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RESUMEN

Cepa bacteriana capaz de degradar completamente o
mineralizar contaminantes del tipo s-triazinas, como la
simazina, que corresponde a la cepa Pseudomonas sp.
MHP41, depositada bajo el nimero de acceso NRRL B-30908.
Producto para la biorremediacidn de ambientes
contaminados con compuestos s-triazinas, en donde el
producto comprende un indculo bacteriano de dicha cepa
Pseudomonas sp. MHP41l. Méetodo para la biorremediacién de
uﬁ ambiente contaminado con s-triazinas, gque utiliza

dicho producto para la biorremediacién.



BACTERIA DEGRADADORA DE HERBICIDAS DEL TIPO S-TRIAZINAS,

UN PRODUCTO DE BIORREMEDIACION Y UN METODO DE

APLICACION.

CAMPO DE APLICACION

La presente invencidédn se refiere a una cepa
bacteriana que tiene la capacidad de degradar compuestos
herbicidas pertenecientes a la familia de las s-
triazinas.

Asimismo, se protege un producto que contiene
este microorganismo y un métcdo de aplicaciédn de dicho
producto para la biorremediacidn de ambientes

contaminados con s-triazinas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las s-triazinas son una familia de herbicidas,
cuya estructura base es un compuesto heterociclico
aromatico simétrico de 6 Aatomos que alterna Aatomos de
carbono y nitrégeno. Dentro de 1los herbicidas s-
triazinas se destacan la simazina y la atrazina entre
otros compuestos, mencs utilizados los que incluyen:
hidroxisimazina, deetilhidroxisimazina, hidroxiatrazina,
deetilatrazina, deetilhidroxiatrazina,
deisopropilatrazina, | fluoroatrazina, propazina,
terbutilazina, acido cianurice y clanazina. Tanto la
simazina (IUPAC: 6—cloro—hﬂ,ﬁf—dietil—1,3,5—triazina—
2,4-diamina) comoc la atrazina (IUPAC: 6-cloro-N-etil-
Aﬂ—isopropil—l,3,5—triazina—2,4—diamina) son herbicidas
s-triazina con un Aatomo de cloro unido al anillo

heterociclico. El mecanismo de accidén de -esta familia



de herbicidas comprende la inhibicién del transporte de
electrones en el proceso de la fotosintesis.

Las s-triazinas, en especial la simazina vy la
atrazina han sido ampliamente empleados para el control
de malezas en predios agricolas en diferentes regiones
del mundo. En predios agricolas y forestales de Chile,
la aplicacidén de simazina es habitual.

No obstante de su ventajoso uso como
herbicidas, las s-triazinas constituyen contaminantes
ambientales que pueden afectar la salud humana y a los
ecosistemas. Se ha demostrado que atrazina, y otras s-
triazinas, pueden inducir céancer mamario en ratas, por
lo gue han sido clasificadas peor la EPA come un “posible
carcindgenc humano” de clase C (Tappe et al., 2002).
Diversos ecosistemas han sido perturbados gquimicamente
por el constante uso de herbicidas de la familia de las
s-triazinas especialmente por la simazina y la atrazina.
Por su alta movilidad estos compuestos pueden ocasionar
graves problemas de contaminacidén de suelos 1llegando
incluso a contaminar las napas subterrdneas. Esto
explica por qué frecuentemente, estos herbicidas exceden
les niveles maximos permitidos en muestras de agua
potable, los cuales son de 0,1 pg 17! [es decir, 0,1
partes por billdn (ppb)] en Europa y 3 pg 17t (3 ppb)
permitidos por EPA en Estados Unidos (Rousseaux et al,
2001) .

A pesar de estos antecedentes, lejos de
disminuir, 1la produccién’y venta global de herbicidas en
el mundo siguen un ritmo creciente desde los afios 1980.
Las estadisticas de 1la Organizacién de las Naciones

Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, realizadas
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durante los comienzos del siglo XXT -revelan que el
consumo de herbicidas, y en especial de las s-triazinas
tanto en la Unidén Europea como en América es elevado.
Segun estas estadisticas, las principales potencias
exportadoras de herbicidas s-triazinas son los Estados
Unidos, Francia y Alemania.

Segun la Environmental Protection Agency (EPA)
el mercado mundial de pesticidas durante los anos 2000 vy
2001 fue de mds de 2,3 millones de toneladas. Sélo en
Estados Unidos se consumieron (0,7 millones de toneladas
durante los anos 2000 y 2001, lo gue representa
aproximadamente el 40% del mercado mundial de herbicidas
y mas del 30% del mercado de pesticidas. En Estados
Unidos, atrazina es el herbicida mds empleado para
control de malezas en cultivo de maiz, citricos, vihedos
y &arboles frutales, mientras gue simazina se emplea en
mayor proporcidn en cultivos de maiz.

Debido al emplec masivo de s-Triazinas para el
control de malezas, se han detectado la presencia de
atrazina \% simazina en aguas = superficiales 3%
subterraneas en paises tales como Estados Unidos, Suiza,
Sudéfrica vy Alemania. En Chile segun el Servicio
Agricola Ganadero (SAG), el consumo de plaguicidas
durante el 2004 fue de aproximadamente 23.000 toneladas.
Cultivos agricolas de gran 1importancia en Chile son
tratados con herbicidas pre-emergentes como la atrazina
o la simazina. El empleo de estos herbicidas alcanzd las
350 toneladas «representando el 10% del total de
herbicidas empleados en el pais. En el Gltimo tiempo el
empleo masivo de agroguimicos ha motivado el estudio de

ambientes potencialmente afectados por estos compuestos.
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Investigaciones a nivel nacional, reflejan la presencia
de s-triazinas en aguas dulces de la regidén centro-sur,
representando una problematica vigente.

Todo lo anterior nos indica que la
contaminacién ambiental con s-triazinas es un problema a
nivel mundial, gue debe atenderse con-urgencia.

Una de las mejores estrategias para enfrentar
la contaminacidn por s-triazinas es la biorremediacidn,
empleando microorganismos capaces de degradar estos
contaminantes en compuestos inocuos para el medio
ambiente y la poblacién. En distintos lugares del mundo
se han aislados comunidades mixtas de microorganismos vy
cepas puras, comoe Pseudaminobacter, Nocardioides sp. y
Agrobacterium. La cepa Pseudomonas sp. ADP (Mandelbaum y
Wacket, 18996) es capaz de mineralizar s-triazinas
gracias a procesos enzimdticos bien caracterizados en el
estado del arte. Probablemente es la cepa mejor
caracterizada a escala molecular y es uno de los
microorganismos degradadores mas conocidos de atrazina.

