también no bactericidas o no bacteriostaticos con respecto a
Methylobacterium cuando las sustancias sélidas se proporcionan en los medios de cultivo
liquidos. En ciertas realizaciones, tales sustancias solidas adecuadas son también
sustancias soélidas que se obtienen facilmente en forma estéril o se hacen estériles. Las
sustancias sélidas usadas en la presente memoria pueden ser esterilizadas por cualquier
método que proporcione la retirada de microorganismos contaminantes, e incluyen por tanto,
pero no se limitan a, métodos tales como tratamiento en autoclave, irradiacion, tratamiento
quimico, y cualquier combinacion de los mismos. Estas sustancias sdlidas incluyen
sustancias naturales de origen animal, vegetal, microbiano, fungico o mineral, sustancias
hechas por el hombre, o combinaciones de sustancias naturales y hechas por el hombre. En
ciertas realizaciones, las sustancias solidas son sustancias solidas inanimadas. Sustancias
solidas inanimadas de origen animal, vegetal, microbiano o fungico se pueden obtener de
animales, plantas, microbios u hongos que sean inviables (es decir, que no vivan mas) o que
han sido hechos inviables. Las conchas de diatomea son asi sustancias solidas inanimadas
cuando algas de diatomea asociadas previamente han sido retiradas o hechas inviables de
otro modo. Dado que las conchas de diatomea son sustancias sélidas inanimadas, no se
considera que sean organismos fotosintéticos o microorganismos fotosintéticos. En ciertas
realizaciones, sustancias solidas incluyen, pero no se limitan a, arena, limo, tierra, arcilla,
ceniza, carbon vegetal, tierra de diatomeas y otros minerales similares, vidrio molido o perlas
de vidrio, materiales ceramicos molidos, perlas de ceramica, bentonita, caolin, talco, perlita,
mica, vermiculita, silices, polvo de cuarzo, montmorillonita, y combinaciones de los mismos.
En ciertas realizaciones, la sustancia solida puede ser un polimero o perlas poliméricas.
Polimeros que se pueden usar como sustancia solida incluyen, pero no se limitan a,
diversos polisacaridos tales como polimeros celuldsicos y polimeros quitinosos que son
insolubles o solo parcialmente solubles en agua o soluciones acuosas, agar (p.ej.
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galactanos), y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, la sustancia sdlida
puede ser un cristal de sal insoluble o solo parcialmente soluble. Cristales de sal que se
pueden usar incluyen, pero no se limitan a, carbonatos, cromatos, sulfitos, fosfatos,
hidréxidos, oOxidos, y sulfuros insolubles o sélo parcialmente solubles. En ciertas
realizaciones, la sustancia sélida puede ser una célula microbiana, célula fungica, espora
microbiana o espora fungica. En ciertas realizaciones, la sustancia sélida puede ser una
célula microbiana o espora microbiana en donde la célula microbiana o espora microbiana
no es un microorganismo fotosintético. En ciertas realizaciones, la célula microbiana o
espora microbiana no es un microorganismo fotosintético, donde el microorganismo
fotosintético se selecciona del grupo que consiste en algas, cianobacterias, diatomeas,
Botryococcus braunii, Chlorella, Dunaliella tertiolecta, Gracilaria, Pleurochrysis carterae,
Sargassum, y Ulva. En aun otras realizaciones, la sustancia sélida puede ser una célula
microbiana, célula fungica, espora microbiana o espora fungica inactivadas (es decir,
inviables). En aun otras realizaciones, la sustancia sélida puede ser una lula microbiana,
célula fungica, espora microbiana o espora fungica quiescentes (es decir, viables pero que
no se dividen activamente). En aun otras realizaciones, la sustancia solida puede ser restos
celulares de origen microbiano. En aun otras realizaciones, la sustancia solida puede ser
materia en particulas de cualquier parte de una planta. Partes de plantas que se pueden
usar para obtener la sustancia sélida incluyen, pero no se limitan a, mazorcas, cascaras,
vainas, hojas, raices, flores, tallos, cortezas, semillas, y combinaciones de los mismos.
También se pueden usar productos obtenidos a partir de partes de plantas procesadas que
incluyen, pero no se limitan a, bagazo, fibra de trigo, sémola de soja, pasta de semillas
machacadas, rastrojo y similares. Tales partes de plantas, plantas procesadas, y/o partes de
plantas procesadas pueden ser molidas para obtener el material sélido en una forma de
particulas que se puede usar. En ciertas realizaciones, se puede usar madera o un producto
de madera que incluye, pero no se limita a, pulpa de madera, serrin, virutas y similares. En
ciertas realizaciones, la sustancia solida puede ser una materia en particulas de un (unos)
animal(es), que incluye, pero no se limita a, harina de hueso, gelatina, conchas molidas o en

polvo, pelo, piel macerada y similares.

En ciertas realizaciones, la sustancia solida se proporciona en una forma de particulas que
proporciona la distribucion de la sustancia soélida en el medio de cultivo. En ciertas
realizaciones, la sustancia sélida estd comprendida de particulas de aproximadamente 2
micrometros a aproximadamente 1.000 micrémetros de longitud media o diametro medio. En
ciertas realizaciones, la sustancia solida estd comprendida de particulas de
aproximadamente 1 micrometro a aproximadamente 1.000 micrometros de longitud media o
diametro medio. En ciertas realizaciones, la sustancia soélida es una particula de
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aproximadamente 1, 2, 4, 10, 20, o 40 micrémetros a cualquiera de aproximadamente 100,
200, 500, 750, o 1.000 micrémetros de longitud media o diametro medio. Caracteristicas
deseables de las particulas usadas en los métodos y composiciones proporcionados en la
presente memoria incluyen humedecibilidad adecuada, de tal modo que las particulas

puedan ser suspendidas en todo el medio tras agitacion.

En ciertas realizaciones, la sustancia sélida se proporciona en el medio como un coloide en
donde la fase continua es un liquido y la fase dispersa es el sdlido. Soélidos adecuados que
se pueden usar para formar coloides en medios liquidos usados para cultivar
Methylobacterium incluyen, pero no se limitan a, diversos sdélidos que se denominan
hidrocoloides. Tales hidrocoloides usados en los medios, métodos y composiciones
proporcionados en la presente memoria pueden ser polimeros hidrofilos, de origen vegetal,
animal, microbiano o sintético. Los polimeros hidrocoloidales usados en los métodos pueden
contener muchos grupos hidroxilo y/o pueden ser polielectrolitos. Polimeros hidrocoloidales
usados en las composiciones y métodos proporcionados en la presente memoria incluyen,
pero no se limitan a, agar, alginato, arabinoxilano, carragenina, carboximetilcelulosa,
celulosa, curdlana, gelatina, gelana, B-glucano, goma guar, goma arabiga, goma garrofin,
pectina, almidén, goma xantana y mezclas de los mismos. En ciertas realizaciones, el
coloide usado en los medios, métodos y composiciones proporcionados en la presente

memoria pueden comprender un polimero hidrocoloidal y una o mas proteinas.

En ciertas realizaciones, la sustancia sélida puede ser una sustancia sélida que proporciona
un crecimiento adherente de Methylobacterium sobre la sustancia sodlida. Los
Methylobacterium que estan adheridos a una sustancia sélida Methylobacterium que no
pueden ser retirados sustancialmente lavando simplemente la sustancia solida con los
Methylobacterium adherentes con medio de cultivo, mientras que los Methylobacterium no
adherentes pueden ser retirados sustancialmente lavando la sustancia soélida con medio de
cultivo liquido. En este contexto, “retirados sustancialmente” significa que al menos
aproximadamente 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, o 80% de los Methylobacterium presentes
son retirados cuando la sustancia sélida se lava con tres volumenes de medio de cultivo
liquido. Tal lavado puede ser efectuado por diversos métodos que incluyen, pero no se
limitan a, decantar liquido de una fase sélida lavada o hacer pasar liquido a través de una
fase solida sobre un filtro que permite el flujo a su través de bacterias en el liquido. En
ciertas realizaciones, los Methylobacterium adherentes que estan asociados con el sdlido
pueden incluir tanto Methylobacterium que estan unidos directamente al soélido como/o
Methylobacterium que estan unidos indirectamente a la sustancia solida. Methylobacterium

que estan unidos indirectamente a la sustancia sélida incluyen, pero no se limitan a,
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Methylobacterium que estan unidos a otros Methylobacterium o a otro microorganismo que
esta unido a la sustancia sélida, Methylobacterium que estan unidos a la sustancia sdlida
estando unidos a otra sustancia que esta unida a la sustancia sélida, y similares. En ciertas
realizaciones, al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%,
99,5% 0 99,9% de los Methylobacterium en el caldo de fermentacion, producto de caldo de
fermentacion o composiciones son Methylobacterium que estan adheridos a la sustancia
sélida. En ciertas realizaciones, Methylobacterium adherentes pueden estar presentes en la
superficie de la sustancia sélida en el caldo de fermentacion, producto de caldo de
fermentacion o composicion en una densidad de al menos aproximadamente 1
Methylobacterium/20 micrémetros cuadrados, de al menos aproximadamente 1
Methylobacterium/10 micrémetros cuadrados, de al menos aproximadamente 1
Methylobacterium/10  micrémetros cuadrados, de al menos aproximadamente 1
Methylobacterium/5 micrémetros cuadrados, de al menos aproximadamente 1
Methylobacterium/2 micrometros cuadrados, o de al menos aproximadamente 1
Methylobacterium/micrémetro cuadrado. En ciertas realizaciones, Methylobacterium
adherentes pueden estar presentes en la superficie de la sustancia sélida en el caldo de
fermentacion, producto de caldo de fermentaciéon, o composicién en una densidad de al
menos  aproximadamente 1  Methylobacterium/20  micrémetros  cuadrados a
aproximadamente 1 Methylobacterium/micrometro cuadrado, de al menos aproximadamente
1 Methylobacterium/10 micrometros cuadrados a aproximadamente
1 Methylobacterium/micrémetro cuadrado, de al menos aproximadamente
1 Methylobacterium/10 micrometros cuadrados a aproximadamente
1 Methylobacterium/micrémetro cuadrado, de al menos aproximadamente
1 Methylobacterium/5 micrometros cuadrados a aproximadamente
1 Methylobacterium/micrébmetro cuadrado, o de al menos aproximadamente
1 Methylobacterium/2 micrometros cuadrados a aproximadamente
1 Methylobacterium/micrémetro cuadrado. En ciertas realizaciones, Methylobacterium
adherentes pueden estar presentes en la superficie de la sustancia sélida en el caldo de
fermentacion, producto de caldo de fermentacién o composicién en una densidad de al
menos  aproximadamente 1 Methylobacterium/20  micrémetros  cuadrados a
aproximadamente 1 Methylobacterium/2 micrometros cuadrados, de al menos
aproximadamente 1 Methylobacterium/10 micrémetros cuadrados a aproximadamente
1 Methylobacterium/2 micrometros cuadrados, de al menos aproximadamente
1 Methylobacterium/10 micrometros cuadrados a aproximadamente 1 Methylobacterium/2
micrometros cuadrados, o de al menos aproximadamente 1 Methylobacterium/5 micrometros

cuadrados a aproximadamente 1 Methylobacterium/2 micrometros cuadrados. Los caldos de
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fermentacion bifasicos proporcionados en la presente memoria pueden comprender una
fase liquida que contiene Methylobacterium no adherente. En ciertas realizaciones, los
titulos de Methylobacterium no adherente en la fase liquida pueden ser menores que
aproximadamente 100.000, 10.000, o 1.000 CFU/m.

