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Degradacion de tiocianato por hongos aislados de ambientes mineros
y evaluacién de su capacidad degradativa

The thiocyanate degradation by fungi isolated from mining environments
and evaluation of degradative capacity

Susan Medinal, Marisela Torres?, Yerson Duran?, Rina Ramirez?, Juan Herreraly
Pablo Ramirez'*

Resumen

El Pert es uno de los principales paises en la extraccion de minerales como el oro, zinc, plomo y estafio. En la
produccion de oro se utiliza cianuro, el cual es toxico para el medio ambiente, y que por reaccién natural con el
azufre se convierte en tiocianato (SCN). En el presente trabajo se aislan hongos con capacidad de degradar
tiocianato procedentes de aguas y suelos de zonas mineras de Junin y Tumbes. Estas cepas se sometieron a
ensayos con concentraciones de tiocianato entre 5y 600 mM. Asimismo, se evalud la cinética de degradacion
de tiocianato en medio Kwon partiendo de 1,2 g.L* de KSCN y luego se realiz6 la identificacion morfolégica.
De un total de 58 mohos aislados, obtuvimos 4 mohos con excelentes capacidades de degradar tiocianato
y que pueden ser utilizados en biorremediacion. La capacidad degradativa de estas cepas fue en promedio
10,05 mg.L* de -SCN con una velocidad de 28,77 mg.L*.h™. Dos cepas fueron identificadas fenotipica y mo-
lecularmente como Fusarium trincictum usando el marcador ITS del gen rDNA.

Palabras claves: tiocianato, hongos, Fusarium trincictum, degradacién, mineria.
Abstract

Peru is one of the principal countries in mining extraction of minerals like gold, zinc, plumb and tin. Cyanide is
used in gold production this compound is very toxic especially for environment, by nature reaction with sulfur
it converts into thiocyanate (SCN). In this paper, we isolate "SCN degrading fungus from Junin and Tumbes
mining zones. Strains were assayed on 5 to 600 mM “SCN concentration, at least thiocyanate degrading kinetic
was assayed at 1.2 g.L* of KSCN initial concentration, then the best strains had been morphological, biochemi-
cal and molecular identified using ITS RNA molecular marker. From 58 isolated fungus we found 4 unparfait
funguses with a great thiocyanate degrading capacity those strains could be used for bioremediation processes.
Thiocyanate degrading capacity of these strains was 50 g.L* on plate into 72 hours and their average capacity
was 10.05 mg.L* -SCN with an standard velocity of "SCN degradation of 28.77 mg.L™.h*. Two strains were
molecular identified as Fusarium trincictum by using ITS rDNA gene.

Keywords: thiocyanate, fungus, Fusarium trincictum, degradation, mining.

Introduccién

FEl tiocianato (SCN) es un intermediario de la conversién
del cianuro por una reaccién de adicién de azufre (Sorokin et
al. 2004). En dosis bajas el tiocianato es menos téxico que el
cianuro, pero es altamente téxico cuando la dosis exceden los
0.3 g.L'! (Boucabeille 1994). En peces se ha probado que este
compuesto causa alteracién en el equilibrio, la presién osmética
y la respiracién, los individuos sometidos a concentraciones
mayores a 10 mM de tiocianato presentan mareos, alteraciones
en las comunicaciones cerebrales, pérdida de equilibrio y orien-
tacion. Al igual que el cianuro, el tiocianato es biodegradable
por microorganismos.

La existencia de microorganismos con actividad de degradar
tiocianato ha sido descrita, entre ellos tenemos a bacterias como
Thiobacillus thioparus (Katayama et al. 1992), Pseudomonas y
Acinetobacter (Dubey & Holmes 1995) y hongos como Acremo-
nium (Kwon et al. 2002), Trichoderma harzianum (Faull et al.
1994), Fusarium solani, E oxysporum, Trichoderma polysporum,
Seytalidiym thermophilum'y Penicilium miczynski (Barclay et al.
1998) que pueden degradar productos derivados del cianuro,
entre ellos los tiocianatos. Estos microorganismos han desa-
rrollado mecanismos metabdlicos para la degradacién de estos
compuestos utilizando enzimas como las cianasas que producen
como productos finales amonio y dioxido de carbono (Dorr &

Knowles 1989), cianuro hidratasas (Clunnes et al. 1993) que
conjuntamente con las amidasas convierten el cianuro hasta
formato (Dumestre et al. 1997), otros microorganismos utilizan
las rodanasas (Ezzi & Lynch 2002; Ramirez et al. 2002), esta
reaccién puede ser relevante en la desintoxicacién del cianuro
en los organismos vivos (Ramirez et al. 2002; Bordo & Bork
2002). El tiocianato se halla en los desechos industriales del
procesamiento del carbdn y de la extraccién del oro y la plata
conjuntamente con otros compuestos toxicos como el cianuro
libre y cianuro acomplejado a metales (Boucabeille et al. 1994).
Pocas investigaciones se han realizado sobre la degradacién del
“SCN por cultivos puros y en consecuencia, las vias metabélicas
no se conocen aun en su totalidad.