No obstante, persiste en la técnica la
necesidad de contar con alternativas eficientes para
degradar las s-triazinas presentes en el medio ambiente.

Nesetres Mediante lé presente invencidén se ha
resuelto dicho problema técnico seleccionando una
bacteria nativa capaz de degradar s-triazinas, la cepa
Pseudomonas sp. MHP41l, vy desarrollando un producto que
comprende dicha cepa y un método para la biorremediacidn
de un ambiente contaminadoc con s-triazinas gque emplea

dicho producto.



BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién proﬁege una cepa
bacteriana que tiene la capacidad de degradar herbicidas
s-triazinas.

En un aspecto de la presente invencidn, dichos
compuestos s-triazinas se seleccionan del grupo formado
por compuestos clorados. Donde dichas s-triazinas
cloradas se seleccionan de simazina y atrazina.

En una modalidad preferida de la invencidn,
dicha cepa bacteriana corresponde a la cepa Pseudomonas
sSp .- MHP41, depositada en una coleccidn de
microorganismos denominada Agricultural Research Culture
Collection (NRRL} en Peoria, Illinios, Estados Unidos
bajo el numero de acceso NRRL B-30908, con fecha 17 de
marzo de 2006, la cual es capaz de crecer y degradar
completamente el compuesto simazina.

La presente 1invencidén, ademds, protege un

producto gue contiene este microorganismo.

La presente invencidén también comprende un
método para el tratamiento o Dbiorremediacidén de un

ampiente contaminado con compuestos s-trliazinas, en

donde dicho método comprende las etapas de: i) agregar -

la cepa Pseudomonas sp. MHP41l NRRL B-30908 a dicho
ambiente contaminado c¢on compuestos s-triazinas, en
donde dicha bacteria es capaz de degradar dichos
compuestos, e 1i) incubar dicha cepa ' Pseudomonas sp.
MHP41 NRRL B-30908 en el ambilente contaminado durante un
periodo de tiemﬁo adecuado para permitir la degradacidn

de los compuestos s-triazinas presentes en el medio,
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obteniéndose de este modo la biorremediacidén del
ambiente.

La presente invencién protege la cepa Pseudomonas
sp. MHP41 NRRL B-30908, una cepa bacteriana nativa vy
aislada de suelo. Es una bacteria del género Pseudomonas
gue se cultiva sin dificultades en el laboratorio, y que
tiene un rapido crecimiento llegando a altas densidades
celulares. Esta cepa crece a 30°C desde una turbidez a
600 nm de 0,082 (1 x 10° UFC/ml) hasta una turbidez a
600 nm de 1,012 (2 x 10°® UFC/ml) en medio minimo con

simazina comec uUnica fuente de nitrdgeno.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra una micrografia de
Pseudomonas sp. MPH41. La micrografia fue obtenida por
microscopia electronica de transmisién. La Dbarra
representa 1 pm.

La figura 2 muestra una fotografia de colonias
de Pseudomcnas sp. MPH41 crecida en una placa con medio
minimo y simazina como uUnica fuente de nitrégenoc. Se
observa el crecimieﬁto de las colonias y halos de
degradacién de simazina alrededor de las colonias.

La figura 3 muestra la curva de crecimiento de
la cepa Pseudomonas sp. MHP41l utilizando simazina como
unica fuente de nitrdégeno. Donde el crecimiento se
evalia por la turbidez del medio a 600 nm, la curva
muestra el resultado de 3 experimentos independientes.

La figura 4 muestra un gel de agarosa donde se

muestran los productos de amplificacidén por PCR

utilizando partidores especificos para los genes



degradadores de atrazina: atzA (carril 1), atzB {(carril
2), atzC (carril 3), atzD (carril 4), atzE (carril 5) vy
atzF (carril 6) en la cepa Pseudomonas sp. MHP41.

La figﬁra 5 muestra el perfil de restriccidn
del gen ribosomal 165 rRNA de las cepas Pseudomonas sp.
MHP41 vy Pseudomonas sp. ADP. Donde las lineas 2 y 5
corresponden a Pseudomonas sp. MHP41l, las lineas 1 a 4
corresponden a Pseudomonas sp. ADP y las lineas 3 y 6
corresponden a controles negativos de restricciédn.

La figura 5 muestra una cinética de
degradacidén de simazina por 1la cepa Pseudomonas sp.
MHP41. Las curvas muestran el resultado de 3
experimentos independientes.

La figura® 7 muestra el crecimiento 3%
degradacién de simazina por Pseudomonas sp. MHP41
encapsulada en matriz de alginato de sodio. A.
Crecimiento de la cepa MHP41l encapsulada en matriz de
alginato de sodio. B. Degradacién de simazina en medio
acuoso. Las microcéapsulas fueron incubadas en medio
minimo AM con simazina como unica fuente de nitrégeno.
Cada puntc es determinacidén de tres experimentos
independientes. )

La figura 8 muestra la cinética de degradaciédn
de Pseudomonas Sp. MHP41 en experimentos de
bicrremediacidén en microcosmos de suelos sin historial
de aplicacién de simazina. En suelos inoculados con la
cepa Pseudomonas sp. MHP4l a los 15 dias se observa el
50% de la concentracidén inicial del herbicida mientras
que suelos no tratados con Pseudomonas sp. MHP41l no se

detecta atenuacién del herbicida durante 28 dias de

experimentacidn.
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La figura 9 muestra la cinética de degradacién
de Pseudomonas sp- MHP41 en experimentos de
biorremediacién en microcosmos de suelos con historial
de aplicacién de simazina. So6lo tres dias post-
aplicacidén de la cepa Pseudomonas sp. MHP41l encapsulada
fueron necesariocs para atenuar el 50% de la
concentracidon inicial del herbicida simazina. En suelos
inoculados el 90% de la simazina aplicada se remueve en
menos de 15 dias. En suelos no inoculados la remocién de

simazina demora al menos 25 dias.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con una
cepa bacteriana capaz de degradar compuestos 5-
triazinas, con un producto que contiene dicha cepa y con
un método de biorremediacién de ambientes contaminados
con compuestos s-triazinas.

Como se utiliza en la presente invencion el
término “s-triazinas” representa una molécula cuya
estructura base es un compuesto heterociclico aromatico
simétrico de 6 atomos que alterna dtomos de carbono Y
nitroégeno.

Como se utiliza en la presente invencidn el
término “simazina” representa una s-triazina cuyos
Atomos de carbono estdn sustituidcos por un atomo de
cloro y dos grupos etilamino (IUPAC: 6-cloro-N,N'-
dietil-1,3,5-triazina-2,4-diamina).