Los métodos de cultivo bifasicos proporcionados pueden dar caldos de fermentacion con
Methylobacterium en un titulo mayor que aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de
colonias por mililitro, en un titulo mayor que aproximadamente 1 x 10° unidades formadoras
de colonias por mililitro, en un titulo mayor que aproximadamente 1 x 10" unidades
formadoras de colonias por mililitro, en un titulo de al menos aproximadamente 3 x 10
unidades formadoras de colonias por mililitro. En ciertas realizaciones, los caldos de
fermentacion proporcionados en la presente memoria pueden comprender Methylobacterium
en un titulo de al menos aproximadamente 5 x 10® unidades formadoras de colonias por
mililitro a al menos aproximadamente 3 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro,
al menos aproximadamente 5 x 10® unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos
aproximadamente 4 x 10'° unidades formadoras de colonias por mililitro, o al menos
aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro. En ciertas
realizaciones, los caldos de fermentacion proporcionados en la presente memoria pueden
comprender Methylobacterium en un titulo de al menos aproximadamente 1 x 10° unidades
formadoras de colonias por mililitro a al menos aproximadamente 3 x 10" unidades
formadoras de colonias por mililitro, al menos aproximadamente 1 x 10° unidades
formadoras de colonias por mililitro a al menos aproximadamente 4 x 10" unidades
formadoras de colonias por mililitro, o al menos aproximadamente 1 x 10° unidades
formadoras de colonias por mililitro a al menos aproximadamente 6 x 10" unidades
formadoras de colonias por mililitro. En ciertas realizaciones, los caldos de fermentacién
proporcionados en la presente memoria comprenderan Methylobacterium en un titulo de al
menos aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos
aproximadamente 3 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos
aproximadamente 4 x 10'° unidades formadoras de colonias por mililitro, o al menos
aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro. En ciertas
realizaciones, los caldos de fermentaciéon proporcionados en la presente memoria
comprenderan Methylobacterium en un titulo de al menos aproximadamente 3 x 10"
unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos aproximadamente 4 x 10" unidades
formadoras de colonias por mililitro, o al menos aproximadamente 3 x 10" unidades
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formadoras de colonias por mililitro a al menos aproximadamente 6 x 10" unidades

formadoras de colonias por mililitro.

Se pueden usar sustancias sélidas con Methylobacterium adherente que se pueden obtener
como productos de fermentacion para preparar diversas composiciones Utiles para tratar
plantas o partes de plantas para mejorar el rendimiento de planta, y/o mejorar la produccion
de fruta de la planta productora de fruta. En ciertas realizaciones, la composicién comprende
Methylobacterium y esta exenta de sustancias que promueven el crecimiento de bacterias
residentes. Composiciones proporcionadas en la presente memoria que comprenden
Methylobacterium, sustancias soélidas con Methylobacterium cultivado sobre las mismas, o
que comprenden emulsiones con Methylobacterium cultivado en las mismas se pueden usar
para tratar plantas o partes de plantas. Se proporcionan por tanto plantas, partes de plantas,
y, en particular, semillas de plantas que han sido al menos parcialmente revestidas o
revestidas con los productos de caldo de fermentacién o composiciones que comprenden
Methylobacterium. También se proporciona productos vegetales procesados que contienen
los productos de caldo de fermentacion o composiciones con Methylobacterium o
Methylobacterium adherente. Se pueden usar sustancias soélidas con Methylobacterium
adherente para preparar diversas composiciones que son particularmente utiles para tratar
semillas de plantas. Se proporcionan por tanto semillas que han sido al menos parcialmente
revestidas con los productos de caldo de fermentacion o composiciones. También se
proporcionan productos de semilla procesados, que incluyen, pero no se limitan a, harina,
pienso y copos que contienen los productos de caldo de fermentacion o composiciones
proporcionados en la presente memoria. En ciertas realizaciones, el producto vegetal
procesado sera no regenerable (es decir, sera incapaz de desarrollarse hasta una planta).
En ciertas realizaciones, la sustancia sdlida usada en el producto de fermentacion o
composicién que reviste al menos parcialmente la planta, parte de planta o semilla de planta
0 que esta contenida en la planta, parte de planta o producto de semilla procesados
comprende una sustancia solida y Methylobacterium asociados o adherentes que pueden
ser identificados facilmente comparando una planta, parte de planta, semilla de planta o
producto procesado de los mismos, tratados y no tratados. El revestimiento parcial de una
planta, una parte de una planta o una semilla incluye, pero no se limita a, revestir al menos
aproximadamente 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%,
o aproximadamente 99,5% del area de superficie de la planta, parte de planta o semilla de

planta.

También se proporcionan en la presente memoria métodos para preparar una composicion

de tratamiento de una planta o semilla de planta que comprende Methylobacterium y esta
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exenta de sustancias que promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una
planta o semilla. Tales métodos pueden comprender (i) cultivar un mono-cultivo o co-cultivo
de Methylobacterium en medio que comprende: (a) una fase acuosa; (b) una fase liquida y
una fase sodlida; o (c) una emulsion, obteniendo de este modo un medio que contiene
Methylobacterium; (ii) separar los Methylobacterium de al menos una otra porcion del medio
que contiene Methylobacterium; y (iii) reconstituir los Methylobacterium en una matriz que
carece de sustancias que promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una
planta o semilla. En ciertas realizaciones, la etapa de separacién se efectia por
centrifugacion, filtracion o sedimentacion del medio que contiene Methylobacterium y
retirada del exceso de liquido o emulsién del mismo. En ciertas realizaciones donde los
Methylobacterium son cultivados en presencia de una sustancia sdlida, la separacion
proporcionara una fraccién que contiene Methylobacterium con crecimiento adherente a la
sustancia sélida y algo de Methylobacterium no adherente que puede ser reconstituido en la
matriz. En ciertas realizaciones, la sustancia que promueve el crecimiento de bacterias
residentes sobre una planta o semilla se selecciona del grupo que consiste en una fuente de
carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente de fosforo, una fuente de azufre, una fuente de
magnesio, y combinaciones de las mismas. En ciertas realizaciones, la matriz es un liquido,
una emulsion, o uno o mas solidos, y comprende un adyuvante y/o excipiente aceptable
desde el punto de vista agricola. En ciertas realizaciones, los Methylobacterium son
cultivados en medios que comprenden una fase liquida y una sustancia solida con
Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma. La sustancia sélida es separada de
la fase liquida del medio que contiene Methylobacterium, y la sustancia sélida con
Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma es reconstituida en la matriz
mencionada anteriormente. En ciertas realizaciones, la matriz puede ser un liquido que
incluye, pero no se limita a, agua, y tampon acuoso exento de sustancias que promueven el
crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o semilla, o una disolucion acuosa
exenta de sustancias que promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una

planta o semilla.

También se proporcionan en la presente memoria composiciones que comprenden
cualquiera de los siguientes aislamientos de Methylobacterium sp. proporcionados en la
siguiente Tabla 1, asi como plantas, partes de plantas y semillas de plantas que son

revestidas o revestidas parcialmente con las composiciones.
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Tabla 1. Aislamientos de Methylobacterium sp.

AISLAMIENTO | NLS USDA ARS

No. No. NRRL No.’
1ISO01 NLS0046 | NRRL B-50929
1ISO02 NLS0020 [ NRRL B-50930
ISO03 NLS0017 [ NRRL B-50931
1ISO04 NLS0042 | NRRL B-50932
ISO05 NLS0089 | NRRL B-50933
ISO06 NLS0068 | NRRL B-50934
1ISO07 NLS0065 | NRRL B-50935
ISO08 NLS0069 | NRRL B-50936
1ISO09 NLS0062 | NRRL B-50937
ISO10 NLS0064 | NRRL B-50938
1ISO11 NLS0021 | NRRL B-50939
1ISO12 NLS0066 | NRRL B-50940
1ISO13 NLS0037 | NRRL B-50941
1ISO14 NLS0038 | NRRL B-50942

"Numero de depdsito para cepa depositada con el AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE
CULTURE COLLECTION (NRRL) del National Center for Agricultural Utilization Research,
Agricultural Research Service, U.S. Department of Agriculture, 1815 North University Street,
Peoria, lllinois 61604 U.S.A. bajo los términos del Tratado de Budapest sobre el
Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos para los Fines de
Procedimiento de Patentes. Sujetas a 37 CFR §1.808(b), todas las restricciones impuestas
por el depositante sobre la disponibilidad al publico del material depositado seran retiradas

irrevocablemente tras la concesion de cualquier patente a partir de esta solicitud de patente.

Solicitudes de patente cedidas con la presente que describen usos especificos adicionales
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de las cepas de Methylobacterium de la Tabla 1 tales como: (1) aumentar el rendimiento de
maiz (US 61/911780, presentada el 4/12/2013; y solicitud internacional que reivindica
beneficio de la misma presentada el 4/12/2014); (2) aumentar el rendimiento de soja (US
61/911698, presentada el 4/12/2013; y solicitud internacional que reivindica beneficio de la
misma presentada el 4/12/2014); (3) mejorar el cultivo de lechuga (solicitud de patente
internacional PCT/US14/68558, presentada el 4/12/2014); (4) mejorar el crecimiento de
tomate (solicitud de patente internacional PCT/US14/68611, presentada el 4/12/2014) y se
incorporan cada una por referencia en la presente memoria en sus totalidades. Incorporados
especificamente en la presente memoria por referencia en sus totalidades son las
secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos gendmicos de Methylobacterium sp.
NLS017, NLS020, NLS037, NLS042, NLS065, y NLS066 que se describen en la solicitud de
patente internacional PCT/US14/68558, presentada el 4/12/2014. También incorporados
especificamente en la presente memoria por referencia en sus totalidades son las
secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos gendmicos de Methylobacterium sp.
NLS017 y NLS066 descritas en la solicitud de patente internacional PCT/US14/68611
presentada el 4/12/2014. Tales secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos
genomicos se pueden usar para identificar composiciones, partes de plantas, semillas de
plantas, o productos vegetales procesados que comprenden Methylobacterium sp. NLS017,
NLS020, NLS037, NLS042, NLS065, y NLS066.