Entre los hongos tenemos a Acremonium strictum que degradd
7,4 g.L'' de SCN y fue aislado de aguas servidas de la industria
del carbén. Los productos finales fueron amonio y sulfato en una
relacién estequiométrica 1:1 (Kwon et al. 2002). Actualmente se
encuentran algunos reportes del uso de microorganismos para el
tratamiento de efluentes mineros que contienen cianuro o tio-
cianatos como en Brasil a nivel de birreactores (Souza-Fagundes
etal. 2004). Los cultivos mixtos o consorcios removieron 5 mM
de "SCN en 36 horas. En este sentido, el conocimiento de los
procesos de destoxificacién del "SCN vy cianuro resultardn de
mucha importancia para mejorar la conservacién del ambiente

81



RAMIREZ ET AL.

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias de los hongos filamentosos que crecieron hasta en 500 mM de tiocianato de potasio

aislados del lago Chinchaycocha (Junin). La descripcion fue realizada en agar M9 o agar Kwon, segun se indica.

Tipo de Cepa Medio de aislamiento  Caracteristicas morfoldgicas de la colonia
muestra
5JA-500-1IMK Kwon Moho rugoso, pulvurulento con exhudado.
g 6JA-500-1M M9 Moho blanco, pequefio, miceliar, redondo expansivo.
<b):D 6JA-500-2M M9 Moho mediano redondo, blanco.
9] A-500-1MK Kwon Moho rugoso, elevado, blanquecino con micelio, redonda.
1JS-500-1M M9 Moho liso, elevado, transldcido, con micelio aéreo largo, irregular.
5JS-500-1MK Kwon Moho algodonoso, filamentoso.
5JS-500-2MK Kwon Moho algodonoso, plano, blanquecino, micelio aéreo corto, redonda.
° 6JS-500-1MK Kwon Moho pulverulento, elevado blanquecino, micelio aéreo largo, irregular.
El 7]5-500-1MK Kwon Moho translacido.
n 7]S-500-2MK Kwon Moho rugoso, elevado, translucido con micelio irregular.
11JS-500-1MK Kwon Moho liso, plano, blanquecino, micelio aéreo corto, redondo.
12JS-500-1M M9 Moho liso, elevado, blanquecino, micelio aéreo corto, irregular.
14JS-500-1MK Kwon Moho pulverulento, elevado, translucido, micelio aéreo largo, irregular.
3JSE-500-1M M9 Moho rugoso, elevado, blanquecino, micelio aéreo corto, irregular.
14JSE-500-1M M9 Moho liso, plano, blanquecino, micelio aéreo largo, irregular.
11JSE-500-1M M9 Moho rugoso, elevado, translucido, micelio aéreo largo redondo.
° 3JSE-500-1MK Kwon Moho pulverulento, elevado, translucido con micelio, irregular.
% 3JSE-500-2MK Kwon Moho rugoso, plano, blanquecino, micelio aéreo largo, irregular.
qg: 3JSE-500-3MK Kwon Moho pulverulento, elevado, blanquecino con micelio, redondo.
g 5JSE-500-1MK Kwon Moho liso, plano, blanquecino, micelio aéreo corto, irregular.
o 6JSE-500-1MK Kwon Moho rugoso, elevado, blanquecino con micelio, redondo.
75’ 6JSE-500-2MK Kwon Moho pulverulento, plano, blanquecino, micelio aéreo corto, irregular.
n 8JSE-500-2MK Kwon Moho liso, plano, blanquecino, micelio aéreo largo, irregular.
9JSE-500-1MK Kwon Moho rugoso, elevado, blanquecino, micelio aéreo largo, redondo.
11JSE-500-1MK Kwon Moho liso, elevado, blanquecino con micelio, redondo.
11JSE-500-2MK Kwon Moho pulverulento, elevado, translucido, micelio aéreo corto, irregular.

y a su vez la extraccién de metales a partir de los minerales que
los contienen.