Como se utiliza en la presente invencidn el
término “atrazina” representa una s-triazina cuyos

dtomos de carbono estan sustituidos por un atomo de

/€



clero, un grupo etilamino y un grupo isopropilamino
(IUPAC: 6-cloro-N°-etil-N'-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-
diamina) .

Como se utiliza en la presente invencidén el
término “degradar” representa la descomposicidén por una
via metabdlica de un compuesto quimico, tal como un
compuesto s-triazina para obtener una molécula de menor
complejidad.

Como se utiliza en la presente invencién el

término  “mineralizar” representa la descomposicién
bioldgica de un compuesto orgéanico, tal como un
compuesto s-triazina, hasta moléculas de minima
complejidad.

Como se utiliza en la presente invencidén el
término “biorremediacidn” representa al método de
tratamiento para tratar o remediar un ambiente o
material considerado desecho contaminado, el cual se
encuentra en un ambiente definido. Dicho ftratamiento
permite transformar dicho desecho en un material menos
téxico para el ambiente que lo comprende, o© Dbien
transformar dicho desecho en un material susceptible de
ser metabolizado por un microorganismo o grupoe de
microorganismos, en donde dicho método de tratamiento
comprende la aplicacidén de un organismo vive, como un
componente del método de tratamiento.

Comc se utiliza en la presente invencidn el
término “bacteria nativa” representa a una bacteria
natural aislada dgsde suelos y cuya genética no ha sido
manipulada. l

Como se utiliza en la presente invencién el

término “indculo” representa una suspensidn concentrada
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de bacterias {células libres 0 encapsuladas), de
concentracidon conocida (UFC/ml) .

Como se utiliza en la presente invencidn el
término “ribotipo” representa una tipificacidén de
identidad y diferenciacidén de especies y subespecies
bacterianas basadas en el analisis RFLP (de sus siglas
en inglés, Restriction Fragment Lenght Polymorphism) del
gen rRNA 168S.

Como se wutiliza en la presente invencidén el
término “solucidn tampdédn” representa una soluciédn
amortiguadora, que se caracteriza porque tiene la
capacidad de mantener el pH ante la adicidén de un acido
o0 una base.

Como se utiliza en la presente invencién el
termino "“liofilizado” representa un indcule de la cepa
Pseudomonas  sp. MHP41 sometido a un proceso de
liofilizaciédn, metodc consistente en una rapida
deshidratacién al wvacio y a bajas temperaturas, para
lograr una mejor conservacidn del producto.

Como se utiliza en la presente invencidén el
término “microcosmos” representa a un cierto volumen de
suelo dispuesto en un recipiente, cuyas variables
relevantes tales como la humedad, la témperatura y la
presencia o ausencia de microorganismos y/o
contaminantes organicos son conocidas y controladas.

Para obtener una cepa bacteriana capaz de
degradar compuestos s-triazinas se realizé una seleccidn
de microorganismosl aislados de muestras de suelos
agricolas en un medio de cultivo teniendo simazina como
unica fuente de nitrdégeno. Desde los cultivos crecidos

se realizaron aislamientos de bacterias en placas con
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agar minimo y simazina comoc Unica fuente de nitroégeno, vy
se aislaron colonias individuales desde las placas.

De esta manera se ocobtuvo una cepa nativa capaz
de degradar compuestos s-triazinas, capaz de crecer
utilizando simazina como unica fuente de nitrdgeno, la
que se designd como MHP4l. Pruebas posteriores, de
analisis de 1la

secuencia del gen de rRNA 1653,

permitieron determinar que el género de la cepa aislada

era Pseudomonas, por lo que finalmente la cepa se

denomind Pseudomonas sp. MHP41.

Tal como se anticipd en la discusidn de los
antecedentes de la invencidén, en el estado del arte se
conocen microorganismos que degradan s-triazinas, conro
la cepa Pseudomonas sp. ADP. En este microorganisme se
ha estudiado y caracterizado la ruta de degradacidén de
las s-triazinas, y se conocen los productos génicos vy
los genes involucrados. Es probable gue cualguier cepa
capaz de degradar s-triazinas utilice esta misma ruta,
activando estos mismos genes. El esquema 1 representa el
proceso de degradacién bacteriana conocido para este
tipo de compuestos.

Esguema 1.

\ OH OH OH
N TN P RN 2 N L& NN
‘ atzA | atzB | atzC I
72N 72N 2N 22N
HCHN N NHC,H,  HCHN N NHC,H, oH N NHC,H, off N OH
1 2 3 4
2H,0
atzD C
H*+ HCO4~
H,0 \H o NH; + He  HO v
2 NH, NH
2CO, + 2 NH, & 41.\ /& 43.L 2 N
atzF atzE
0 N (9] 0 N 0
H H
6 5
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La ruta supericr de degradacién del compuesto
simazina (y otros herbicidas de la familia s-triazina,
como el compuesto atrazina) comprgnde las enzimas
codificadas po? los genes atzA, atzB y atzC. La reaccién
de degradaciodn la ‘inicia la enzima atrazina
clorohidrolasa {AtzA), codificada por el gen atzA. Esta
enzima produce una descloracidén del compuesto simazina
(1) formando el compuesto hidroxisimazina (2), el primer
metabolito de la via catabdlica. Reacciones sucesivas
catalizadas por las enzimas hidroxiatrazina
etilaminohidrolasa (AtzB) -codificada por el gen atzB- e
N-isopropilamelida-isopropilaminohidrolasa (AtzC) -
codificada por el gen atzC- transforman la
hidroxisimazina (2) al compuesto N-etilamelida (3) vy
finalmente, al compuestc acido cianturico (4) marcando el
fin de la ruta superior de degradacidén (de Souza et al.,
19898). La ruta inferior de degradacién de s-triazinas,
én este caso, simazina comprende las enzimas Aacido
cianurico amidoh}drolasa (AtzD), biuret hidrolasa (AtzE)
y alofanato hidrolasa (AtzF), que estén codificados por
los genes atzD, atzE y atzF, respectivamente. Estas
enzimas transforman el compuesto acido ciandrico en los
compuestos biuret (5) y alofanato (6) hasta terminar en
didéxido de carbono | v amonio, completando la
mineralizacidén de simazina (de Souza et al., 1998; Cheng
et al., 2005).

Se‘determiné que la cepa Pseudomonas sp. MHP41
posee lcs genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE y atzF, por

lo gque la ruta de degradacidén de s-triazinas de esta
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cepa es la misma que se ha descrito en el estado de la

técnica.

Descripcion de la cepa Pseudomonas sp. MHP41.

La nueva cepa Pseudomonas sp. MHP41l, es una
cepa Gram negativa, forma bacilar, catalasa vy oxidasa
positiva y posee motilidad. Es capaz de <crecer
evidenciando halos de dégradacién en placas con simazina
o atrazina.