Composiciones proporcionadas en la presente memoria que son utiles para tratar plantas o
partes de plantas que comprenden Methylobacterium, y/o estan exentas de sustancias que
promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o semilla, contienen una
sustancia sélida con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma, o que
comprenden emulsiones con Methylobacterium cultivado en las mismas también pueden
comprender ademas un adyuvante aceptable desde el punto de vista agricola o un
excipiente aceptable desde el punto de vista agricola. Un adyuvante aceptable desde el
punto de vista agricola o un excipiente aceptable desde el punto de vista agricola es
tipicamente un ingrediente que no causa fitotoxicidad indebida u otros efectos adversos
cuando es expuesto a una planta o parte de planta. En ciertas realizaciones, la sustancia
sélida puede ser por si misma un adyuvante aceptable desde el punto de vista agricola o un
excipiente aceptable desde el punto de vista agricola siempre y cuando no sea bactericida o
bacteriostatico para los Methylobacterium. En otras realizaciones, la composicion
comprende ademas al menos uno de un adyuvante aceptable desde el punto de vista
agricola o un excipiente aceptable desde el punto de vista agricola. Cualquiera de las
composiciones mencionadas anteriormente también puede comprender ademas un
pesticida. Pesticidas usados en la composicion incluyen, pero no se limitan a, un insecticida,
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un fungicida, un nematocida y un bactericida. En ciertas realizaciones, el pesticida usado en
la composicion es un pesticida que no inhibe sustancialmente el crecimiento de los
Methylobacterium. Como los Methylobacterium son bacterias gram negativas, bactericidas
adecuados usados en las composiciones pueden incluir, pero no se limitan a, bactericidas
que exhiben actividad contra bacterias gram positivas pero no bacterias gram negativas. Las
composiciones proporcionadas en la presente memoria también pueden comprender un
agente bacteriostatico que no inhibe sustancialmente el crecimiento de los
Methylobacterium. Agentes bacteriostaticos adecuados para el uso en las composiciones
proporcionadas en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a, los que exhiben
actividad contra bacterias gram positivas pero no bacterias gram negativas. Cualquiera de
las composiciones mencionadas anteriormente también puede ser un producto
esencialmente seco (es decir, que tiene aproximadamente 5% o menos de contenido de
agua), una mezcla de la composicion con una emulsion, o una suspension. Cualquiera de
las composiciones proporcionadas en la presente memoria se puede usar para revestir o
revestir parcialmente una planta, parte de planta o semilla de planta. El revestimiento parcial
de una planta, una parte de planta o una semilla incluye, pero no se limita a, revestir al
menos aproximadamente 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
98%, 99%, o aproximadamente 99,5% del area de superficie de la planta, parte de planta o

semilla de planta.

Adyuvantes aceptables desde el punto de vista agricola usados en las composiciones que
comprenden Methylobacterium incluyen, pero no se limitan a, componentes que aumentan
la eficacia del producto y/o productos que aumentan la facilidad de aplicacién del producto.
Adyuvantes que aumentan la eficacia del producto pueden incluir diversos
humectantes/esparcidores que promueven la adhesion a y extension de la composicion
sobre partes de la planta, agentes de pegajosidad que promueven la adhesion a la parte de
la planta, penetrantes que pueden promover el contacto del agente activo con tejidos
interiores, extensores que aumentan la semivida del agente activo inhibiendo la degradacién
ambiental, y humectantes que aumentan la densidad o el tiempo de secado de las
composiciones pulverizadas. Humectantes/esparcidores usados en las composiciones
pueden incluir, pero no se limitan a, tensioactivos no idnicos, tensioactivos anionicos,
tensioactivos catidnicos, tensioactivos anféteros, tensioactivos de organo-silicato, y/o
tensioactivos acidificados. Agentes de pegajosidad usados en las composiciones pueden
incluir, pero no se limitan a, sustancias basadas en latex, terpeno/pinoleno, y sustancias
basadas en pirrolidona. Penetrantes pueden incluir aceite mineral, aceite vegetal, aceite
vegetal esterificado, tensioactivos de organo-silicato, y tensioactivos acidificados.
Extensores usados en las composiciones pueden incluir, pero no se limitan a, sulfato de
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amonio, o sustancias basadas en menteno. Humectantes usados en las composiciones
pueden incluir, pero no se limitan a, glicerol, propilenglicol y dietilglicol. Adyuvantes que
mejoran la facilidad de aplicacion del producto incluyen, pero no se limitan a, agentes
acidificantes/amortiguadores, agentes antiespumantes/desespumantes, agentes de
compatibilidad, agentes reductores de deriva, colorantes y acondicionadores del agua.
Agentes antiespumantes/desespumantes usados en las composiciones pueden incluir, pero
no se limitan a, dimetopolisiloxano. Agentes de compatibilidad usados en las composiciones
pueden incluir, pero no se limitan a, sulfato de amonio. Agentes reductores de deriva usados
en las composiciones pueden incluir, pero no se limitan a, poliacrilamidas y polisacaridos.
Acondicionadores del agua usados en las composiciones pueden incluir, pero no se limitan

a, sulfato de amonio.

También se proporcionan en la presente memoria métodos para tratar plantas y/o partes de
plantas con los caldos de fermentacion, productos de caldo de fermentacion, y
composiciones que comprenden Methylobacterium. Plantas tratadas y partes de plantas
tratadas obtenidas a partir de las mismas incluyen, pero no se limitan a, una planta de
pimiento, tomate, baya o platano. Partes de plantas que se tratan incluyen, pero no se
limitan a, hojas, tallos, flores, raices, semillas, fruta, tubérculos, coledptilos y similares.
Semillas u otros propagulos de cualquiera de las plantas mencionadas anteriormente
pueden ser tratadas con los caldos de fermentacion, productos de caldos de fermentacion,

productos de fermentacion, y/o composiciones proporcionadas en la presente memoria.

En ciertas realizaciones, las plantas y/o partes de plantas se tratan aplicando los caldos de
fermentacion, productos de caldos de fermentacion, productos de fermentacion y
composiciones que comprenden Methylobacterium como una pulverizacion. Tales
aplicaciones de pulverizacién incluyen, pero no se limitan a, tratamientos de una unica parte
de planta o cualquier combinacion de partes de plantas. La pulverizacion se puede
conseguir con cualquier dispositivo que distribuya los caldos de fermentacion, productos de
caldos de fermentacion, productos de fermentacién, y composiciones a la planta y/o parte(s)
de plantas. Dispositivos de pulverizacién utiles incluyen un pulverizador de lanza, un
pulverizador de mano o de mochila, fumigadores de cultivos (p.ej. pulverizacion aérea), y
similares. También se pueden usar dispositivos de pulverizacion y o métodos que
proporcionan la aplicaciéon de los caldos de fermentacion, productos de caldos de
fermentacion, productos de fermentacién, y composiciones a una cualquiera o ambas de la
superficie adaxial y/o la superficie abaxial. Plantas y/o partes de plantas que son al menos
revestidas parcialmente con cualquiera de un cado de fermentacion bifasico, un producto de

caldo de fermentacion, producto de fermentacion o composiciones que comprenden una
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sustancia sélida con Methylobacterium adheridos a la misma también se proporcionan en la
presente memoria. También se proporcionan en la presente memoria productos vegetales
procesados que comprenden una sustancia solida con Methylobacterium adheridos a la
misma. Se puede usar cualquiera de las composiciones proporcionadas en la presente
memoria para revestir o revestir parcialmente una planta, parte de planta o semilla de planta.
El revestimiento parcial de una planta, una parte de planta o una semilla incluye, pero no se
limita a, revestir al menos aproximadamente 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 98%, 99%, o aproximadamente 99,5% del area de superficie de la planta,

parte de planta o semilla de planta.