Por otro lado, se estdn aplicando métodos moleculares en la
identificacién de los hongos. Estos se basan en la comparacién
de las secuencias de nucleétidos de genes conservados, o de
regiones conservadas de estos genes en una base de datos, la
cual nos permite determinar la especie. En estos eucariontes
usualmente se amplifica el gen 285 rRNA LSU que presenta
tres regiones altamente polimdrficas y también se amplifica
las regiones espaciadoras o ITS (Martin et al. 2000; Trout et
al. 1997). El presente trabajo tuvo como finalidad identificar
hongos aislados de aguas y suelos contaminados con elevadas
capacidades de degradacion de tiocianato, con potenciales apli-
caciones en procesos de biorremediacién. Se evalué la velocidad
de degradacién del “SCN de 58 mohos y obtuvimos cuatro
con excelentes capacidades de degradar "SCN. Asimismo, se ha
determinado su relacién filogenética mediante el andlisis del

ITS del gen rDNA.

Material y métodos

Areas de estudio: se colecté muestras de agua y suelo de zonas
influenciadas con desechos mineros ubicadas en dos regiones
del Perti. Una de éstas fue en los alrededores del Lago Chin-
chaycocha, ubicado al Nor-Oeste del Departamento de Junin
en la sierra central a 4115 m de altitud. La otra zona fue el rio
Tumbes, ubicado al nor-oeste del departamento de Tumbes en
la costa norte del pais a 243 m de altitud.

Aislamiento de cepas nativas degradadoras de tiocianato:

Las muestras de agua y suelo se sembraron en los medios liquidos
de Kwon (Kwon et al. 2002) con 123 mM de "SCN y M9 con 5

mM de "SCN en agitacién rotatoria de 200 rpm. Luego, todas
las muestras enriquecidas se sometieron al ensayo de minima
concentracién inhibitoria de tiocianato de potasio (MIC) entre
100 a 600 mM, los consorcios se sembraron en medio M9 por
2 dias a cada concentracién, considerando como positivo aquel
consorcio que presente crecimiento superior a la escala 0,5 de
McFarland. En el caso del medio Kwon se cultivé por 5 dias y se
selecciond las cepas con el mismo criterio. Luego que crecieron
a concentraciones de 500 y 600 mM de "SCN se sembraron en
agar Kwon y M9 respectivamente. Las colonias seleccionadas
fueron repicadas a Medio Saboraud para su mantenimiento.

Evaluacién de la capacidad degradativa del ‘SCN: A las
mejores cepas de mohos que crecieron en altas concentraciones
de ‘SCN (didmetro de la colonia >2 c¢m) se les someti6 a los
ensayos de cinética de degradacién de "SCN vs Tiempo. Este
ensayo se realiz en medio liquido Kwon con 1,2 mM de SCN
en agitacién constante a 200 rpm y temperatura ambiente
durante 90 horas. Se usé un inéculo inicial de 100 mg de peso
himedo de cada cepa. Se tomaron alicuotas de 2 mL del cultivo
cada doce horas hasta las 90 horas, estas alicuotas fueron cen-
trifugadas a 13000 x g por tres minutos y en el sobrenadante se
cuantificé el “SCN residual. Asimismo, se determiné por cepa,
el peso seco a 50 °C durante tres horas para construir una curva
de crecimiento vs tiempo.

La cuantificacidn de la cantidad de SCN residual en los cultivos
se realizé6 mediante andlisis espectrofotométrico con el reactivo
de nitrato férrico a DO, nm (Kelly & Wood 1998). Se prepar6
un volumen de reaccién de 5,5 mL con 50 pL de muestra, este
ensayo se realizé con cuatro réplicas para cada tiempo por cepa

comenzando de 1,2 g.L'! de "SCN en el medio (Kwon et al. 2002).
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Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas de las colonias de los hongos filamentosos aislados en 500 mM de tiocianato de potasio del rio Tumbes
(Tumbes). La descripcion fue realizada en agar M9 y agar Kwon segin se indica.