Se identificdé a la presente cepa por medic del
andlisis de Identificacidén Biolog, y por andlisis de la
secuencia del gen de rRNA 163, dando como resultado que
la cepa pertenece a las bacterias del género
Pseudomonas.

Esta «cepa es sensible a los antibidticos
rifampicina, kanamicina, carpamicilina, tetraciclina,
streptomicina y posee resistencia natural a ampicilina.

El perfil metabdlico de 1la cepa Pseudomonas

sp. MHP41l se resume en Tabla 1.

Tabla 1
Fuentes de |Dextrina L-Prolina
Carbono en . C .
Glicdégeno Acido Propidnico D-Serina
la cual
crece Tween 40 Acido Quimico L-Serina
Pseudomonas .. o .
sp. MHP41 Tween 80 ' Acido Sebacico L-Treonina
N—acetllTD- Acido Succinico D,L-Carnitina
glucosamina
. . Acido y-
-D- Metil Piruvato
®-D-Glucosa et i Aminobutirico

] Aci B
Acido Acético cido Bromo

Acido Urocanico

succinico

Acido cis-Acomitico L-Alaninamida Feniletilamina
Acideo Citrico D-Alanina Putresina
Acido Férmico L-Alanina 2-Bminoetanol
. , . - Mono-Metil-
Acido D-Glucédnico L-Alanilglicina .

Succinato
Acido o- L L-Asparagina L-Lzucina
Hidroxibutirico
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A?ldo p_ L Acido L-aspéartico L-Omitina
Hidroxibutirico
Acido Itacénico Acido L-glutémico Acido o«
Ketoglutérico
. , Acido Glicil-L- Ac ] -
Acido o-Ketobutirico PO Acido a’ .
glutdmico Ketovalérico

Acido D,L-Lactico

Hidroxi-L-Prolina

a-Ciclodextrina

D-Melibiosa

Acido D-Sacarico

N-acetil D- . ) L ..
galactosamina B-Metil D-Glucosida [|Acido Succinamico
Adonitol D-Psicosa Glucuronamida

L-Arabinocsa

D-Rafinosa

Acido Glicil-L-
aspartico

D-Arabitol L-Ramosa L-Histidina
D-Celobiosa D-Sorbitcl L-Fenilalanina
, e Acido L-
- E - )
Fuentes de |i-Eritritol Sacarosa Piroglutémico
Carbono en
la cual no |L-Fructosa D-Tetralosa Inosina
crece L-Fucosa Turanosa Uridina
Pseudomonas
sp. MHP41 D-Galactosa Xilitol Timidina
Gentiobiosa Acido Maldnico 2,3-Butanediol
m-Inositol Acido %agtona b= Glicerol
Galactdnico
Acido D- D, L-a~
a-D-Lactosa Galacturédnico Glicerolfosfato
Lactulosa Acido D_, . Glucosa-1-Fosfato
Glucosaminico
Maltosa Acido D-Glucurénico |[Glucosa-6-Fosfato
D-Manitol A?ldo L D-Manosa
Hidroxibutirico
Acido p-
hidroxifenilacético
Tabla 1. Fuentes de carbono en la cual crece y no

crece la cepa Pseudomonas sp. MHPAL.

Estudios en base a

sistema de identificacidén Biolog.

atza,

s-triazinas

diversas s-triazinas

la remocidn

fluorados
incapaces

tiometil,

atzB,

La cepa Pseudomonas sp.

MHP41 posee los genes

atzC, atzD, atzE y atzF de la degradacidén de
que le confieren capacidad de degradar
(Tabla 2). La enzima AtzA cataliza
hidrolitica de sustituyentes clorados vy
de las moléculas s-triazinas pero son
de remover ‘grupos ciano, azida, metoxi,
o} amino de compuestos estructuralmente

andlogos a la simazina o atrazina.
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Tabla 2
Sustituyentes
s-triazinas Degradacién

R1 R2 R3

Cl NHCH,CHj NHCH,CH; Simazina +
OH NHCH,CHj3 NHCH,CH; Hidroxisimazina +
OH NH, NHCH,CH; Deetilhidroxisimazina +
Cl NHCH,CH;4 NHCH (CH;) » Atrazina +
OH NHCH,CH; NHCH {CH,) , Hidroxiatrazina +
Cl NH» NHCH (CHj) » Deetilatrazina +
OH NH, NHCH(CH3), |Deetilhidroxiatrazina +
Cl NHCH,CH, NH, Deiscopropilatrazina +
cl NHCH (CH,) , | NHCH (CHs), Propazina +
Cl NHCH,CHs NHC (CH3) 5 Terbutilazina +
CH CH OH Acido cianurico +
C1l NHCH,CHjs NHC {CH;) ,CN Cianazina +
F NHCH,CH; NHCH (CH3) 5 Fluoroatrazina +

Tabla 2. Estructuras de compuestos s-triazinas

degradados por cepa nativa Pseudomonas sp. MHP41.

La figura 1 muestra una micrografia de
Pseﬁdomonas SpPe. MPH41, bacteria de la presente
invencidén. La micrografia fue obtenida por microscopia
electrénica de transmisién.

La figura 2 muestra una fotografia de colonias
de Pseudomonas sp- MPH41|obtenida durante crecimiento en
placa con medio minimo con simazina como tnica fuente de
nitrégeno. Se observan alrededor de las colonias halos
transparentes de degrgdacién.

La figura 3 muestra la curvavde crecimiento de
la cepa Pseudomonas sp. MHP41l. Las células fueron
crecidas en medio minime AM utilizando simazina a
saturacidén come unica fuente de nitrdégeno y succinato
como uUnica fuente de carbono. El crecimiento fue
monitoreado por mediciones de turbidez a 600 nm con un
espectrofotdémetro Lambda 11 (Perkin Elmer). Los

resultados fueron obtenidos de 3 experimentos
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independientes. Se observd crecimiento por parte de la
cepa nativa Pseudomonas sp. MHP41 alcanzando su fase
exponencial a las 24 horas aproximadamente de
crecimiento vy llegando a fase estacionaria con una
turbidez de 0,8 (1,5x10%® UFC/ml) a 1las 36 horas de
crecimiento (Fig. 3).

En la figura 4 se pueden observar los seis
genes de degradacién de s-triazinas gque posee la cepa
Pseudomonas sp. MHP41 en un gel de agarosa con tincidn
con bromuro de etidio. La amplificacién de los genes
atz se realizo mediante la técnica PCR usando partidores
especificos descritos previamente para cada uno de los
seis genes (de Souza et al., 1998). Los productos de PCR
fuercn analizados por electroforesis en un gel de
agarocsa (1,2%) en TBE (0,5X}) vy fueron tefiidos con
bromuro de etidioc (Fig. 4).