En ciertas realizaciones, las semillas se tratan exponiendo las semillas a los caldos de
fermentacion, productos de caldos de fermentacion, productos de fermentacion y
composiciones que comprenden Methylobacterium. Las semillas se pueden tratar con los
caldos de fermentacién, productos de caldos de fermentacion y composiciones
proporcionados en la presente memoria por métodos que incluyen, pero no se limitan a,
imbibicion, revestimiento, pulverizacion y similares. En ciertas realizaciones, semillas
estirilizadas en superficie se tratan con una composicion que comprende Methylobacterium.
En ciertas realizaciones, semillas no esterilizadas (p.ej. semillas que no han sido sometidas
a esterilizacion superficial) se tratan con una composicion que comprende Methylobacterium
que ha sido desprovista de sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos
residentes sobre la semilla. Los tratamientos de semillas se pueden efectuar con tratadores
de semillas tanto continuos como discontinuos. En ciertas realizaciones, las semillas
revestidas se pueden preparar suspendiendo las semillas con una composicion de
revestimiento que contiene un caldo de fermentacién, producto de caldo de fermentacion o
composiciones que comprenden la sustancia solida con Methylobacterium y secando al aire
el producto resultante. El secado al aire se puede llevar a cabo a cualquier temperatura que
no sea perjudicial para la semilla o los Methylobacterium, pero sera tipicamente no mayor
que 30 grados centigrados. La proporcion de revestimiento que comprende una sustancia
solida y Methylobacterium incluye, pero no se limita a, un intervalo de 0,1 a 25% en peso de
la semilla, 0,5 a 5% en peso de la semilla, y 0,5 a 2,5% en peso de la semilla. El
revestimiento parcial de una semilla puede incluir, pero no se limita a, revestir al menos
aproximadamente 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%,
o aproximadamente 99,5% del area de superficie de la semilla. En ciertas realizaciones, una
sustancia sélida usada en el revestimiento o tratamiento de la semilla tendra
Methylobacterium adheridos sobre la misma. En ciertas realizaciones, una sustancia solida
usada en el revestimiento o tratamiento de la semilla estara asociada con Methylobacterium
y sera un caldo de fermentaciéon, producto de caldo de fermentacion o composicion
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obtenidos por los métodos proporcionados en la presente memoria. Diversas composiciones
de tratamiento de semillas y métodos para el tratamiento de semillas descritos en las
patentes de EE.UU. Nos. 5.106.648, 5.512.069 y 8.181.388 se incorporan en la presente
memoria por referencia en sus totalidades, y se pueden adaptar para uso con un agente
activo que comprende los caldos de fermentacién, productos de caldos de fermentacion o
composiciones proporcionados en la presente memoria. En ciertas realizaciones, la
composicion usada para tratar la semilla puede contener excipientes aceptables desde el
punto de vista agricola que incluyen, pero no se limitan a, harinas de madera, arcillas,
carbdn activado, tierra de diatomeas, sdlidos inorganicos de grano fino, carbonato de calcio
y similares. Arcillas y solidos inorganicos que se pueden usar con los caldos de
fermentacion, productos de caldos de fermentacién o composiciones proporcionados en la
presente memoria incluyen, pero no se limitan a, bentonita de calcio, caolin, arcilla de china,
talco, perlita, mica, vermiculita, silices, polvo de cuarzo, montmorillonita y mezclas de los
mismos. Adyuvantes aceptables desde el punto de vista agricola que promueven el pegado
a la semilla que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, poli(acetatos de vinilo,
copolimero de poli(acetato de vinilo), poli(acetatos de vinilo) hidrolizados, copolimero de
polivinilpirrolidona-acetato de vinilo, poli(alcoholes vinilicos), copolimeros de poli(alcohol
vinilico), poli(éter vinilmetilico), copolimero de poli(éter vinilmetilico)-anhidrido maleico,
ceras, polimeros de latex, celulosas, que incluyen etilcelulosas y metilcelulosas,
hidroximetilcelulosas, hidroxipropilcelulosa, hidroximetilpropilcelulosas, polivinilpirrolidonas,
alginatos, dextrinas, maltodextrinas, polisacaridos, grasas, aceites, proteinas, goma karaya,
goma jaguar, goma tragacanto, gomas de polisacaridos, mucilago, goma arabiga, gomas
lacas, polimeros y copolimeros de cloruro de vinilideno, polimeros y copolimeros de
proteinas basadas en soja, lignosulfonatos, copolimeros acrilicos, almidones, poli(acrilatos
de vinilo), zeinas, gelatina, carboximetilcelulosa, chitosan, poli(6xido de etileno), polimeros y
copolimeros de acrilamida, poli(acrilato de hidroxietilo), mondémeros de metilacrilimida,
alginato, etilcelulosa, policloropreno y jarabes o mezclas de los mismos. Otros adyuvantes
aceptables desde el punto de vista agricola utiles que pueden promover el revestimiento
incluyen, pero no se limitan a, polimeros y copolimeros de acetato de vinilo, copolimero de
polivinilpirrolidona-acetato de vinilo y ceras solubles en agua. Diversos tensioactivos,
dispersantes, agentes antiapelmazamiento, agentes de control de espuma y colorantes
descritos en la presente memoria y en la patente de EE.UU. N° 8.181.388 pueden ser
adaptados para uso con un agente activo que comprende los caldos de fermentacion,
productos de caldos de fermentacidn o composiciones proporcionados en la presente

memoria.

Se proporcionan en la presente memoria composiciones que comprenden Methylobacterium
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que proporcionan un rendimiento de planta mejorado, asi como producciéon de fruta
mejorada de plantas productoras de fruta en relacién a plantas no tratadas que no han sido
expuestas a las composiciones. En ciertas realizaciones, partes de plantas, que incluyen,
pero no se limitan a, una semilla, una hoja, un fruto, un tallo, una raiz, un tubérculo o un
coledptilo pueden ser tratadas con las composiciones proporcionadas en la presente
memoria para mejorar el rendimiento de planta, control de insectos, control fungico, y/o
produccion de fruta. Los tratamientos o aplicaciones pueden incluir, pero no se limitan a,
pulverizacion, revestimiento, revestimiento parcial, inmersion y/o imbibicién de la planta o
partes de la planta con las composiciones proporcionadas en la presente memoria. En
ciertas realizaciones, una semilla, una hoja, un fruto, un tallo, una raiz, un tubérculo o un
coledptilo pueden ser sumergidos y/o embebidos con un liquido, semiliquido, emulsiéon o
suspension de una composicion proporcionada en la presente memoria. Tal inmersién o
imbibicion de la semilla puede ser suficiente para proporcionar un rendimiento de planta
mejorado, control de insectos, control fungico, y/o produccién de fruta en una planta o parte
de planta tratada en comparacion con una planta o parte de planta no tratadas. La
produccion de fruta mejorada incluye, pero no se limita a, cuajado mas rapido de la fruta,
cuajado de la fruta aumentado, maduracion mas temprana, y/o produccién de fruta mas
madura en relaciéon con plantas no tratadas. En ciertas realizaciones, las semillas de plantas
pueden ser sumergidas y/o embebidas durante al menos 1, 2, 3, 4, 5, o 6 horas. Tal
inmersion y/o imbibicidn puede, en ciertas realizaciones, ser realizada a temperaturas que
no sean perjudiciales para la semilla de planta o los Methylobacterium. En ciertas
realizaciones, las semillas pueden ser tratadas a aproximadamente 15 a aproximadamente
30 grados centigrados o a aproximadamente 20 a aproximadamente 25 grados centigrados.
En ciertas realizaciones, la imbibicién 70 inmersion de la semilla puede ser realizada con

agitacion suave.

Se espera por lo tanto que las composiciones proporcionadas en la presente memoria que
comprenden Methylobacterium sean utiles en mejorar la produccion de fruta en una amplia
variedad de plantas, que incluyen, pero no se limitan a: una planta de manzana, pera, uva,
citrico, melon, pimiento, tomate, baya, kiwi, mango o platano. En ciertas realizaciones, la
planta de baya es una planta de mora, fresa o arandano. Se espera por lo tanto que las
composiciones proporcionadas en la presente memoria que comprenden Methylobacterium
sean utiles en mejorar el rendimiento de planta, control de insectos en plantas, y control de
hongos patdgenos de plantas en una amplia variedad de plantas, que incluyen, pero no se
limitan a: maiz, Brassica sp. (p.ej., B. napus, B. rapa, B. juncea), alfalfa, arroz, centeno,
sorgo, mijo (p.€j., mijo perla (Pennisetum glaucum), mijo proso (Panicum miliaceum), mijo de
foxtail (Setaria italica), mijo de dedo (Eleusine coracana)), girasol, cartamo, soja, tabaco,
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patata, cacahuetes, algodén, batata (lpomoea batatus), mandioca, café, coco, pifia, arboles
citricos, cacao, té, platano, aguacate, higo, guava, mango, aceituna, papaya, anacardo,
macadamia, almendra, remolachas de azucar, cafa de azucar, avena, cebada, tomates,
lechuga, judias verdes, judias de Lima, garbanzos, cucurbitaceas tales como pepino,
cantalupo y meldn almizclefio, ornamentales, y coniferas. Partes de planta que se tratan
incluyen, pero no se limitan a, hojas, tallos, flores, raices, semillas, fruto, tubérculos,
coleoptilos y similares. Plantas ornamentales y partes de plantas que se pueden tratar
incluyen, pero no se limitan a, azalea, hydrangea, hibisco, rosas, tulipanes, narcisos,
petunias, clavel, flor de pascua y crisantemo. Plantas coniferas y partes de planta que se
pueden tratar incluyen, pero no se limitan a, pinos tales como pino taeda, pino ellioti, pino
ponderosa, pino contorta y pino Monterrey; abeto de Douglas; Tsuga del pacifico; picea de
Sitka; secuoya; abetos verdaderos tales como abeto blanco y abeto balsamico; y cedros
tales como cedro rojo del oeste y cedro amarillo de Alaska. Plantas de césped y partes de
planta que se pueden tratar incluyen, pero no se limitan a, pasto azul anual, césped inglés
anual, pasto azul de Canada, festuca, agrostis, pasto de trigo, pasto azul de Kentucky, pasto
ovillo, césped inglés, agrostis gigantea, pasto de Bermudas, pasto de San Agustin, y pasto
zoysia. Semillas u otros propagulos de cualquiera de las plantas mencionadas anteriormente

se pueden tratar con las composiciones proporcionadas en la presente memoria.

En ciertas realizaciones, una cantidad de una composicién proporcionada en la presente
memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado, control de
insectos en plantas mejorado, control de hongos patégenos en plantas mejorado, asi como
produccion de fruta mejorada puede ser una composicion con Methylobacterium en un titulo
de al menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al
menos aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x10” unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 5 x 10® unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro, o al menos
aproximadamente 3 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro. En ciertas
realizaciones, una cantidad de una composicion proporcionada en la presente memoria que
es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o produccién de fruta
mejorado puede ser una composicion con Methylobacterium en un titulo de
aproximadamente al menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por
mililitro, al menos aproximadamente 5x1 0° unidades formadoras de colonias por mililitro, al
menos aproximadamente 1 x10” unidades formadoras de colonias por mililitro, o al menos
aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos
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aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro de un liquido o una
emulsion. En ciertas realizaciones, una cantidad de una composicion proporcionada en la
presente memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o
produccion de fruta mejorado puede ser un producto de caldo de fermentacién con un titulo
de Methylobacterium de una fase soélida de ese producto es al menos aproximadamente 5 x
10® unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos aproximadamente 5 x 10"
unidades formadoras de colonias por mililitro de Methylobacterium por gramo de la fase
sélida. En ciertas realizaciones, una cantidad de una composiciéon proporcionada en la
presente memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o
produccion de fruta mejorado puede ser una composicion con un titulo de Methylobacterium
de al menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al
menos aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1 x10” unidades formadoras de colonias por gramo, o al menos
aproximadamente 5 x 10® unidades formadoras de colonias por gramo a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo
de particulas en la composicion que contiene las particulas que comprenden una sustancia
sélida en donde un mono-cultivo o co-cultivo de Methylobacterium esta adherido a la misma.
En ciertas realizaciones, una cantidad de una composicién proporcionada en la presente
memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o produccion
de fruta mejorado puede ser una composicion con un titulo de Methylobacterium de al
menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 1 x10’ unidades formadoras de colonias por ml, o al menos
aproximadamente 5 x 10°® unidades formadoras de colonias por ml a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por ml en
una composicion que comprende una emulsion en donde un mono-cultivo o co-cultivo de un
Methylobacterium adherido a una sustancia solida esta provisto en la misma o cultivado en
la misma. En ciertas realizaciones, una cantidad de una composicion proporcionada en la
presente memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o
produccion de fruta mejorado puede ser una composicion con un titulo de Methylobacterium
de al menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 1 x10’ unidades formadoras de colonias por ml, o al menos
aproximadamente 5 x 10°® unidades formadoras de colonias por ml a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por ml en

una composicion que comprende una emulsion en donde un mono-cultivo o co-cultivo de un
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Methylobacterium esta provisto en la misma o cultivado en la misma.