Tipo de Cepa Medio de aislamiento  Caracteristicas morfolégicas de la colonia
muestra
2TA-500-1M M9 Moho rugoso, elevado, blanquecino, micelio aéreo largo. Irregular.
3TA-500- IMK Kwon Moho liso, plano, translicido, micelio aéreo corto, redondo.
4TA-500-1 M9 Moho rugoso, elevado, transltacido con micelio, irregular.
gn 4TA-500-1M M9 Moho pulverulento, elevado, blanquecino, micelio aéreo largo, irregular.
< 5TA-500-1MK Kwon Moho rugoso, elevado, transltcido con micelio, redondo.
6TA-500-1IMK Kwon Moho pulverulento, elevado, blanquecino, micelio aéreo corto, redondo.
7TA-500-1M M9 Moho liso, plano, blanquecino, micelio aéreo corto irregular.
8TA-500-1M M9 Moho rugoso, elevado, blanquecino con micelio redondo.
1TS-500-1 M9 Moho pulverulento, elevado, transltcido, micelio aéreo largo redondo.
1TS-500-1M M9 Moho liso, elevado, transltcido, micelio aéreo corto irregular.
2TS-500-1M M9 Moho rugoso, elevado, translacido con micelio irregular.
2T5-500-1MK Kwon Moho liso, plano, blanquecino con micelio irregular.
—% 2TS-500-2M M9 Moho pulverulento, elevado, translticido, ,micelio aéreo largo, redondo.
3 3TS-500-1M M9 Moho rugoso, elevado, translicido, micelio aéreo corto, irregular.
3TS-500- IMK Kwon Moho blanquecino, rugoso con micelio redondo.
5TS-500-1M M9 Moho pulverulento, elevado, blanquecino con micelio, redondo.
8TS-500-1M M9 Moho rugoso, elevado, transltcido, micelio aéreo largo redondo.
8TS-500- IMK Kwon Colonias con centros blanquecinos.
2TSE-500-1M M9 Colonias planas, borde regular, translicidas, grandes.
2TSE-500-4M M9 Colonias filamentosas, rugosa, blanquecina elevada.
2TSE-500- 5M M9 Moho pulverulento, elevado, blanquecino con micelio irregular.
° 2TSE-500-1MK Kwon Moho rugoso, elevado, blanquecino, aéreo corto redondo.
% 2TSE-500-3MK Kwon Moho liso, plano, blanquecino irregular.
% 3TSE-500-5M M9 Moho filamentoso, rugoso.
é 5TSE-500-1M M9 Colonia blanquecina elevada.
g 5TSE-500-1MK Kwon Moho pulverulento, elevado, transltcido, micelio aéreo corto redondo.
g 8TSE-500-2M M9 Moho rugoso, plano, blanquecino con micelio redondo.
@ 8TSE-500-4M M9 Moho pulverulento, elevado, micelio aéreo largo irregular.
8TSE-500-1M M9 Moho rugoso, plano, blanquecino, micelio aéreo corto irregular.
8TSE-500-1MK Kwon Moho pulverulento, translticido, micelio aéreo largo, redondo.
8TSE-500-2MK Kwon/500 Moho rugoso, elevado, transltcido, micelio aéreo corto, irregular.

Identificacién de cepas: Los mohos aislados fueron identifi-
cados mediante ensayos microbiol6gicos estdndares y aplicando el
sistema Sacardo (Barnett & Hunter 1998) para hongos imperfec-
tos. Posteriormente, en algunos casos, se usé métodos moleculares.

Para la identificacién molecular se extrajo DNA cromosémi-
co, las cepas se cultivaron en medio liquido Saboraud con 123
mM de "SCN a 200 rpm de agitacién rotatoria a 28 °C durante
dos dias y se utilizé el Wizard genomic DNA Purification kit
(Promega’) (Orbegozo et al. 2008) utilizando 200 U de la en-
zima Liticasa para la ruptura de la pared celular de los hongos.

El DNA genémico fue usado para amplificar por PCR la
regién ITS del gen 28S rDNA (Orbegozo et al. 2008; Son-
nenberg et al. 2007). Los iniciadores usados fueron el ITS1
(5"-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") yITS4 (5’-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3") (White et al. 1990). El programa
de PCR fue: desnaturalizacién a 95 °C durante 3 minutos (1
ciclo), seguido de 30 ciclos a 95 °C por 30 segundos, hibrida-
cién a 58 °C por 30 segundos, sintesis a 72 °C por 2 minutos
y extension final a 72 °C por 5 minutos. La mezcla de reaccién
fue: 0,5 pL de cada iniciador, 0,5 pL de INTPs, 5 pL de buffer
5X, 1 pL de MgClz, 0,125 pL de 7ag, 14,875 uL NFWy 2,5
pL de DNA molde. Para visualizar el DNA cromosomal y los
productos de PCR se utilizaron geles de agarosa 1% en TAE
0,5X. Las muestras se mezclaron con solucién de carga (0,25%
azul de bromofenol, 40% sacarosa). Como marcador de tama-

fio molecular se utilizé 1 kb plus DNA Ladder (Promega). La
tincién se realizé con bromuro de etidio, bandas se visualizaron
en un transiluminador de luz UV y la secuenciacién se realiz6
bajo las condiciones de BigDyeTM terminator cyclingy la corrida
utilizando Automatic Sequencer 3730xl en MACROGEN USA

(http://www.macrogenusa.com).

