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1. INTRODUCCION

Los hongos estan muy bien representados en todos los medios, se estima que se conocen mas
de 70,000 especies de hongos, se distribuyen principalmente en los tropicos con méas de 169,000
especies y precisamente son estos ecosistemas los menos conocidos. EI mayor numero de
especies del género Psilocybe en el pais se encuentran en los bosques subtropicales, conocidos
también como mesdfilos de montafia. En México se conocen actualmente 6,000 especies de
hongos repartidas aproximadamente en 2,000 micromicetos y 4,000 macromicetos. EI género
Psilocybe pertenece a la familia strophariaceae del orden agaricales. Son especies saprofitas,
generalmente pequefas y extremadamente fragiles. Sus sombreros son cénicos o campanulados
de colores cremas, amarillentos o grises suaves (Guzman, 1959). Tienen l&minas adnatas marrén
purpuras o lilas, mas o menos oscuras. Sus pies son cilindricos, de colores parecidos al sombrero.
Etimoldgicamente el nombre del género Psilocybe procede del griego y su traduccién alude a
cabeza limpia y descubierta. Psilocybe cubensis es el nombre cientifico de una especie de hongos
psicoactivos. El hongo P. cubensis tiene una importancia significativa a nivel de investigaciones
clinicas para tratar enfermedades asociadas a estos padecimientos como lo son OCD, depresion,
ansiedad y enfermedades psiquiatricas, debido a que produce un alcaloide en sus tejidos llamado
psilocibina (Shultes y Hofmann, 1983). El objetivo de este proyecto es evaluar el patrén de
produccion de Psilocybe cubensis sobre diferentes sustratos lignocelulésicos. Lo anterior es
interesante desde el punto de vista farmacoldgico y biotecnoldgico. Por lo cual en este proyecto
se implementaran diferentes sustratos lignocelul6sicos para la produccién de esta especie de
hongo como lo son: cazahuate, cascara de cacahuate, encino, hoja de maiz, olote de maiz, paja
de trigo, rastrojo de maiz, salvado de trigo, viruta de cedro y viruta de pino. Estos sustratos son
de gran importancia ya que al ser de desecho pueden ser reutilizados, por ello es importante la
busqueda de sustratos alternativos de bajo costo y facil acceso ya que la cantidad de materiales
organicos de desecho son una fuente de contaminacién ambiental (Pifia-Guzman y Nieto-
Monteros, 2015).



1.1. CARACTERISTICAS DE Psilocybe cubensis

Los hongos con propiedades neurotropicas, conocidos también como alucindgenos han llamado
la atencién del hombre desde tiempos remotos. Esto es debido a la fuerte accion que ejercen
sobre el sistema nervioso central, con percepcion de alucinaciones y a su vez, porque su Uso no
causa adiccion (Guzman,1959). Se tienen noticias del uso tradicional de estos hongos entre
diversos grupos étnicos del noroeste de Siberia, Papiia Nueva Guinea, Canada, Estados Unidos
y México, en este Ultimo pais se redescubrieron en la década de 1950. El género Psilocybe fue
descubierto en las montafias de Oaxaca por Gordon y Valentina Wasson en 1953. Las especies
del género Psilocybe son saprobias y no se conoce hasta ahora ninguna de ellas micorrizogena,
parasita 0 simbionte (Guzman, 1983). Los sustratos donde se desarrollan son muy diversos,
pueden crecer sobre el suelo, madera muerta, tallo de herbaceas, humus, estiércol y musgos.
Este género de hongos tiene un amplio rango de distribucion que abarca los bosques tropicales

y subtropicales, bosques de coniferas (Pinus y Abies) y praderas de todos los continentes (Fig.1).

7
Figura 1. Distribucion mundial del uso tradicional de los hongos neurotrpicos. 1-3 México (1: capachas, 2: purépechas, 3: nahuatl),

4: mayas (Guatemala y El Salvador, 5: Darién, 6: Pert, 7: Tassili (Sahara), 8: Espafia, 9: Francia, 10: Alemania, 11: Grecia. A-E,
A: Canada, B: E.U.A, C: México, D: Papla Nueva Guinea, E: Siberia.