En ciertas realizaciones, una cantidad de una composicién proporcionada en la presente
memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o produccion
de fruta mejorado puede ser una composicion con Methylobacterium sp. en un titulo de al
menos aproximadamente 1x10* unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1x10’ unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro, o al menos
aproximadamente 3 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro. En ciertas
realizaciones, una cantidad de una composicion proporcionada en la presente memoria que
es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o produccién de fruta
mejorado puede ser una composicion con Methylobacterium sp. en un titulo de al menos
aproximadamente 1x10* unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, aproximadamente al
menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x10’ unidades formadoras de colonias por mililitro, o al menos
aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro de un liquido o una
emulsion. En ciertas realizaciones, una cantidad de una composicion proporcionada en la
presente memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o
produccion de fruta mejorado puede ser un producto de caldo de fermentacién con un titulo
de Methylobacterium sp. de una fase sélida de ese producto que es al menos
aproximadamente 1 x10* unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1x10’ unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por gramo, o al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por
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gramo, al menos aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de colonias de
Methylobacterium por gramo, al menos aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de
colonias de Methylobacterium por gramo, al menos aproximadamente 1 x 10" unidades
formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo, o al menos aproximadamente 5 x
10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo de la fase sélida. En
ciertas realizaciones, una cantidad de una composicién proporcionada en la presente
memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o produccion
de fruta mejorado puede ser una composicion con un titulo de Methylobacterium de al
menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1x10’ unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por gramo, o al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por
gramo, al menos aproximadamente 1x10" unidades formadoras de colonias de
Methylobacterium por gramo, al menos aproximadamente 1x10' unidades formadoras de
colonias de Methylobacterium por gramo, al menos aproximadamente 1x10" unidades
formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo, o al menos aproximadamente 5 x
10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo de particulas en la
composicién que contiene las particulas que comprenden una sustancia solida en donde un
mono-cultivo o co-cultivo de Methylobacterium sp. esta adherido a la misma. En ciertas
realizaciones, una cantidad de una composicion proporcionada en la presente memoria que
es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o produccién de fruta
mejorado puede ser una composicién con un titulo de Methylobacterium de al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 1x10” unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 5 x 10® unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por gramo, o al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por ml en
una composicion que comprende una emulsion en donde un mono-cultivo o co-cultivo de un
Methylobacterium sp. adherido a una sustancia sdlida esta provisto en la misma o cultivado
en la misma. En ciertas realizaciones, una cantidad de una composicién proporcionada en la

presente memoria que es suficiente para proporcionar rendimiento de planta mejorado y/o
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produccion de fruta mejorado puede ser una composicion con un titulo de Methylobacterium
de al menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 1 x10’ unidades formadoras de colonias por ml, o al menos
aproximadamente 5 x 10°® unidades formadoras de colonias por ml a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por mL en
una composicion que comprende una emulsion en donde un mono-cultivo o co-cultivo de un

Methylobacterium sp. esta provisto en la misma o cultivado en la misma.

En ciertas realizaciones, se proporcionan o usan composiciones con un Methylobacterium
sp. en un titulo de al menos aproximadamente 1 x10* unidades formadoras de colonias por
mililitro, al menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al
menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x10” unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 5 x 10® unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro, o al menos
aproximadamente 3 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro. En ciertas
realizaciones, se proporcionan composiciones con Methylobacterium sp. en un titulo de al
menos aproximadamente 1 x10* unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, aproximadamente al
menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por mililitro, al menos
aproximadamente 1 x10’ unidades formadoras de colonias por mililitro, o al menos
aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias por mililitro de un liquido o una
emulsién. En ciertas realizaciones, se proporcionan productos de caldos de fermentacion
con un titulo de Methylobacterium sp. de una fase sdlida de ese producto que es al menos
aproximadamente 1 x10* unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1 x10’ unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por gramo, o al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo a al menos
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aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por
gramo, al menos aproximadamente 1x 10" unidades formadoras de colonias de
Methylobacterium por gramo, al menos aproximadamente 1x10' unidades formadoras de
colonias de Methylobacterium por gramo, al menos aproximadamente 1x10" unidades
formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo, o al menos aproximadamente
5x10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo de la fase sdélida.
En ciertas realizaciones, se proporcionan composiciones con un titulo de Methylobacterium
de al menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al
menos aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1 x10’ unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 5 x 10° unidades formadoras de colonias por gramo, al menos
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonias por gramo, o al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por gramo a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por
gramo, al menos aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de colonias de
Methylobacterium por gramo, al menos aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de
colonias de Methylobacterium por gramo, al menos aproximadamente 1 x 10" unidades
formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo, o al menos aproximadamente 5 x
10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por gramo de particulas en la
composicién que contiene las particulas que comprenden una sustancia solida en donde un
mono-cultivo o co-cultivo de Methylobacterium sp. esta adherido a la misma. En ciertas
realizaciones, se proporcionan composiciones con un titulo de Methylobacterium de al
menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por ml, al menos
aproximadamente 1 x10’ unidades formadoras de colonias por ml, o al menos
aproximadamente 5 x 10°® unidades formadoras de colonias por ml a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por ml en
una composicion que comprende una emulsion en donde un mono-cultivo o co-cultivo de un
Methylobacterium sp. adherido a una sustancia sdlida esta provisto en la misma o cultivado
en la misma. En ciertas realizaciones, se proporcionan composiciones con un titulo de
Methylobacterium de al menos aproximadamente 1 x10° unidades formadoras de colonias
por mL, al menos aproximadamente 5x10° unidades formadoras de colonias por ml, al
menos aproximadamente 1 x10” unidades formadoras de colonias por ml, o al menos
aproximadamente 5 x 10°® unidades formadoras de colonias por ml a al menos
aproximadamente 6 x 10" unidades formadoras de colonias de Methylobacterium por ml en

una composicion que comprende una emulsion en donde un mono-cultivo o co-cultivo de un
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Methylobacterium sp. esta provisto en la misma o cultivado en la misma. En ciertas
realizaciones de cualquiera de las composiciones mencionadas anteriormente, el
Methylobacterium sp. se selecciona del grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-50931),
NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-50941),
NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-50929),
NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-50935),
NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-50936),
NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos. En ciertas realizaciones de

cualquiera de las composiciones mencionadas anteriormente, la composicion puede

~ o~ o~ o~

comprender ademas un adyuvante aceptable desde el punto de vista agricola, un excipiente
aceptable desde el punto de vista agricola, o combinacion de los mismos. En ciertas
realizaciones de cualquiera de las composiciones mencionadas anteriormente, el
Methylobacterium sp. se selecciona del grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-50931),
NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-50941),
NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-50929),
NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-50935),
NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-50936),
NLS0089 (NRRL B-50933), derivados de los mismos; y también comprende un adyuvante
aceptable desde el punto de vista agricola, excipiente, o combinacion de los mismos. En
ciertas realizaciones de cualquiera de las composiciones mencionadas anteriormente, la
composicion esta exenta de sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos
residentes sobre una planta o semilla. También se proporcionan plantas, partes de plantas,
y semillas de plantas que son revestidas o al menos revestidas parcialmente con cualquiera

de las composiciones mencionadas anteriormente.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar ciertas realizaciones de la invencion.
Los expertos en la técnica apreciaran que las técnicas descritas en los siguientes ejemplos
representan técnicas descubiertas por los solicitantes para que funcionen bien en la practica
de la invencion, y por tanto puede considerarse que constituyen ejemplos no limitantes para
su practica. Sin embargo, los expertos en la técnica deben, a la luz de la presente
descripcion, apreciar que se pueden hacer muchos cambios en las realizaciones especificas
que se describen, a la vez que se obtienen aun resultados parecidos o similares, sin

apartarse del alcance de la invencion.
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Ejemplo 1. Cultivo de cepas de PPFM en un medio de cultivo liquido suplementado con una

sustancia solida

El medio de cultivo liquido usado para cultivar los cultivos de PPFM fue un medio de sales
base suplementado con glicerol, peptona y tierra de diatomeas. El medio de sales base
usado fue medio de sales minerales de amonio (AMS). El medio AMS contiene, por litro, 700
miligramos de fosfato de potasio dibasico anhidro, 540 miligramos de fosfato de potasio
monobasico anhidro, un gramo de sulfato de magnesio heptahidrato, 500 miligramos de

cloruro de amonio anhidro, y 200 miligramos de cloruro de calcio dihidrato.

El medio base AMS se prepardé a partir de tres soluciones patrén, enumeradas a

continuacion:
Disolucion patrén I: para un litro a concentracién 50X
fosfato de potasio dibasico, anhidro 35 gramos
fosfato de potasio monobasico, anhidro 27 gramos
Disolucion patrén II: para un litro a concentracion 50X
sulfato de magnesio heptahidrato 50 gramos
cloruro de amonio, anhidro 25 gramos
Disolucion patrén lll: para un litro a concentracién 50X
cloruro de calcio dihidrato 10 gramos

Las soluciones patron 1, 11y 1l se trataron en autoclave por separado.

Para preparar un litro de medio AMS liquido con glicerol, peptona y tierra de diatomeas, se

afiadié lo siguiente a 920 ml de agua destilada:
20 ml de disolucién patron |
20 ml de disolucion patrén I
20 ml de disolucién patrén 11
20 ml de una disolucién patron de glicerol al 50%
10 gramos de peptona
2 gramos de tierra de diatomeas

La disolucién resultante con tierra de diatomeas suspendida se esterilizé por tratamiento en
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autoclave.