Filogenia molecular: Se realizé comparando las secuencias
de la regién ITS del gen rDNA 28S de los hongos nativos con
aquellas disponibles en las base de datos del NCBI Genbank/
EMBL/DDB] y usando el programa de alineamiento local de
secuencias BlastN versién 2.0 (Altschul et al. 1997), y Cap3
(Huang & Madan 1999) para obtener la secuencia consenso.
Se alinearon las secuencias de nuestras cepas con las secuencias
obtenidas del NCBI con el programa Clustal X (Larkin et al.
2007) y se trabajé el alineamiento con el BioEdit 7.0.9 (Hall
2009), y se convirti6 a formato Mega en el programa MEGA 4.1
(Kumar et al. 2008). Se construyd la filogenia con el algoritmo
Neighboard Joining con boostrap de 1000 replicas, considerando
el modelo de sustitucién nucleotidica de Kimura 2-p.

Resultados

Aislamiento de hongos degradadores de SCN: En total se
procesaron 46 muestras de suelos y aguas que fueron enrique-
cidas en medio M9 y Kwon (Kwon et al. 2002) en presencia de
"SCN. En total se aislaron 58 cepas de mohos, de las cuales 26
fueron de Junin (Tabla 1; 5 de agua, 8 de suelo y 13 de suelo

Rev. peru. biol. 19(1): 081 - 088 (April 2012)
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Figura 1. Cinética de consumo de tiocianato por mohos. EI SCN-
consumido en g.L* vs. tiempo en horas fue cuantificado en medio
liguido Kwon con concentracion inicial de 1,2 g.L-* de KSCN durante
90 horas en agitacion constante con medicion espectofotométrica de
tiocianato residual. Se muestran las cepas de mohos 5JS-500-2MK
(A), 11JSE-500-1MK (4), 3JSE-500-1MK (00) y 9ISE-500 1MK (@)
aisladas de suelo la primera y suelo enriquecido las tres tltimas de
ambientes mineros de Junin.

enriquecido) y 32 de Tumbes (Tabla 2; 9 de agua, 9 de suelo y
14 de suelo enriquecido), s6lo 12 cepas crecieron a 500 mM de
"‘SCN en placa, éstas cepas fueron de Junin (3 de suelo y 9 de
suelo enriquecido). En las Tablas 1 y 2 se describen las caracte-
risticas morfoldgicas de las colonias de las cepas de mohos en
medio M9 o Kwon, aislados de Junin y Tumbes segtin la muestra
procesada (agua, suelo o suelo enriquecido).

Evaluacién de la capacidad degradativa del 'SCN: Se realizd
el ensayo de MIC a 58 cepas de mohos. Del total de éstos, s6lo
12 crecieron a 500 mM de "SCN en placa: Fusarium sp.1JS-500-
1M, Fusarium sp. 1JSE-500-1M, Fusarium sp. 11JSE-500-1MK,
Fusarium sp. 14]SE-500-1M, Fusarium sp. 9JSE-500-1MK,
Fusarium sp. 11JSE-500-1M, Paecilomyces sp. 5]S-500-2MK,
Bispora sp. 7]S-500-1MK, Cladosporium sp. 3]JSE-500-3MK,
Monillia sp. 11JSE-500-2MK, 9JSE-500-1M, 3JSE-500-1M,
3JSE-500-1MK (Tabla 3). La capacidad de degradativa de SCN
a éstas se les evalud y cuantificé mediante ensayo espectofoto-
métrico. Las 12 cepas fueron aisladas de muestras procedentes
de Junin (3 de suelo y 9 de suelo enriquecido).

Evaluacién cuantitativa de la degradacién del ‘SCN. Se
cuantificd la cantidad de "SCN residual en los cultivos de 13
cepas que degradan altos niveles de 'SCN (500 mM) mediante
ensayo espectrofotométrico, los resultados se muestran en la
Tabla 4. Las cepas que presentaron los mayores valores de
velocidades de degradacién de SCN y un rendimiento mayor
a 50% respecto al consumo de "SCN fueron: Paecilomyces sp.
5]S-500-2MK, Fusarium sp. 14]JSE-500-1M, y Fusarium sp.
9JSE-500-1MK.

Asimismo, se realizé la cinética de crecimiento de las 13 me-
jores cepas obteniendo los resultados que se presentan en la Tabla
5. Se consideré como las mejores cepas aquellas que mostraron
una produccién de biomasa como peso seco mayor a 0,090
g.L'l.h",en presencia de SCN. Entre éstas tuvimos a Fusarium
sp. 14]JSE-500-1M, Fusarium sp. 1]S-500-1M, Fusarium sp.
9JSE-500-1MK, Paecilomyces sp. 5]S-500-2MK, 1TS-500-2K
y 3JSE-500-1MK.