Es importante indicar que la cepa aislada,
divulgada en la presente invencidn , Pseudomonas sp.
MHP41, es diferente a la cepa descrita en el estado del
arte, Pseudomonas sp. ADP. Se encontr® que Pseudomonas
sp. MHP41 presenta importantes diferencias genéticas y
fenotipicas con la cepa de referencia Pseudomonas sp.
ADP (Mandelbaum et al., 1996). La cepa MHP4l posee una
secuencia del gen que codifica el RNA ribosomal (rRNA)
168, que es diferente que el gen de la cepa ADP. Este es
el gen mas utilizado para determinar la taxonomia de
bacterias. La cepa MHP41 se puede manipular
genéticamente en el laboratorio, incorporande con alta
frecuencia plasmidios de las series de incompatibilidad

IncP, IncQ y Cripticos. Hasta la fecha no hay estudios
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que describan la modificacidén genética de la cepa
Pseudomonas sp. ADP.

En la figura 5 se muestra el analisis de
restriccidn con endonucleasas de las secuencias
nucleotidicas de los genes que codifican el rRNA 165 de
la cepa nativa Pseudomonas sp. MHP4l y la cepa de
referencia Pseudomonas sp. ADP. El analisis del
polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccidn
(RFLP) de los genes que codifican el rRNA 16S se realizd
mediante la digestidén con las enzimas de restriccidn
Msp-1 vy Hha-1. La digestidén con ambas enzimas genera
diferencias en los perfiles de restriccidén de los genes
rDNA 165 de las dos cepas. Por consiguiénte, se concluye
que Pseudomonas sp. MHP4l y Pseudomonas sp. ADP son
ribotipos distintos (Fig. 5).

En una modalidad adicional, la presente
invencién tiene como objetivo proveer un producto y un
método de tratamiento para la biorremediacidén de un
ambiente contaminado‘con herbicidas s-triazinas, tales

como simazina, hidroxisimazina, deetilhidroxisimazina,

atrazina, hidroxiatrazina, deetilatrazina,
deetilhidroxiatrazina, deisopropilatrazina,
fluorocatrazina, propazina, terbutilazina, acido

clianirico y clanazina.

El producto util para la biorremediacidén de
ambientes contaminados con herbicidas s-triazinas,
proveido en la invencidén comprende un indculo empleando
la cepa nativa Pseudomonas sp. MHP4l y un medioc de
cultive, una solucidén tampdn o alginato de sodio. Donde
dicho indculo contiene una concentracién conocida de 1la

cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908 desde alrededor
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de 1 x 10° UFC/ml de medio de cultivo o de solucién
tampén hasta alrededor de 1 x 10*® UFC/ml de medio de
cultivo o de solucidn tampdén o desde alrededor de 1 x
10° UFC/g de alginato de sodio hasta alrededor de 1 x
10'? UFC/g de alginato de sodio. Es conveniente que la
bacteria de 1la presente 1invencidén, haya sido crecida
previamente en un medio minimo con simazina como Unica
fuente de nitrégeno.

En una modalidad preferida, el producto util
para la biorremediacién de ambientes contaminados con
herbicidas s-triazinas, comprende un indéculo empleando
la cepa nativa Pseudomonas sp. MHP41, en donde las
células bacterianas se encuentran encapsuladas en matriz
de alginatc de sodio dicha encapsulacidén le brinda

proteccidn a las células bacterianas frente a

condiciones ambientales adversas y disminuye su

exposicidén a compuestos tdxicos, aumentando de este modo
su estabilidad y viabilidad (Cassidy et al., 1996). Este
producto para la biorremediacidn contiene un indculo de
la Dbacteria de la invencidn en una concentracidn de
entre 1 x 10° UFC/ g de alginato y 1 x 10 UFC/ g de
alginato.

En una modalidad adicional, el producto util
para la biorremediacidén de ambientes contaminados con
herbicidas s-triazinas, comprende un indculo empleando
la cepa nativa Pseudomonas sp. MHP41l, en donde las
células bacterianas se encuentran liofilizadas, lo cual
ademas facilita su transporte y comercializacidn. Para
la obtencidén de este producto para la biorremediacién,
la bacteria ha sido preservada en estado latente por

liofilizacidédn de una suspensién concentrada de bacterias
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con: un medio protector complejo estéril como suero de
bovino, leche descremada en polvo o extracto de
levadura, un aminoacido ccmo el glutamato monosdédico, un
acido graso como el meso-inositol @ asi como  un
carbohidrato como'glucosa, lactosa, rafinosa o manitol.
El indéculo 1liofilizado puede ser directamente incubado
en- un medio de crecimiento ligquido o sélido,
preferentemente a 2B8°C durante alrededor de 48 h para
recuperar las células activas. Después de este proceso
de activacidn, las células previamente liofilizadas de
Pseudomonas sp. MHP4l son capaces de degradar s-—
triazinas. Este productoe para la biorremediacidn
contiene un indculo de la bacteria de la invencidén gue
resuspendido en un volumen adecuado, da una
concentracién de entre 10° UFC/ml de medio y 10'? UFC/ml
de medio.

El productc de la presente invencién también
puede formularse como una suspensién de la cepa
Pseudomonas sp. MHP41l en un medioc liquido de cultivo.
Los expertos en el arte reconoceran que existen muchos
mediés de cultives posibles de ser empleados para este
propdésito, cualquiera de ellos puede emplearse dentro
del marco de la presente invencisn, especialmente se
prefieren los medios minimos descritos en la Tabla 3,
incluida en el ejemplo 2 del presente escrito. Dicha
suspensidén contiene una concentracién conocida de la
cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908 desde alrededor
de 1 x 10° UFC/ml hasta alrededor de 1 x 10 UFC/ml, en

especial 1 x 10° UFC/ml a 1 x 10" UFC/ml.