Se pusieron dos litros del medio AMS anterior en un matraz de cuatro litros. Se afhadieron
dos mililitros de cultivo liquido de PPFMs al medio para inocular. Después se puso el matraz
en un agitador incubado ajustado a 240 RPM y 30 grados Celsius. Los cultivos fueron

cultivados durante seis dias y almacenados después a 4 grados Celsius para uso futuro.
Ejemplo 2. Ensayo de cultivo y madurez de pimiento
Resuspension en agua de PPFM

Las cepas de PPFM a ser ensayadas fueron cultivadas como se describe en el Ejemplo 1 en
un medio liquido suplementado con una sustancia sodlida. En la campana bioldgica, se
pipeted la cantidad deseada de disolucion de PPFM en tubos conicos (asegurandose de
girar/agitar la botella vigorosamente antes de pipetear para suspender en forma de
particulas). Se us6 una centrifuga para girar a 3.500 RPM durante 15 minutos a 23°C.
Mientras eran centrifugados los tubos, se midié un volumen de agua del grifo tibia para llevar

el volumen de cada muestra hasta el volumen total.

Se verti6 cuidadosamente liquido de cada tubo, y el granulo fue mantenido intacto
cuidadosamente. Se afadio el volumen apropiado de agua del grifo a cada tubo para hacer
concordar su volumen inicial de disolucion de PPFM. Se usaron los PPFMS resuspendidos

en agua tan rapidamente como fue posible.
Preparacion de semillas

Se contaron 100 semillas de semilla de pimiento ‘Bangkok’ de Johnny’s (Johnny’s Selected
Semilla, Waterville, ME, USA) por grupo. Se empaparon las semillas en 30 ml de agua del
grifo tibia durante 30 minutos para el grupo de control. Se empaparon las semillas en 30 ml

de PPFMs resuspendidos en agua, cepa NLS0038, para los grupos de semilla tratados.
Plantacion

Se uso6 una bandeja con tapones de 2,54 centimetros (1 pulgada) de 96 celdas por grupo.
Se llenaron dos bandejas con Farfard Super Fine Germination soilless media mix (de Sun
Gro Horticulture, Agawam, MA, USA), se nivelaron con la parte superior de la celda, se
apret6 con los pulgares en cada celda para compactar, después se llenaron de nuevo a nivel
con la parte superior de la celda. Se regaron, con agua bien templada, usando el aparato de
ducha. Usando pincitas, se plantaron las semillas a una profundidad de aproximadamente
0,63 cm ( ¥4”). Se planto el grupo de control primero para evitar contaminacion cruzada. Se

puso 1 semilla en cada celda para un total de 96 semillas por grupo. Se taparon las semillas

44



10

15

ES 2 602 992 A2

y se afadi6 agua ligeramente. Se marcaron los grupos con etiquetas y se pusieron cupulas

de humedad por encima de los cajas planas.
Cultivo y desarrollo

Las cupulas de humedad se retiraron después de ocurrir la germinacién a los 7 dias. A los
30 dias de madurez, 8 plantas de cada grupo se transplantaron de sus bandejas de 96
celdas a macetas verdes de 11,43 cm (4,5”) llenas de Fafard 3B soilless media mix (de Sun
Gro Horticulture, Agawam, MA, USA). A los 81 dias, las plantas fueron lo suficientemente
grandes para caer. Todas las plantas fueron de un tamafo similar, y se recortaron varios
nodos para aligerar las plantas. El grupo de control se corté primero, después se

esterilizaron las podadoras y se cort6 el grupo tratado.
Resultados

A los 92 dias, mas de la mitad de las plantas del grupo tratado presentaron fruto maduro
rojo, mientras que las plantas del grupo de control no exhibieron fruto maduro. Tanto el fruto
maduro como el inmaduro se contaron para todas las plantas. Los recuentos de fruto totales
para el grupo tratado con NLS0038 fueron un 15,8% mas altos. Véanse las Tablas 24 a

continuacion.

Tabla 2. Plantas con fruto maduro rojo observado, 92 dias de crecimiento

+NLS0038 Control

Total 5/8 0/8

Tabla 3. Recuentos totales de fruto observados a los 92 dias de crecimiento

+NLS0038 Control
29 25
15 29
30 31
22 25
35 21
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+NLS0038 Control
44 29
46 32
31 23
Total 252 215

Tabla 4. Recuentos totales de fruto maduro observados a los 105 dias de crecimiento

+NLS0038 Control
15 20

12 12

5 20

17 14

14 9

23 14

23 14

24 18

Total 133 121

Conclusioén

Las plantas de pimiento cultivadas hasta la madurez a partir de semillas tratadas con PPFM,
cepa NLS0038, produjeron mas fruto maduro y un recuento de fruto total aumentado desde
las observaciones iniciales de fruta en maduracion a los 92 dias. Trece dias después de las
observaciones iniciales, el grupo tratado continué mostrando un ligero aumento en

recuentos de fruta madura.

Ejemplo 3. Inoculacién de semillas de lechuga ‘Rex’ para identificar PPFMs que aumentan el
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crecimiento de raices y brotes.
Siembra

Se puso un Oasis HorticubeXL™ de 104 celdas (de fondo ranurado, plantador simple;
Smithers-Oasis North America, Kent, OH, USA) en una caja plana 1040 sin agujeros. Se
retiraron cuatro cubos en el centro de la rejilla para permitir el riego del fondo. El Oasis
HorticubeXL™ se regd para que estuviera totalmente saturado, se usé el aparato de ducha

con agua templada. Se puso una semilla en cada celda para un total de 100 semillas por

grupo.
Inoculacion de las semillas de lechuga

Se cultivaron las cepas de PPFM a ser ensayadas como se describe en el Ejemplo 1 en un
medio liquido suplementado con una sustancia solida. En la campana biolégica, se pipeted
la cantidad deseada de disolucién de PPFM en tubos cénicos (asegurandose de girar/agitar
la botella vigorosamente antes de pipetear para suspender en forma de particulas). Se us6
una centrifuga para girar a 3.500 RPM durante 15 minutos a 23°C. Mientras eran
centrifugados los tubos, se midié un volumen de agua del grifo tibia para llevar el volumen

de cada muestra hasta el volumen total.

Se vertié cuidadosamente liquido de cada tubo, con cuidado para mantener el granulo
intacto. Se afiadi6 el volumen apropiado de agua del grifo a cada tubo para hacer concordar
su volumen inicial de disolucion de PPFM. Se usaron los PPFMS resuspendidos en agua tan

rapidamente como fue posible.

100 microlitros de disolucion (disolucién de PPFM para los grupos tratados y agua del grifo
para los grupos de control) se pipetearon sobre la parte superior de cada semilla. Después
de cada 3 filas, se tapd el tubo y se agitdé para resuspender cualesquiera PPFMs que
pudieran haber sedimentado en el fondo. Las puntas de las pipetas se cambiaron entre cada
grupo para evitar contaminacion cruzada. Se marcaron etiquetas y se fecharon para cada
caja plana y se pusieron cupulas de humedad transparentes por encima de la caja plana.
Los cajas planas se pusieron en una camara de crecimiento con ajustes de temperatura a

20° C y dias de 12 horas con iluminacion de 200 micromoles.
Crecimiento

Después de cinco a seis dias, se retiraron las cupulas después de que germinaron las
semillas. Las cajas planas se regaron en el fondo solamente, y se fertilizaron con Jack's™
15-16-17 (JR PETERS, Inc. Allentown, PA, USA) en cada riego (aproximadamente cada dos
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dias).

Se llevo a cabo una recolocacion diaria de los cajas planas para impedir efectos potenciales
sobre el crecimiento debidos a variaciones de las condiciones de luz en la camara de

crecimiento.
Procesamiento

Las cajas planas se cosecharon entre dos y tres semanas. Se pusieron cupulas de humedad
transparentes sobre cada caja plana para impedir la evapotranspiracion durante el
transporte. Las cupulas se dejaron en su lugar hasta que la caja fue procesada. Cada planta
se cortd directamente por debajo de los cotiledones y se pesé inmediatamente en una

balanza analitica.
Observaciones

Se observé que algunas cepas mostraron repetidamente un aumento en biomasa de brotes
de vastagos de lechuga cuando se tratd6 una semilla en el momento de la plantacion.
También se hicieron observaciones visuales de la masa y desarrollo de la raiz, los grupos
tratados mostraron mas crecimiento en el momento de la cosecha. Debido a la varianza
natural de los sistemas biolégicos, todos los tamafios de las muestras fueron 98 — 100

plantas como minimo, y nada por debajo de un 12% diferencia se considerd significativo.
Conclusion

Fue evidente que las cepas NLS0017, NLS0020, NLS0066, NLS0065, y NLS0089 muestran
un aumento en el peso humedo de vastagos de lechuga después del tratamiento de las
semillas. Las cepas NLS0069, NLS0037, NLS0038, y NLS0062 exhibieron aumentos
despreciables en peso humedo en comparacion con los controles. También se advirtio junto
con un aumento en la biomasa de los brotes un aumento correspondiente en el desarrollo de

la raiz.
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Tabla 5. Efectos de tratamientos de semillas sobre el crecimiento de lechuga

peso humedo del vastago

(mg)
cepa titulo control experimental | diferencia (%) intervalo de
confianza
NLS0017 | 2,7E+08 | 226,18 306,36 35,45% 0,000
NLS0017 | 1,4E+08 | 298,27 353,34 18,46% 0,012
NLS0017 | 2,7E+08 | 169,56 176,68 4,20% 0,567
NLS0017 | 1,1E+09 | 98,92 167,51 69,34% 0,000
NLS0020 | 7,2E+08 | 226,18 274,46 21,35% 0,027
NLS0020 | 1,2E+09 | 98,92 157,11 58,83% 0,000
NLS0020 | 1,2E+09 | 462,20 614,72 33,00% 0,000
NLS0021 462,20 539,39 16,70% 0,008
NLS0037 | 3,0E+08 | 226,18 258,68 14,37% 0,085
NLS0038 | 5,2E+07 | 462,20 514,99 11,42% 0,070
NLS0042 | 2,1E+08 | 226,18 310,85 37,44% 0,000
NLS0042 | 1,1E+08 | 169,56 189,46 11,73% 0,105
NLS0046 | 1,8E+09 | 462,20 511,78 10,73% 0,084
NLS0062 | 1,8E+08 | 169,56 187,62 10,65% 0,121
NLS0064 169,56 157,67 -7,01% 0,275
NLS0065 | 1,2E+08 | 169,56 211,92 24,98% 0,001
NLS0065 | 9,1E+07 | 98,92 132,35 33,80% 0,000
NLS0066 | 5,9E+08 | 56,15 69,57 23,91% 0,000
NLS0066 | 4,2E+08 | 546,61 665,46 21,74% 0,000
NLS0066 | 1,2E+08 | 98,92 129,81 31,23% 0,000
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peso humedo del vastago
(mg)
cepa titulo control experimental | diferencia (%) intervalo de
confianza
NLS0068 | 3,1E+08 | 213,52 234,95 10,04% 0,029
NLS0069 | 5,6E+07 | 226,18 24425 7,99% 0,307
NLS0069 | 5,6E+07 | 298,27 332,53 11,49% 0,144
NLS0089 | 1,5E+08 | 98,92 146,99 48,60% 0,000
NLS0089 462,20 600,82 29,99% 0,000

' Cada linea representa datos obtenidos de una caja plana de plantas obtenidas de semilla

tratada frente a semilla de control.