Psilocybe cubensis es de los hongos mas conocidos y féciles de cultivar. Son considerados
cosmopolitas y pueden alcanzar una altura de 8 a 15 cm. El sombrero mide entre 2 y 8 cm de
diametro; es campanulado al principio y posteriormente convexo o plano. Su color varia bastante,
desde blanco casi puro con una mancha dorada en el centro, hasta café claro con la misma
mancha anaranjada en el centro. Las esporas son café purpura. El estipite es hueco, de color
blanco-cremoso o amarillo-amarronado. Cuando se lesiona, el hongo adopta un color morado,
producto de la exposicién de la psilocibina al aire. Cuando estan bien desarrollados, se forma un
anillo blanco, membranoso y resistente, que posteriormente se torna negruzco (Fig. 2). Se pueden
encontrar en los periodos de lluvia en los meses de febrero a noviembre, crece principalmente en
el estiércol de vacas. Este tipo de hongos tiene una gran importancia en el &mbito farmacolégico,
por ello surgié la necesidad de trabajar con ellos para conocer un poco mas sobre su cultivo (Oss
y Oeric, 1992).

Figura 2. Psilocybe sp. Alcanza una altura de 8 a 15 c¢m, el sombrero mide entre 2 y 8 cm de didmetro, su color
varia desde un blanco casi puro casi puro con una mancha dorada en el centro, hasta café claro con la misma
mancha anaranjada en el centro. Las esporas son café parpura. El estipite es hueco, de color blanco-cremoso o
amarillo-amarronado



1.2. TAXONOMIA
Segun Kirk et al. (2001), este género presenta la siguiente posicién taxondmica.

Reino Fungi
Phylum  Basidiomycota
Clase Basidiomycetes
Subclase Agaricomycetidae
Orden Agaricales
Familia  Strophariaceae
Género  Psilocybe

Especie  Psilocybe cubensis (Fig. 3)
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Figura 3. Psilocybe cubensis



1.3. CICLO DE VIDA

Tal'y como lo mencionan Oss y Oeric (1992) en su libro denominado Psilocybin Magic Mushroom
Grower’s Guide, este grupo pertenece a la clase Basidiomicetes que se caracteriza por la
produccion de esporas sobre apéndices llamados basidia. Las esporas nacidas en la basidia son
llamadas basiodiosporas. Los miembros de esta subclase tienen lugar en el orden de los
agaricales. Las basiodiosporas germinan para formar una hifa monocariética. Una hifa es un
filamento tubular, una agregacién de estas hifas comprende colectivamente una masa de hilos
filamentosos denominado micelio, el micelio comprende el cuerpo principal del hongo. La
estructura que llamamos el hongo es actualmente solo el cuerpo fructifero, o la espora que
produce la estructura reproductiva y los constituyentes son solo una pequefia porcion de la masa
total del hongo. Las basiodiosporas germinan para producir un micelio monocariético, el micelio
tiene solo un nucleo por célula. Este micelio crece hasta que encuentre otro micelio monocariético,
germinado por otra espora, es un tipo de apareamiento compatible, si el micelio monocariético,
no hace un contacto compatible con otro micelio monocariético, eventualmente morira. En
situaciones donde dos micelios monocaridticos hacen contacto, es un proceso llamado
somatogamia, o en la fusion de dos células somaticas de dos micelios, esta toma lugar, pero la
fusion del nucleo no se concreta. El resultado de la somatogamia es el establecimiento o creacion
de un micelio dicariético, el micelio posee dos nlcleos, uno de cada micelio monocariético, el
micelio dicariético es la etapa méas prolongada del ciclo de vida y también la etapa de asimilacion
principal del hongo. El micelio dicariético puede propagarse vegetativamente indefinidamente sin
sin pasar por una etapa asexual (produccion de esporas). En las condiciones apropiadas sin
embargo el micelio dicariotico puede ser inducido a fructificar. EI hongo continta agrandandose,
incorporandose mas y mas al micelio. Al mismo tiempo va agrandandose por la absorcion de
agua.

En este punto la cariogamia o fusién de dos nucleos del micelio dicaridtico toma lugar en la
basidia. Este es el Unico diploide, en el ciclo del hongo, y también es el mas breve para la meiosis.
El resultado de la meiosis es la produccion de cuatro nucleos haploides dentro del basidio, estos

se expulsan del basidio y se rodean de envolturas duras a partir de las basiodiosporas. Como



resultado el basidio tiene cuatro basiodiosporas en la superficie exterior como en el ciclo de vida
(Fig. 4).