70

Peso seco (g/L)

Y| CenE— -

0 20 40 60 80 100

Figura 2. Cinética de crecimiento de mohos que degradan tiocianato.
El peso seco en g.L* vs. tiempo en horas fue determinado en medio
liquido Kwon a concentracion inicial de 1,2 g.L* de KSCN durante 90
horas con intervalos de 12 horas. Se muestran las cepas de mohos

5JS-500-2MK (A), 11JSE-500-1MK (4), 3JSE-500-1MK (m) y 9JSE-
500 1MK (O) aisladas de suelo la primera y suelo enriquecido las tres
Gltimas de ambientes mineros de Junin.

Solamente las cepas que mostraron los mejores rendimientos
fueron evaluadas en consumo y crecimiento en "SCN vs tiempo
(Fig. 1 y 2). Entre éstas tuvimos a Paecilomyces sp. 5]S-500-
2MK vy los Fusarium sp. 11JSE-500-1MK, 9JSE-500 1MK y
3JSE-500-1MK. La cepa de Paecilomyces sp. fue aislada de suelo
y los Fusarium sp. de suelo enriquecido de ambientes mineros
de Junin.

Identificacién de cepas nativas degradadoras de ‘SCN: Se
identificaron 9 mohos de acuerdo a sus estructuras reproductivas
y vegetativas con la clave Saccardo (Barnett 1998), de las cuales
cinco cepas resultaron Fusarium sp., una Paecilomyces sp., dos
Cladosporium sp. y Bispora sp. También se identificaron 5 mohos
a partir de las estructuras en microcultivo: cuatro Aspergillus sp.

y un Trichophyton sp.

En la Figura 3A se muestra la colonia de Bispora sp. 7]S-
500-1MK, elevada, blanca verdosa con bordes irregulares y
micelio aéreo algodonoso. Al microcultivo se observan hifas
hialinas tabicadas (Fig. 3B) y macroconidias que se tabican en
microconidias con dos blastosporas en su interior (Fig. 3C). En
tanto que, Monillia sp. 11JSE-500-2MK presenté colonia blanca
algodonosa con centro beige, bordes rregulares y micelio aéreo
algodonoso (Fig. 3D). Al microcultivo se observan en hifas hia-
linas tabicadas con vacuolas en su interior del cual se desprenden
y microconidias unicelulares redondas unidas (Fig. 3E). Entre
tanto, Paecilomyces sp. 5]S-500-2MK, (Fig. 3F) presenté colonias
algodonosas, blanquecina, elevada, esponjosa, con centro beige y
micelio aéreo blanquecino, que al microcultivo se observa fidlides
multiverticiliadas con filosporas unicelulares en cadenas largas en
hifas hialinas aseptadas (Fig. 3G). Por otro lado, Cladosporium sp.
3JSE-500-3MK con colonia blanca elevada, esponjosa, tupida,
y micelio aéreo blanquecino delgado esponjoso con fondo ana-
ranjado claro (Fig. 3H) con hifas hialinas tabicadas y presencia
de esporas sueltas como blastosporas (Fig. 31).

Asimismo, se identificé a la cepa 11JSE-500-1MK como
Fusarium sp. (Fig. 4A), ésta presentd una colonia morada con
bordes blancos y micelio aéreo esponjoso blanquecino al borde,
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Figura 3. Mohos cultivados en agar Sabouraud. A, Bispora sp. 7JS-
500-1MK, con colonia elevada, blanca verdosa con bordes rregulares
y micelio aéreo algodonoso. En B, hifas hialinas tabicadas y en C,
macroconidias que se tabican en microconidias con dos blastospo-
ras. En D, Monillia sp. 11JSE-500-2MK., presenta colonia blanca
algodonosas con centro beige, bordes rregulares y micelio aéreo
algodonoso. Al microcultivo se observan en E, hifas hialinas tabicadas
con vacuolas en su interior del cual se desprenden y microconidias
unicelulares redondas unidas. En F, Paecilomyces sp. 5JS-500-2MK,
con colonia algodonosa, blanquecina, elevada, esponjosa, con centro
beige y micelio aéreo blanquecino. En G al microcultivo se observan
fialides multiverticiliadas con filosporas unicelulares en cadenas
largas en hifas hialinas aseptadas. En H, Cladosporium sp. 3JSE-
500-3MK con colonia blanca elevada, esponjosa, tupida, y micelio
aéreo blanquecino delgado esponjoso con fondo anaranjado claro.
En I, al microcultivo se observan hifas hialinas tabicadas y presencia
de esporas sueltas como blastosporas. 1000 aumentos.