En una de las modalidades de la invencidn, el
método de Dbiorremediacién comprende la adiciédn del
producto que contiene células de la cepa Pseudomonas sp.
MHP41, al medio contaminado con compuestos s-triazinas,
tales como por ejemplo la simazina. En el método de la
presente invencidn, se permite que transcurra un periodo
de tiempo suficiente para que dicha bacteria degrade
completamente el compuesto s-triazina, tal como la
simazina. El producto utilizado puede corresponder al
inéculo de células de la cepa Pseudomecnas sp. MHP41
encapsuladas en matriz de alginato de sodio, © a una
resuspensidn activa del producto liofilizado de las
células Pseudomonas sp. MHP41l, o a la suspensién de un
indéculo de Pseudomonas sp. MHP41l en un medio de cultivo.
Una vez inoculado el producto de 1la invencidén en
cualguiera de sus modalidades en el ambiente contaminado
se debe dejar que actue durante un periodo de tiempo
suficiente, desde al menos 1 semana hasta alrededor de
12 meses, para permitir la degradacidén de dicho
compuesto s-triazina confenido en ’dicho ambiente.
Normalmente un periodo de tiempo de entre 1 y 4 semanas
deberia ser suficiente para una degradacidén efectiva de
los contaminantes. Donde la concentracién de la cepa
Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908 en dicho ambiente
contaminado, el que es habitualmente suelo, es desde
alrededor de 1 x 10° UFC/g de suelo hasta alrededor de 1

x 10'? UFC/g de suelo.

EJEMPLO 1: Aislamiento de la cepa Pseudomonas sp. MHP41l.
El aislamiento de Pseudomonas sp. MHP41l se

realizé por enriquecimiento en simazina como Unica
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fuente de nitrdgeno. Para ello se utilizé el medio
minimo denominado AM (Tabla 3) constituide por una
fraccidn salina que aporta los micronutrientes,
succinato como uUnica fuente de carbono y simazina a
saturacién como unica fuente de nitrdgeno. Para el
cultivo de enriquecimiento inicial, se tomaron muestras
de suelos agricolas. Los cultivos se incubaron a 28°C y
se realizaron subcultivos. Desde los cultivos crecidos
se realizaron aislamientos de bacterias en placas con
agar minimo y simazina como unica fuente de nitrégeno.
Se aislaron colonias individuales desde las placas.
Estas cepas se conservaron en glicerol ({20%) vy a —-24°C.
De esta manera se obtuvo la cepa nativa
objetivo de la presente invencidén, Pseudomonas sp.
MHP41, la cual mostrd capacidad de crecer utilizando
simazina como unica fuente de nitrdégeno. Esta cepa fue
depcsitada en la coleccidn de microorganismos
Agricultural Research Culture Collection (NRRL) en
Peoria, Illinios, Estados Unidos bajo el numero de

acceso NRRL B-30908, con‘fecha 17 de marzo de 2006.

EJEMPLO 2: Mantencidén y conservacidn del producto que
contiene Pseudomonas sp. MHP41l.

La cepa Pseudomonas sp. MHP4l se mantiene
viable en el laboratorio mediante cultivos en diferentes
medios minimos cuya composicidén se detalla en la Tabla
3.

Como métodos alternativos de conservacién,
para su mantencién en el laboratorio e inoculacidén al
suelo durante procesos de biorremediacidn, se implementd

el proceso de encapsulacién de la cepa en matriz de
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alginato de sodio y la liofilizacidn segun se describe

previamente.

un medio

bovino,

levadura,
adcido graso como el meso-inositol,

glucosa,

protector complejo estéril como

glicerol o dimetisulfdxido.

En todos

conservacién, la viabilidad % la

biodegradativa de la cepa Pseudomonas sp. MHP41

afectada.

Tabla 3

Para el proceso de liciilizacidn se utiliza
suero de
leche descremada en polvo o extracto de
un aminodcido como el glutamato monosddico, un
un carbohidrato como

lactosa, rafinosa o manitol, como asi también

los medios de cultivo y métodos de
capacidad

no se ve

Nombre

Composicién (g/L}

Fuentes de Carbono y
Nitrdégeno

K,HPO, 1,6 g; KH,PO, 0,4 g; MgSO, x 7H,0 0,2
g; NaCl 0,1 g; CaCl, 0,02 g; 20 ml de
solucidén de elementos trazas gue contiene
{(por litro): EDTA 2,5 g; ZnS0, 11,1 g; FeSO,
5 g; MnSO, x HO0 1,54 g; CuS0, x 5H,0 0,4 g;
Co(NO3),; x 6H,0 0,25 g; NapB;0, x 10H0 0,18 g
y HpSO, 5 ml.

Medio
Minimo

(M)

100 ml de tampdédn fosfato 10x, 2 ml de
solucidn de microelementos 500x. Solucidn
tampén fosfato 1¥ contiene (por litro): 70
g de Na,HPO; x 2KH,0, 28 g de KH;PO, v 5 g de
NaCl. Solucién de microelementos 500x
contiene cada 100 ml: 5 g de MgS0O; x 7H,0,
0,5 g FesCy x 7H0, 0,25 g MnSO; x H;0, 0,32
g ZnCl,, 0,033 g CaCl, x 2H;0, 0,018 g CuSOq
x BH,O, 0,015 g CoCl, x 6 H,0, 0,325 g
H3BO;, 0,5 g EDTA, 7,3 ml de HCl 37%.

BSMA

K,HPOy 0,5 g; MgS0y x 7H,0 0,5 g; FeCly x HyO
10 mg; CaCl; x H;O 10 mg; MnCl, 0,1 mg; ZnS0O,
0,01 mg.

Fuente de Carbono:

Succinato de sodio

2,5 mM.

Fuente de Nitrdgeno:

Simazina 0,5 mM.

Para medios sdlidos
3 mM concentracidn

final.




Na,HPO, 2,44 g; KH,PO, 1,52 g; MgS0, x 7TH,0
0,2 g; CaCl, x 2H;0 0,05 g; 10 ml sclucidn
traza de elementos que contiene {por
litro): EDTA 0,5 g; FeS0, x TH,0 0,2 g; 100
ml de una solucién traza de elementos que
Brunner contiene (por litro): ZnS0O, x 7H,0 0,1 g;
MnCl, =x 4H,0 0,03 g; H3BO; 0,3 g; CoCl, x
6H,0 0,2 g; CuCl, x 2H;0 0,01 g; NiCl, x 6H,0
0,02 g; NaMoQ, x 2H,0 0,03 g.

Tabla 3. Formulacién de medics minimos para la

mantencidn de la cepa nativa Pseudomonas sp. MHP41l. Para

la preparacidédn de medios sdlidos se debe suplementar con

agar 15 g/L.

EJEMPLO 3: Degradacion del compuesto simazina por
Pseudomonas sp. MHP41.