Ciclo de
Vida de
Psilocybe
cubensis

Micelio
Dicariotico

Somatogamia Micelio @

Monacariotico

Esporas

Figura 4. Ciclo de vida de Psilocybe cubensis



1.4. PSILOCINA Y PSILOCIBINA 4- fosforiloxi- N, N- DIMELTRIPTAMINA

Albert Hofmann y colaboradores en el afio 1958 aisld y nombrd el alucindgeno psilocibina y
psilocina, para ello uso una variedad de hongo llamado Psilocybe mexicana (Guzman, 1959).

La psilocibina es un derivado de la triptamina y posee una estructura quimica similar a la del
neurotransmisor llamado serotonina (Fig. 5).

Hofmann concluyé que la psilocibina tendria la estructura quimica de 4- fosforiloxi- N, N-

dimeltriptamina, y la psilocina 4- hidroxi- N, Ndimeltriptamina (Hofmann, 1958).

OPOH,

OH ki CH,CH,, NH,
i CH,CH,N(CHy), @Ej("g(ngx(cnm \m )
N N N
H H H
Psilocibina Psilocina Serotonina

Figura 5. Estructura quimica de la psilocibina, psilocina y su relacién con la serotonina

La psilocibina y la psilocina son los principales metabolitos producto de la degradacién de
aminoécidos triptaminicos que son de naturaleza psicotropica y se encuentran presentes en todas
las estructuras del hongo (micelio y basidiomas). Son faciimente detectables debido a que, al
oxidarse, estas estructuras se tifien de azul- verdoso (Shultes y Hofmann, 1983).

Después de la ingestion la psilocibina es desfosforilada y convertida en psilocina, que produce a
continuacion el efecto entedgeno, siempre y cuando sean dosis superiores a los 5 mg. La
psilocibina actla rapidamente tras la ingestion y los efectos se manifiestan pasados unos 30
minutos, con una duracién total entre 3 y 6 horas segun la dosis. El efecto es muy similar al del
LSD (Shultes y Hofmann, 1983).

1.5. CULTIVO DE Psilocybe sp.
El primer cultivo exitoso de hongos de este género lo realizaron los micélogos, R. Heim y R.

Cailleuex en los afios 50, logrando obtener fructificaciones de algunas especies bajo condiciones



estériles, en macetas con composta dentro de invernaderos. Los trabajos de Zenteno y Herrera
(1958), Ulloa (1967), Duvoboy y Herrera (1967) abordaron aspectos acerca de los factores
ambientales involucrados en el desarrollo micelial de Psilocybe cubensis, P. mexicana y P.
caerulescens, asi como cuestiones relacionadas con su fisiologia, reproduccion sexual y asexual.
Los trabajos de Pollock (1977) y las técnicas de Stamets y Chilton (1983) abordan diversas
técnicas enfocadas al cultivo, que son utilizadas para producir hongos comestibles a gran escala
y siguen aportando resultados significativos en la industria alimenticia, asi como en la micologia
y biotecnologia. Estos estudios han permitido mejorar las técnicas empleadas para el cultivo,
como lo es la esterilizacion que es un factor basico e indispensable para el cultivo y la fructificacion

de hongos.

1.6. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo se pueden clasificar en dos: sintéticos y naturales. Los medios de cultivo
sintéticos estan hechos con base en agar, carbohidratos como lo son la sacarosa, dextrosa,
fructosa o glucosa y papa, malta o levaduras como fuente de proteinas. Estos medios estan
disefiados para reproducir las primeras etapas de crecimiento de muchas especies de hongos sin
muchos problemas y asi obtener lo que llamamos cepa. Los medios de cultivo naturales estan
hechos con base en materia organica de origen vegetal, por un lado, tenemos las compostas, son
sustratos que se producen mediante la accién de factores fisico-biolégicos como la temperatura,
el agua y la accion de otros hongos.

También podemos encontrar los medios de cultivo naturales no compostados, estos medios
utilizan desechos agroindustriales en forma de paja, granos y cereales (trigo, sorgo, cebada,
maiz, etc.). A diferencia de las compostas, estos medios no necesitan ser descompuestos por
microorganismos o alguna otra técnica. Simplemente son humedecidos y esterilizados para servir

como un buen medio de cultivo. (Stamets y Chilton ,1983; Pollock, 1977).