Ejemplo 4. Aplicacion foliar de lechuga ‘Rex’ para identificar PPFMs que aumentan el

crecimiento de la raiz y brotes.
Siembra

Se puso un Oasis HorticubeXL de 104 celdas (de fondo ranurado, plantador simple) en una
caja plana 1020 sin agujeros. Se retiraron cuatro cubos en el centro de la rejilla para permitir
el riego del fondo. El Oasis HorticubeXL™ se regd para que estuviera totalmente saturado,
se uso el aparato de ducha con agua templada. Se puso una semilla en cada celda para un
total de 100 semillas por grupo. Se marcaron etiquetas y se fecharon para cada caja plana y
se pusieron cupulas de humedad transparentes por encima de la caja plana. Las cajas
planas se pusieron en una camara de crecimiento con ajustes de temperatura a 20° C y dias

de 12 horas con iluminaciéon de 200 micromoles.
Inoculacion de vastagos de lechuga

Después de cinco a seis dias, se retiraron las cupulas después de que las semillas hubieron
germinado. Se inocularon las plantas en este momento, cuando solo los cotiledones habian
emergido. Las cepas de PPFM a ser ensayadas se cultivaron como se describe en el
Ejemplo 1 en un medio liquido suplementado con una sustancia solida. Las cepas de PPFM
a ser ensayadas se cultivaron como se describe en el Ejemplo 1 en un medio liquido
suplementado con una sustancia sélida. En la campa bioldgica, se pipeted la cantidad

deseada de disolucion de PPFM en tubos coénicos (después de girar/agitar la disolucion
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vigorosamente antes de pipetear para suspender en forma de particulas). Se us6 una
centrifuga para girar a 3.500 RPM durante 15 minutos a 23°C. Mientras eran centrifugados
los tubos, se midi6 un volumen de agua del grifo tibia para llevar el volumen de cada

muestra hasta el volumen total.

Se vertid cuidadosamente liquido de cada tubo, con cuidado para mantener el granulo
intacto. Se afiadi6 el volumen apropiado de agua del grifo a cada tubo para hacer concordar
su volumen inicial de disolucion de PPFM. Se usaron los PPFMS resuspendidos en agua tan

rapidamente como fue posible.

Se vertieron 100 mL de solucién de PPFM (agua del grifo para control) en un Solo™
Handheld Sprayer de 1 L (Solo™, Newport News, VA, USA). La caja plana se retir6 del
grupo para evitar contaminacion cruzada. Se us6 el ajuste de rocio mas fino y se pulverizé
una capa uniforme de disolucién sobre la parte superior de los vastagos, asegurando una
cobertura uniforme a través de toda la caja plana. Para cada grupo esto se repitio, usando

un tratamiento apropiado.
Crecimiento

Las cajas planas se regaron en el fondo solamente y se fertilizaron con Jack's™ 15-16-17
(JR PETERS, Inc. Allentown, PA, USA) en cada riego (aproximadamente cada dos dias). Se
llevd a cabo una recolocacion diaria de los cajas planas para impedir efectos potenciales
sobre el crecimiento debidos a variaciones de las condiciones de luz en la camara de

crecimiento.
Procesamiento

Las cajas planas se cosecharon entre dos y semanas. Se pusieron cupulas de humedad
transparentes sobre cada caja plana para impedir la evapotranspiracion durante el
transporte. Las cupulas se dejaron en su lugar hasta que la caja fue procesada. Cada planta
se cortd directamente por debajo de los cotiledones y se pesé inmediatamente en una

balanza analitica.
Observaciones

Se observé que algunas cepas muestran repetidamente un aumento en biomasa de brotes
de vastagos de lechuga cuando se tratd el vastago en la fase de cotiledon. También se
hicieron observaciones visuales de la masa y desarrollo de la raiz, los grupos tratados
mostraron mas crecimiento en el momento de la cosecha. Debido a la varianza natural de

los sistemas bioldgicos, todos los tamafios de las muestras fueron 98 — 100 plantas como
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minimo, y nada por debajo de un 12% diferencia se considero significativo.
Conclusion

Es evidente que las cepas NLS0042, NLS0017, NLS0020, y NLS0068 muestran un aumento
en el peso humedo de vastagos de lechuga después de la aplicacion foliar. Las cepas
NLS0069, NLS0037, NLS0038, y NLS0062 exhibieron aumentos despreciables en peso
hamedo en comparacion con los controles. También se advirtid que junto con un aumento

en la biomasa de los brotes hay un aumento correspondiente en el desarrollo de la raiz.

Tabla 6. Efectos de tratamientos foliares sobre el crecimiento de lechuga

peso humedo del vastago

(mg)
cepa titulos control experimental | diferencia (%) intervalo de

confianza

NLS0017 | 1,4E+08 | 197,04 213,76 8,49% 0,075
NLS0017 | 1,1E+09 | 157,72 211,03 33,81% 0,000
NLS0020 | 2,2E+08 | 104,41 145,95 39,79% 0,000
NLS0020 | 7,2E+08 | 205,34 247,12 20,34% 0,030
NLS0020 | 1,2E+09 | 280,84 260,95 -7,08% 0,224
NLS0021 | 1,6E+07 | 157,72 178,46 13,15% 0,021
NLS0037 197,04 198,93 0,96% 0,846
NLS0038 | 7,4E+07 | 197,04 186,04 -5,58% 0,250
NLS0042 | 9,3E+07 | 103,36 127,05 22,92% 0,000
NLS0042 | 2,1E+08 | 205,34 235,92 14,89% 0,095
NLS0042 | 6,4E+07 | 298,27 331,62 11,18% 0,138
NLS0042 | 1,1E+08 | 157,72 196,12 24.,35% 0,000
NLS0046 | 1,8E+09 | 157,72 195,03 23,66% 0,000
NLS0062 280,84 243,09 -13,44% 0,018
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peso humedo del vastago

(mg)
cepa titulos control experimental | diferencia (%) intervalo de

confianza

NLS0064 205,34 240,47 17,10% 0,042
NLS0064 298,27 306,88 2,89% 0,691
NLS0065 | 4,2E+08 | 197,04 214,59 8,91% 0,077
NLS0066 | 5,9E+08 | 205,34 241,92 17,81% 0,035
NLS0066 | 1,2E+08 | 280,84 166,98 -40,54% 0,000
NLS0068 | 1,7E+08 | 104,41 204,26 95,65% 0,000
NLS0068 | 1,6E+08 | 205,34 288,46 40,47% 0,000
NLS0068 | 3,1E+08 | 298,27 296,68 -0,53% 0,944
NLS0068 | 3,1E+08 | 280,84 264,65 -5,76% 0,337
NLS0068 | 3,1E+08 | 157,72 183,84 16,56% 0,010
NLS0069 | 4,5E+07 | 99,85 103,54 3,70% 0,711
NLS0089 | 1,3E+09 | 280,84 282,94 0,75% 0,896

' Cada linea representa datos obtenidos de cajas planas independientes de plantas

tratadas frente a de control.

Ejemplo 5. Ensayo de crecimiento y madurez de pimiento adicionales

Se sometieron plantas de pimiento a ensayos adicionales esencialmente como se describe

en el Ejemplo 2, excepto que se ensayaron las cepas de Methylobacterium NLS0037,

NLS0042, y NLS0062. Los resultados se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7: Efectos del tratamiento foliar sobre el recuento de flor y pimiento

Tratamiento

Recuento de flores
(media por planta) 46

dias post-plantacion

Recuento de pimientos
(media por planta) 64

dias post-plantacion

No tratado 18,3 25,4

NLS0037 24,8 (p = 0,08) 40,8 (p <0,05
NLS0042 25,1 (p = 0,09) 38,9 (p <0,05)
NLS0062 24,1 (p = 0,06) 38,8 (p =0,06)

Fue claro a partir de estos experimentos que los tratamientos con Methylobacterium

indicados tuvieron un efecto positivo tanto sobre los recuentos de flores como de pimientos.
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anterior. Los solicitantes se reservan expresamente su derecho a rebatir cualesquiera
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Habiendo ilustrado y descrito los principios de la presente invencion, debe ser evidente para
las personas expertas en la técnica que la invencion puede ser modificada en disposicién y

detalle sin apartarse de tales principios.
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reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
Un método para mejorar la produccién de fruta, comprendiendo dicho método:

(a) aplicar una composicién que comprende Methylobacterium a una planta o
semilla productora de fruta, en donde dicha composicion comprende una
sustancia solida con Methylobacterium adherentes cultivados sobre la misma

0 una emulsion que tiene Methylobacterium cultivados en la misma; vy,

(b) cosechar fruta de dicha planta o una planta cultivada a partir de dicha semilla,
en donde dicha planta o planta cultivada a partir de dicha semilla exhibe un
cuajado mas rapido de la fruta, cuajado de la fruta aumentado, maduracién
mas temprana, y/o maduracion de la fruta mas uniforme en comparacion con
una planta de control no tratada, obteniendo de este modo una produccion de

fruta mejorada.

El método de la reivindicacion 1, en donde dicha composicion comprende
Methylobacterium en un titulo de aproximadamente 1x10° unidades formadoras de
colonias por gramo (CFU/g) de sélido a aproximadamente 1x10™ CFU/g de sélido
para la composicién que contiene sélido o en un titulo de aproximadamente 1x10°
CFU/mL a aproximadamente 1x10" CFU/mL para la composicién que contiene

emulsion.

El método de la reivindicacién 1, en donde dicha planta productora de fruta es una
planta de manzana, pera, uva, citrico, melén, pimiento, tomate, baya, kiwi, mango o

platano.

El método de la reivindicacion 1, en donde dicha composicién esta exenta de
sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos residentes sobre

dicha planta o semilla.