Se evalud la  capacidad de Pseudomonas sp.
MHP41 para degradar el compuesto simazina. Para lo cual
se cultivé la cepa bacteriana MHP41l en un medio AM
empleando simazina comc Unica fuente de nitrdégeno a 30°C
por 16-20 h hasta alcanzar fase exponencial turbidez a
600 nm de 0,3 (7x10"  UFC/ml). Las células se

centrifugaron y se lavaron en tampdn fosfatc de sodio
[60 mM fosfato de sodio (pH 7,0), 0,5 g NaCl litro™'] y
se resuspendieron en tampén U [10 mM fosfato de sodio

(pH 7,0), 0,1 mM MgSOs] a una turbidez (600 nm) de 2,5-
3,0. Los cultivos ée incubaron a 30°C con simazina a una
concentracidén final de 0,06 mM. Como control se utilizd
el medio de cultivo sin bacterias. Se tomaron muestras a
intervalos de 15 minutos y éstas fueron centrifugadas
por 1 minuto a 13.000 rpm. La concentracién de simazina
fue cuantificada por absorbancia a 225 nm empleando un
espectrofotdmetro. Sé observé que lia cepa es cabaz de

degradar hasta alrededor de un 50% el compuesto simazina
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al cabo de una hora de incubacién. La figura 6 nmuestra
una cinética de degradacién de simazina por la cepa
Pseudomonas sp. MHP41. Los resul%ados fueron obtenidos
de 3 experimentos independientes (Fig. 6). La capacidad

de degradar simazina se conserva al crecer la cepa MHP41

en diferentes fuentes de nitrégeno (Tabla 4).

Tabla 4
TSmOt pagradacion de
nitrégenoc) simazina
Amonio +
Nitrato + 4+
Urea + +
Acido ciénﬁrico + + +
Simazina o+ o+ o+
Atrazina o+ o+ o+

Tabla 4. Degradacidén de simazina por Pseudomonas

sp. MHP41 <crecidas en medio minimo con diferentes

fuentes de nitrdégeno.

EJEMPLO 4: Viabilidad y capacidad de degradacidén de
simazina de Pseudomonas sp. MHP41l en matriz de alginato
de sodio.

Un cultivo de Pseudomonas sp. MHP41l de 1x10°
UFC/ml (turbidez a 600nm de 0,5) fue encapsulado en
alginato de sodio 1% y las capsulas estabilizadas en
cloruro de calcio (9,3 gl'). Las capsulas fueron
mantenidas en CalCl, vy refrigeradas a 4°C hasta su
utilizacidn. La determinacidn de viabilidad fue
realizada segun se describe a continuacién. 1 g de
microcapsulas fue inoculado en medio minimo AM 0,4X con
simazina 0,5 mM. El1 medio minimo 0,4X mantiene 1la

integridad de la matriz de alginatc de sodio. Se

o

realizaron diluciones seriadas en NaCl 0,85% vy se
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plagquearon en medio Agar Tripticasa Soya (TSA). Las
placas de TSA fueron incubadas a 30°C y las colonias de
Pseudomonas sp. MHP41 se contaron en las placas. La
simazina se cuantificdé por HPLC. Al inicio del
experimento, se detectaron 1,2x10’ UFC/ml provenientes
de las microcépsulas. El numero de células viables se
fue incrementando con el transcursc de los dias hasta
alcanzar 3x10° UFC/ml a las 72 horas. El proceso de
encapsulacidén con alginato de sodio 1% permite el
crecimientoc de Pseudomonas sp. MHP41l, no afectando
negativamente su viabilidad (Figura 7). Las muestras
fueron extraidas con metanol/agua (80:20) para
cuantificar el remanente de simazina en el medio minimo
AM. Al analizar las muestras por HPLC se observa que el
potencial de degradacidén de simazina de Pseudomonas sp.
MHP41] no se ve afectado por la microencapsulacidén. La
remocién de simazina 0,5 mM en el medio liguido AM
ocurre antes de las 48 horas. Cépsulas de alginato de
sodio sin bacterias no remueven simazina del medio. Los
resultados fueron obtenidos de 3 experimentos

independientes (Fig 7).

EJEMPLO 5: Biorremediacién de simazina con la cepa
Pseudomonas sp. MHP41 en suelos.

Los experimentos de biorremediacidn a escala
de Microcosmos se realizaron para estudiar la
biodegradacidén de simazina en suelos agricola mediante
la adicidén de la cepa nativa degradadora de s-triazinas
Pseudomonas sp. MHP41l.

El comportamiento de la cepa fue analizado en

dos tipos diferentes de suelcs: i) suelos sin historial
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de aplicacién de simazina e ii) suelos con historial de
aplicacién anual de simazina. Los suelos  fueron
receclectados de 1la capa superficial (0 a 15 cm),
tamizados mediante mallas de 5, 2,8 y 2 mm vy
contaminados con simazina comercial (Gesatop® SOWP).
Pséudomonas sp. MHP41l fue crecida en medio minimo
conteniendo simazina como una unica fuente de nitrdégeno
y se adiciondé al suelo -como indculo inmovilizado en
matriz de alginato de sodio en concentracién de 1x10°
UFC/g de suelc seco (equivalente a una biomasa celular
de 1x10'"? UFC/ml). Los microcosmos se inocularon cada 4
dias durante cuatro semanas. La humedad fue controlada
semanalmente. Las muestras de suelo fueron utilizadas
para determinaciones microbiclédégicas y analiticas por
triplicado. Las muestras de suelo fueron utilizadas para
el recuento de heterdétrofos toctales (RHT) en placas de
agar tripticasa soya (TSA, OXOID). El método de NMP fue
requerido para estima; la actividad catabdélica de
simazina en el suelo. La simazina fue cuantificada por
HLPC previa extraccidén desde el suelo con sclucidn
metanol/agua (80:20).

En suelos no expuestos previamente & simazina,
es decir suelos sin  historial de aplicacidén del
herbicida simazina (Figura 8), la bicaumentaciédn con
Pseudomonas sp. MHP41 incrementd el recuento de
heterétrofos totales vy la actividad catabdlica de
simazina respecto al tratamiento no inoculado. En los
tratamientos no inoculados, no se detectd una poblacidn
microbiana de suelo activa en la degradacién de simazina
y no se observé la remocién del  herbicida. La

bicaumentacidén con la cepa Pseudomonas sp. MHP41
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incrementd la actividad_catabélica de simazina y atenud
la concentracidén de simazina en suelo con un tiempo de
vida medio de 15 dias (Fig. 8).

Se observdé que en suelos con historial de
aplicacién del  herbicida simazina (Figura 9}, el
recuento de heterdétrofos totales mostrd cambios minimos
entre el tratamiento inoculado y no inoculado. Por otra
parte, el tiempo de vida media de simazina en
microcosmos no inoculados fue de 11 dias. E1l tiempo de
vida media de simazina se redujo a 3 dias cuando ios
suelos fueron bioaumentédos. La atenuacidén completa de
simazina en el tratamiento inoculadc ocurrié a los 24
dias (Fig. 9).