1.7. CONDICIONES ADECUADAS PARA EL CRECIMIENTO MICELIAL

Las condiciones de crecimiento micelial son, en ciertos aspectos, particulares para cada especie.
Es necesario conocer estas condiciones para poder reproducir las diversas etapas de crecimiento
en una forma adecuada. El micelio del hongo es la etapa mas abundante de su ciclo y se extiende
por el sustrato sin ser visto a simple vista. A su paso, el micelio degrada la materia organica e
integra en sus células los compuestos nutritivos necesarios para su crecimiento, al igual que
interaccionan con micelios de la misma especie mediante sistemas de reconocimiento
moleculares, especificos de cada especie (Ingold, 1993). P. cubensis es la especie que mas se
adapta a las condiciones del laboratorio, a una temperatura de 21 a 25 °C, en un medio &cido
(pH 5.5) y en condiciones de luz natural (Zenteno y Herrera, 1958).

2. ANTECEDENTES

La costumbre de ingerir hongos alucinégenos se conserva desde tiempos antiguos, segun las
investigaciones de Wasson, los hongos son motivo de adoracion y respeto.

Ante el hecho de que P. cubensis es uno de los hongos mas faciles de cultivar y debido a la
presencia de psilocibina y psilocina se ha dado cabida a la realizacién de estudios para evaluar
el potencial farmacolégico de estas sustancias. En los afios 60 la psilocibina fue utilizada en la
investigacion experimental de las enfermedades mentales y en psicoterapia (Metzner, 2005). Los
trabajos quimicos sobre los hongos alucindgenos mexicanos fueron iniciados en 1939 por
Santesson segun Reko, en dicho trabajo afirma haber aislado el principio activo de tales hongos.
La psilocybina se ha experimentado sobre enfermos mentales en la Facultad de Medicina de
Paris (Delay et al., 1958). Segun Heim y Wasson probaron su accion psico-fisiologica con
resultados muy sobresalientes.

Existen investigaciones recientes en las que se autorizé el uso de la psilocibina en humanos, una
de las més relevantes es la de Moreno, (2006) quien investigd el uso de la psilocibina en el
tratamiento del desorden Obsesivo-Compulsivo (OCD), en la Universidad de Arizona, Tucson,
EE. UU. Sus resultados indican que, en un ambiente clinico controlado, la psilocibina resulta ser

un farmaco seguro para tratar sujetos con COD.



Hoy dia, la psilocibina esta siendo ampliamente utilizada en estudios con humanos, debido a su
relativa seguridad, una moderada y larga duracién, una buena absorcion después de su
administracion oral (Johnson et al., 2008). Zenteno y Herrera, (1958) del instituto de Biologia de
la UNAM han desarrollado el cultivo sobre agar con extracto de malta, micelios de cuatro especies
de Psilocybe entre ellos la especie cubensis, las técnicas empleadas no son mas que una
modificacion de las que se siguen en el cultivo de los hongos comestibles. Los autores han
logrado desarrollar sobre agar con extracto de malta el micelio de cuatro especies.

Los trabajos de Pollok (1977) y los de Stamets y Chilton (1983), abordan diversas técnicas
enfocadas para el cultivo de este género de hongos, que son ampliamente utilizadas para
producirlos en grandes proporciones.

Oss y Oeric, (1992) son autores del manual denominado Psilocybin Magic Mushroom Grower’s
Guide el cual contiene informacion sobre la cultivacion de Psilocybe cubensis; por otro lado, Adam
Gottlieb (1997) es autor del manual Psilocybin Production en el cual explica la manera en que se
puede llevar a cabo el cultivo de cualquier especie de hongo que contenga psilocibina
Pifia-Guzman y Nieto-Monteros (2015) su estudio sobre la utilizacion de residuos agricolas y
agroindustriales en el cultivo y produccién del hongo comestible seta (Pleurotus spp.) y los
residuos lignoceluldsicos utilizados como lo son trigo, arroz, cebada, maiz, sorgo, entre otros y
menciona la eficiencia bioldgica de estos sustratos. Se ha evaluado el triptéfano en la produccion
de psilocibina en el cultivo sumergido de especies de Psilocybe con resultados prometedores
(Giraldo, 2015).