El método de la reivindicacion 1, en donde el Methylobacterium se selecciona del
grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-50931), NLS0020 (NRRL B-50930),
NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942),
NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-50929), NLS0062 (NRRL B-50937),
NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-50935), NLS0066 (NRRL B-50940),
NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-50936), NLS0089 (NRRL B-50933), y

derivados de los mismos.

El método de la reivindicacion 5, en donde el Methylobacterium se selecciona del
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grupo que consiste en NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942),
NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos.

El método de la reivindicacion 1, en donde la sustancia soélida con los
Methylobacterium adherentes cultivados sobre la misma se proporciona en un liquido

0 una emulsion.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha
composicion reviste o reviste parcialmente dicha planta o una parte de la misma, o

dicha semilla.
Un método para mejorar la produccién de fruta, comprendiendo dicho método:

(a) aplicar una composicién que comprende Methylobacterium a una planta o semilla
productora de fruta, en donde dicha composicidon comprende un Methylobacterium
sp. seleccionado del grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-50931), NLS0020
(NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038
(NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-50929), NLS0062
(NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-50935), NLS0066
(NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-50936), NLS0089
(NRRL B-50933), y derivados de los mismos, y un adyuvante, excipiente, o

combinacién de los mismos aceptables desde el punto de vista agricola; vy,

(b) cosechar fruta de dicha planta o una planta cultivada a partir de dicha semilla, en
donde dicha planta o planta cultivada a partir de dicha semilla exhibe un cuajado mas
rapido de la fruta, cuajado de la fruta aumentado, maduracién mas temprana, y/o
maduracién de la fruta mas uniforme en comparacién con una planta de control no

tratada, obteniendo de este modo una produccion de fruta mejorada.

El método de la reivindicacion 9, en donde dicha composicion comprende el
Methylobacterium en un titulo de aproximadamente 1x10° unidades formadoras de
colonias por gramo (CFU/g) de sélido a aproximadamente 1x10'* CFU/g de sélido
para una composicion que comprende una sustancia soélida con Methylobacterium
adherente cultivado sobre la misma o en un titulo de aproximadamente 1x10°
CFU/mL a aproximadamente 1x10"" CFU/mL para una composicién que comprende

una emulsion que tiene los Methylobacterium cultivados en la misma.

El método de la reivindicacién 9, en donde dicha planta productora de fruta es una
planta de manzana, pera, uva, citrico, melén, pimiento, tomate, baya, kiwi, mango o

platano.
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El método de la reivindicacion 9, en donde dicha composicién esta exenta de
sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos residentes sobre

dicha planta o semilla.

El método de la reivindicacion 9, en donde el Methylobacterium se selecciona del
grupo que consiste en NLS0037 (NRRL B-50941), NLS0038 (NRRL B-50942),
NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos.

El método de la reivindicacion 13, en donde el Methylobacterium se selecciona del
grupo que consiste en NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932),
NLS0062 (NRRL B-50937), y derivados de los mismos.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en donde dicha
composicion reviste o reviste parcialmente dicha planta o una parte de la misma, o

dicha semilla.
Un método para mejorar la produccién de fruta, comprendiendo dicho método:

(@)  aplicar una composicion que comprende Methylobacterium a una planta o
semilla productora de fruta, en donde dicha composicién esta exenta de
sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos residentes

sobre dicha planta o semilla; vy,

(b) cosechar fruta de dicha planta o una planta cultivada a partir de dicha semilla,
en donde dicha planta o planta cultivada a partir de dicha semilla exhibe un
cuajado mas rapido de la fruta, cuajado de la fruta aumentado, maduracion
mas temprana, y/o maduracion de la fruta mas uniforme en comparacion con
una planta de control no tratada, obteniendo de este modo una produccion de

fruta mejorada.

El método de la reivindicacion 16, en donde dicha planta productora de fruta es una
planta de manzana, pera, uva, citrico, melén, pimiento, tomate, baya, kiwi, mango o

platano.

El método de la reivindicacion 16, en donde dicha composicion comprende una

sustancia solida con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma.

El método de la reivindicacion 18, en donde dicha composicion comprende
Methylobacterium en un titulo de aproximadamente 1x10° CFU/g a aproximadamente
1x10™ CFU/g.

El método de la reivindicacion 16, en donde dicha composicion comprende una
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emulsion que tiene Methylobacterium cultivados en la misma.

El método de la reivindicacion 20, en donde dicha composicion comprende
Methylobacterium en un titulo de aproximadamente 1x10° CFU/mL a

aproximadamente 1x10"" CFU/mL.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, en donde dicha
composicion reviste o reviste parcialmente dicha planta o una parte de la misma, o

dicha semilla.

Un método para preparar una composicion de tratamiento de una planta o semilla de
planta que comprende Methylobacterium que esta exenta de sustancias que
promueven el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o semilla,

comprendiendo dicho método:

(a) cultivar un mono-cultivo o co-cultivo de Methylobacterium en un medio que
comprende una fase acuosa, una fase liquida y una sustancia sdlida, o una

emulsion, obteniendo de este modo un medio que contiene Methylobacterium,

(b) separar el Methylobacterium de al menos una otra porcion del medio que

contiene Methylobacterium;y

(c) reconstituir el Methylobacterium en una matriz que carece de sustancias que
promueven el crecimiento de bacterias residentes sobre una planta o semilla;
produciendo de este modo una composicion de tratamiento de una planta o
semilla que comprende Methylobacterium que esta exenta de sustancias que
promueven el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o

semilla.

El método de la reivindicacion 23, en donde dicha separacion se efectia por
centrifugacion, filtraciéon, o sedimentacion del medio que contiene Methylobacterium'y

retirada del exceso de liquido o emulsién del mismo.

El método de la reivindicacidn 23, en donde dicha sustancia que promueve el
crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o semilla se selecciona
del grupo que consiste en una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una

fuente de fésforo, y combinaciones de las mismas.

El método de la reivindicacion 23, en donde dicha matriz es un liquido, una emulsion,

O Uno 0 mas solidos.

El método de la reivindicacion 23, en donde la matriz comprende un adyuvante y/o
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excipiente aceptable desde el punto de vista agricola.

El método de la reivindicacion 23, en donde Methylobacterium se cultivan en un
medio que comprende una fase liquida y una sustancia sdlida, la sustancia sdlida
con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma se separa de la fase
liquida del medio que contiene Methylobacterium, y la sustancia solida con
Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma se reconstituye en dicha

matriz.

El método de la reivindicacion 23, en donde dicha sustancia soélida con
Methylobacterium adherente no es una sustancia que promueve el crecimiento de

microorganismos residentes sobre una planta o semilla.

Un método para tratar una planta o semilla con una composicion que comprende

Methylobacterium, comprendiendo dicho método:

(a) preparar dicha composicion segun el método de una cualquiera de las

reivindicaciones 23 a 29; y

(b) aplicar dicha composicion a una planta, una parte de la misma, o una semilla,
tratando de este modo la planta o la semilla con una composicion que
comprende Methylobacterium que esta exenta de sustancias que promueven

el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o semilla.

El método de la reivindicacion 30, en donde dicha composicién se aplica a dicha
planta, parte de la misma, o semilla como una pulverizacion, o en donde dicha

composicion se aplica a dicha planta, parte de la misma o semilla por inmersion.

El método de la reivindicacion 30, en donde la composicién aplicada reviste o reviste

parcialmente la planta, la parte de la misma, o la semilla.

Un método para tratar una planta o semilla con Methylobacterium, que comprende
aplicar a una planta o semilla una composicién que comprende una sustancia soélida
con Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma y exenta de sustancias
que promueven el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o

semilla, tratando de este modo la planta o la semilla con Methylobacterium.

El método de la reivindicacion 33, en donde dicha composicién se aplica a dicha
planta o una parte de la misma como una pulverizacién, o dicha composicién se

aplica a dicha planta, parte de la misma o semilla por inmersion.

El método de la reivindicacion 33, en donde la composicién aplicada reviste o reviste
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parcialmente la planta, la parte de la misma, o la semilla.

El método de la reivindicacion 33, en donde la sustancia solida con Methylobacterium
adherente no es una sustancia que promueve el crecimiento de microorganismos

residentes sobre una planta o semilla.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 33 a 36, en donde la
composicion comprende un adyuvante y/o excipiente aceptable desde el punto de

vista agricola.

Una composicidon que comprende una sustancia solida con Methylobacterium
adherente cultivado sobre la misma, en donde dicha composicion esta exenta de
sustancias que promueven el crecimiento de microorganismos residentes sobre una

planta o semilla.

La composicion de la reivindicacion 38, en donde dicha sustancia que promueve el
crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o semilla se selecciona
del grupo que consiste en una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una

fuente de fésforo, y combinaciones de las mismas.

La composicion de la reivindicacion 38, que comprende ademas un adyuvante y/o

excipiente aceptable desde el punto de vista agricola.

La composicion de la reivindicacion 38, en donde la composicién es una composicion
solida y el Methylobacterium estan en un titulo de aproximadamente 1x10° CFU/g a

aproximadamente 1x10" CFU/g.

La composicion de la reivindicacion 41, en donde dichos Methylobacterium
adherentes estan en un titulo de al menos aproximadamente 5 x 10® CFU/g a al

menos aproximadamente 5 x 10" CFU/g.

La composicién de la reivindicacion 38, en donde la composicién es un liquido o una
emulsion que contiene la sustancia solida y los Methylobacterium estan en un titulo

de aproximadamente 1x10° CFU/mL a aproximadamente 1x10"" CFU/mL.

La composicion de la reivindicacion 43, en donde los Methylobacterium estan en un

titulo de aproximadamente 5 x 102 CFU/mL a aproximadamente 1x10"" CFU/mL.

La composicion de la reivindicacion 38, en donde la sustancia sodlida con
Methylobacterium adherente cultivado sobre la misma no es una sustancia que

promueve el crecimiento de microorganismos residentes sobre una planta o semilla.
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La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 38-45, en donde el
Methylobacterium se selecciona del grupo que consiste en NLS0017 (NRRL B-
50931), NLS0020 (NRRL B-50930), NLS0021 (NRRL B-50939), NLS0037 (NRRL B-
50941), NLS0038 (NRRL B-50942), NLS0042 (NRRL B-50932), NLS0046 (NRRL B-
50929), NLS0062 (NRRL B-50937), NLS0064 (NRRL B-50938), NLS0065 (NRRL B-
50935), NLS0066 (NRRL B-50940), NLS0068 (NRRL B-50934), NLS0069 (NRRL B-
50936), NLS0089 (NRRL B-50933), y derivados de los mismos.
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