con pigmentacién morada concéntrica, que microscopicamente
se observan hifas delgadas hialinas aseptadas, conidiéforos lar-
gos con microconidias ovales. La flecha indica microconidias
pequefias de bordes romos (Fig. 4B). Ademds, se identificd
un Fusarium sp. 1]S-500-1M con colonia elevada, irregular
con micelio aéreo blanco-naranja ralo y largo (Fig. 4C), que al
microcultivo mostré macroconidias grandes hialinas tabicadas
e hifas septadas con presencia de clamidosporas (Fig. 4D). Ade-
mds, identificamos a Fusarium sp. 14JSE-500-1M con colonia

Figura 4. Mohos cultivados en agar Sabouraud. A, Fusarium sp.
11JSE-500-1MK, colonia morada con bordes blancos y micelio
aéreo esponjoso blanquecino al borde, con pigmentacion morada
concéntrica y B, microscépicamente se observan hifas delgadas
hialinas aseptadas, conidioforos largos con microconidias ovales.
En C, Fusarium sp. 1JS-500-1M con colonia elevada, irregular con
micelio aéreo blanco-naranja ralo y largo. Al microcultivo se observan
en D macroconidias grandes hialinas tabicadas e hifas septadas con
presencia de clamidosporas. En E, Fusarium sp. 14JSE-500-1M,
colonia blanquecina, elevada esponjosa, con centro morado purpura
con bordes irregulares y micelio aéreo esponjoso. Al microcultivo se
observan en F, hifas tabicadas hialinas con presencia de macroco-
nidias alargadas tabicadas grandes y gruesas, con presencia de
clamidosporas. En G, Fusarium sp. 9JSE-500-1MK, colonia blanca
con bordes regulares, elevada, esponjosa y micelio aéreo largo liso,
al microcultivo en H, se observan hifas tabicadas con presencia de
macroconidias y microconidios pequefios.

blanquecina, elevada esponjosa, con centro morado purpura
con bordes irregulares y micelio aéreo esponjoso (Fig. 4E). Al
microcultivo se observan hifas tabicadas hialinas con presencia
de macroconidias alargadas tabicadas grandes y gruesas con
presencia de clamidosporas (Fig. 4F). También a Fusarium sp.
9JSE-500-1MK con colonia blanca de bordes regulares, elevada,
esponjosa y micelio aéreo largo liso (Fig. 5G), al microcultivo
se observan hifas tabicadas con presencia de macroconidias y
microconidios pequefios (Fig. 4H).
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Figura 5. Arbol filogenético construido por el método de Neighbor Joining utilizando la regién ITS de rDNA de los aislados de Fusarium
tricinctum 1JS-500-1M y 3JSE-500-1MK que degradan altos niveles de tiocianato. Se utilizé el modelo Kimura 2-p y un analisis de bootstrap

de 1000 repeticiones.

Filogenia molecular: La regién ITS de las cepas 1JS-500-1M
y 3JSE-500-1MK fueron sometidas al alineamiento mediante el
programa BlastN. Asimismo, se obtuvo el porcentaje de identi-
dad de cada una de ellas con las secuencias existentes en la base de
datos. Las cepas 1JS-500-1M y 3]SE-500-1MK presentaron un
100% de identidad con FE #rincictum. Se seleccionaron secuencias
de la base de datos del NCBI relacionadas a las nuestras y se
construyd el drbol filogenético con el marcador ITS de los mohos
filamentosos 1JS-500-1M y 3JSE-500-1MKy se ubicaron en el
clado robusto de F trincictum (Fig. 5).

Discusion

Aislamiento de cepas nativas degradadoras de SCN: Las
cepas de mohos aislados de Junin fueron mejores degradadoras
de -SCN que las de Tumbes. En comparacién con lo propuesto
por Baxter y Cumming (2006), Yamasaki et al. (2002) y Patil
(2008), el enriquecimiento con "SCN incrementé la actividad
degradativa de las cepas, lo que corrobora los buenos resultados
al aislar las cepas en medios minimos enriquecidos con SCN

especialmente al usar el medio M9 a pH neutro utilizado por
Patil (2008) para el aislamiento de comunidades bacterianas. En
nuestro caso el enriquecimiento fue exitoso ya que el niimero
de mohos aislados a partir de este medio fue similar al obtenido
en medio Kwon.