Con este ejemplo, podemos sefialar que la cepa
nativa Pseudomonas sp. MHP41l incrementa la actividad
catabdlica en ambos tipos de suelos con diferente
historial de aplicacidén de simazina. Ademds, la adicién
de esta cepa encapsulada atenta la concentracidn del
herbicida en ambos suelos, por lo gque puede ser

utilizada en estrategias de biorremediacidn.

EJEMPLO 6: Biorremediacién de simazina en suelos con la
cepa Pseudomonas sp. MHP41l licfilizada.

Los experimentos de biorremediacidén a escala
de microcosmos se realizaron a partir del producto
Pseudomonas sp. MHP41 1liofilizado, para evaluar el
potencial biodegradativo de simazina en suelos
agricolas. Los ‘inéculos en estado de latencia
(liofilizados) de la cepa nativa MHP4l fueron activados
en medio minimo liquido AM vy adicicnados al suelo

siguiendo el mismo esquema experimental descrito en el
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ejemple 5. Se observé la atenuacién de simazina,
obteniéndose una reduccidén de dicho compuesto en suelos
de aproximadamente 50% ‘durante la primera semana de
experimentaciodn.

Con este ejemplo, se demuestra gue procesos de
liofilizacidén no afectan la capacidad de biodeéradacién
del herbicida de 1la cepa Pseudomonas sp. MHP41 en

suelos.
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PLIEGO DE REIVINDICACIONES

1. Una cepa bacteriana capaz de degradar o
mineralizar s-triazinas, CARACTERIZADA porque
corresponde a la «cepa de Pseudomonas sp. MHP41,

depositada bajo el numero de acceso NRRL B-30908 con

fecha 17 de marzo de 2006.

2. Un producto para 1la biorremediacién de
ambientes contaminados con compuestos s-triazinas,
CARACTERIZADO porque comprende un indculo bacteriano de
la cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908, definida en
la reivindicacién 1 vy un medioc de cultivo, una soclucidn

tampdén o alginato de sodio.

3. El producto para la biorremediacién de
acuerdo a la reivindicacién 2, CARACTERIZADO porgue
dicho inéculo contiene una concentracidén conocida de la
cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908 desde 1 x 10°
UFC/ml hasta 1 x 10 UFC/ml de medio de cultive o de
012

solucién tampén o desde 1 x 10° UFC/g hasta 1 x 1

UFC/g de alginato de sodio.

4. El productoe para 1la bicrremediacidn de
acuerdo a la reivindicacioén 2, CARACTERIZADC porqgue
dicho indéculc contiene células liofilizadas de la cepa
Pseudomonas sp. MHP41l NRRL B-30908 en un medio protector

complejo estéril.

5. El producto para la biorremediacidén de

acuerdo a la reivindicacidén 2, CARACTERIZADO porgue

3¥



31

dicho indéculo contiene células encapsuladas en alginato

de sodio de la cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908,

6. Un método para'la biorremediacién de un
ambiente contaminado con s-triazinas, CARACTERIZADO
porque dicho método comprende:

a) agregar un producto de acuerdo con
cualgquiera de las reivindicaciones 2 a 5 a dicho
ambiente contaminado con s-triazinas, vy

b) incubar dicho producto gue contiene el
indéculo de la cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908 en
este ambiente contaminado, vy dejar que este actue
durante un periodo de tiempo suficiente, desde al menos
1 semana hasta alrededecr de 12 meses, para permitir la
degradacidédn de dicho compuegto s—tfiazina contenido en

dichec ambiente.

7. Un método para la biorremediacién de un
ambiente contaminadc con s-triazinas de acuerdo a la
reivindicacién €, CARACTERIZADO porque dicho periocdo de
tiempo comprende un periodo desde 1 semana hasta 4

semanas.

8. Un método para la biorremediacién de un
ambiente contaminado con s-triazinas de acuerdo a la
reivindicaciodn 6,‘CARACTERIZADO porque la concentracidén
de la cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908 en dicho
ambiente contaminado, el que es habitualmente suelo, es
desde alrededor de 1 x 10® UFC/g de suelo hasta

alrededor de 1 x 10 UFC/g de suelo.
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9. Un método para la biorremediacidon de un
ambiente contaminado con s-triazinas de acuerdo a la
reivindicacién 6, CARACTERIZADO porque dicha s-triazina

presente en el ambiente contaminado es seleccionado del

grupo  que consiste de simazina, hidroxisimazina,
deetilhidroxisimazina, atrazina, hidroxiatrazina,
deetilatrazina, deetilhidroxiatrazina,
deisopropilatrazina, fluorocatrazina, propazina,

terbutilazina, acido cianurico y cianazina.

10. Un método de acuerdo a la reivindicacién
9, CARACTERIZADA porque dicha s-triazina es una molécula

que contiene un atomo de cloro.

11. Un método de acuerdo a la reivindicacidn

10, CARACTERIZADA porque dicha s-triazina es simazina.

12. Un método de acuerdo a la reivindicacidn

10, CARACTERIZADA porque dicha s-triazina es atrazina.
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LAMINA 1/9
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LAMINA 2/9

FIGURA 2
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LAMINA 4/9

FIGURA 4
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LAMINA 5/9
FIGURA 5

Hha-1  Msp-1

MM: Marcador de peso molecular (100 pb)

Lineas 1 y 4: Pseudomonas sp. ADP

Lineas 2 y 5: Pseuddmonas sp. MHP41

Lineas 3 y 6: controles negativos de

restriccién
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LAMINA 7/9

FIGURA 7
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Come resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

1. Debe allegar el poder otorgado al abogado que aparece en la solicitud como
apoderado, con el 1llenoc de los requisitos exigidos en el Cédigo de Procedimiento
Civil. Adicionalmente, deberad presentar el documento que acredita la existencia y
representacidén legal de la sociedad solicitante.

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesgidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidén de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articules 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinard segin indigquen
claramente una cesldén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento del articulo 39 de 1la Decisidn 486, se le regquiere para que dentro
del término de dos (2) meses sigulentes ala fecha de notificacién del presente
oficio, complete 1los reguisitos anteriormente enunciados. En caso de ho dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerarid abandonada y
perdera su prelacién.

Notifiguese el
e), del capitul

presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

ALIX CARMEN CESPEDES'DE VERGEL
Jefe de la/divisidn de Nuevas Creaciones
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Se recuerda al interesado gque debe presentar, dentro
siguientes contados a partir de la
prioridad se invoca,

de los dieciséis meses
techa de presentacidén de la solicitud cuya
copia de la misma certificada por la autoridad que la expidid
Y, en los casos en gue haya lugar, la traduccidn simple del capitulo
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