Evaluacién de la capacidad degradativa del SCN: al
evaluar la velocidad de degradacién de "SCN, la velocidad de
crecimiento, el total de ‘SCN degradado por hora, la cantidad
de biomasa producida y la tendencia de su curva de crecimien-
to, consideramos que las mejores cepas fueron: Paecilomyces sp.
5JS-500-2MK, Fusarium sp. 9JSE-500-1Mk y E trincictum
3JSE-500-1MK. Estas presentaron velocidades de degradacion
superiores a2 20 mg.L'.h" y un rendimiento superior al 50%
respecto al consumo de "SCN (Figs. 1 y 2). En este sentido,
éstas cepas podrian ser usadas en procesos de biorremediacién
ex situ. Por otro lado, el Fusarium sp. 11JSE-500-1MK degrada
alrededor del 50% de"SCN con baja produccién de biomasa, por
lo que podria ser un buen candidato para aplicarla en procesos in
situ. ya que en éstos hay que controlar la produccién de biomasa.
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Asimismo, las cepas de £ #rincicrum 11JSE-500-1MK y 1]S-
500-1M crecieron en medio s6lido Kwon con 500 mM de "SCN,
esta concentracién de "SCN es mayor a las anteriormente repor-
tadas por Souza-Fagundes et al. (2004) de 5 mM y por Kwon
etal. (2002) de 123 mM. Nuestros aislados tuvieron capacidad
para degradar "SCN muy superior a Thiobacillus thioparus, ésta
degrada solo 5 mM de KSCN en 40 horas (Yamasaki et al. 2002),
en comparacién a 50 g.L! en placa en 72 horas y en promedio
degradan 10,05 mg.L".h" con una velocidad promedio 28,77
mg.L'.h? en 60 horas partiendo de una concentracién inicial
de 1,2 g.L!, en comparacion con las bacterias Pseudomonas sp. y
Bacillus sp. que degradan 0,65 g.L! en placa en 48 horas a partir
de una concentracién de 5 mM "SCN (Boucabeille et al. 1994),
y con Acremonium strictum (Kwon et al. 2002) que degrada 7,4
g SCN en 85 horas.

Identificacion de cepas nativas degradadoras de tiocianato:
En reportes previos, A. strictum (Kwon et al. 2002) tolera altas
concentraciones de "SCN, similares resultados obtuvimos con
nuestros aislados de Fusarium sp. 11JSE-500-1M, 11]JSE-500-
1IMK, 1JS-500-1M, 14]JSE-500-1M, 9JSE-500-1MK, Paeci-
lomyces sp. 5]S-500-2MK, Cladosporium sp. 3]SE-500-3MK.
y Bispora sp. 7]S-500-1MK. Algunas de éstas cepas fueron
identificadas molecularmente con el marcador ITS como ¥
trincitum: 1J§-500-1M y 3JSE-500-1MK. Estas presentaron
porcentaje de identidad y cobertura de 100% con un E-value
de 0,0, confirmando la identificacién genérica obtenida por las
bases de datos MycoBand (MICOBAND 2008) y DrFungus
(DrFungus 2008), entre otras existentes en el NCBI y la repor-
tada por Arias y Pifieros (2008).

Existen pocos casos de reportes de identificacién molecular de
las especies de Fusarium de ambientes contaminados con cianuro
o sus derivados, un Fusarium fue identificado molecularmente
en muestras de paramo (Arias & Pifieros 2008). Resulta intere-
sante mencionar que los dos aislados nuestros se encuentran en
el clado correspondiente a Fusarium trincictum que indica que
la ITS nos permite separar esta especie de otras, sin embargo
observamos incluidas otras especies como £ oxysporium, por lo
que serfa necesario usar otro marcador mds polimérfico, como
el fragmento del gen del factor de elongacién de la traduccién
(TEF-10) reportado por Nietschke et al. (2009).

En conclusién se aislaron 58 mohos degradadores de"SCN de
muestras de suelos y aguas de los cuales Fusarium sp. 14]JSE-500-
IM, Fusarium sp. 9JSE-500-1Mk y Paecilomyces sp. 5]S-500-
2MK presentaron elevadas capacidades degradativas de SCN. Se
identificaron molecularmente con el marcador ITS a Fusarium
trincictum 3JSE-500-1MK y 1JS-500-1M . En general la capa-
cidad degradativa del "SCN de los hongos aislados de aguas y
suelos contaminados de Junin y Tumbes fueron de 50 g.L"' y en
promedio 10,05 mg.L-".h! con una velocidad promedio 28,77
mg.L".h" en 60 h partiendo de una concentracién inicial de 1,2
g.L'!, estas cepas consumieron hasta un 52,3% del “SCN inicial.
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