2.1. ASERRIN DE ENCINO
Esta planta pertenece al género Quercus. Se han reportado de 135 y 350 especies en México
distribuidas principalmente en el hemisferio norte. La distribucion del género Quercus proviene

de regiones montafiosas de clima templado (Chavez, 1995).

Es un arbol de hasta 30 m de altura con copa amarilla y redondeada, un tronco que se ramifica,

la corteza presenta fisuras profundas, produce frutos y semillas (Figura 6 A).

10



El aserrin de encino tiene un uso muy variado ya que se utiliza como fuente de alimento en
borregos (Guerra et al.,2010). También es utilizado en la producciéon de hongos utilizando

residuos agroforestales (Romero- Arenas et al,2015).

2.2. CAZAHUATE
Los arboles del género Ipomea se conocen como arbol de cazahuate, el ambiente donde se

desarrolla es el bosque tropical caducifolio (Alcantar et al., 2012).

El cazahuate es un arbol de ramificaciones densas y delgadas, tronco sinuoso de color oscuro
que crece a 5-10 m. La copa extensa en forma de paraguas u ovoide, tiende a perder el follaje
anualmente. Es un arbol de crecimiento rapido, de dos a tres metros por afio, con un diametro de
tronco de 50 ¢cm en plantas adultas (Figura 6 B). La corteza de textura aspera presenta variacion

de coloracion entre gris y marrdn (Carranza, 2008).

El cazahuate es considerado una planta medicinal y se menciona que la coccion de la madera es
usada durante el bafio para remediar la paralisis. Las cenizas son considerados excelentes para
hacer jabdn en Guatemala, y las vacas comen las cenizas en sustitucién de sal, empleadas jabén

para lavar ropa. También se atribuye actividad insecticida (Marentes, 2004).

2.3. CASCARA DE CACAHUATE

La semilla de un arbusto leguminoso llamado Arachis hypogea; es decir, se trata de una legumbre
(Figura 6 C). Se caracteriza por desarrollarse bajo tierra, pues el tallo de la flor, en cierto momento
de la maduracion, se curva hacia abajo y empuja contra el suelo a la delgada cascara lefiosa

hasta enterrarla a unos cinco centimetros de profundidad (Alcantar et al., 2012).

El principal uso de la cascara es como combustible de calderas. Se emplean quemadores
especiales para reducir la cantidad de humo y cenizas que genera la combustion. Se emplea
también como alimento de ganado particularmente porcino, indigesto y sin valor proteico; como
camada de aves de corral; como medio para cultivo de hongos, vehiculo para pesticidas y
fertilizantes; y algunos usos similares a la viruta de madera, tales como proteccion de plantas
(Arguello et al., 2005).
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2.4.HOJA DE MAiz

La planta de maiz (Zea mays) proviene de la familia de las gramineas. El tallo es erecto, de
elevada longitud puede alcanzar 4 metros de altura, es robusto y sin ramificaciones (Figura 6 D).
Las hojas son largas de gran tamafio, lanceoladas, alternas, se encuentran abrazadas al tallo y

por el haz presentan vellosidades, las hojas son afiladas y cortantes (Reyes, 1990).

Los nativos norteamericanos han utilizado hojas para diferentes artesanias desde alrededor de
2500 A.C., y algunas de estas practicas se siguen realizando hoy en dia, de tal suerte que estas
hojas pueden ser utilizadas en la elaboracion de alimentos, t¢ medicinal, artesanias, incluso
ceniza de estas hojas pudiera ser utilizada como material puzolanico en sustitucion parcial del

cemento a emplear en obras de construccion (Paliwal, 2001).

2.5. OLOTE DE MAiz
El olote del maiz (Zea mays) se encuentra entre las fuentes de recursos no maderables con un
alto contenido de xilanas, por lo que ha sido considerado de interés como fuente alternativa de

diferentes compuestos quimicos de interés comercial o industrial (Figura 6 E).

El olote es la parte central de la mazorca de maiz una vez que ha perdido los granos, tiene un
gran uso como biocombustible y como alimento para los animales (CIMMYT, 1995). Ha sido
considerado de interés como fuente alternativa de diferentes compuestos quimicos de interés

comercial o industrial, entre otras fuentes de biomasa (Cérdoba et al, 2010).

2.6. PAJA DE TRIGO
El trigo pertenece al género Triticum; la palabra trigo proviene del latin Triticum cuyo significado
es quebrado, triturado o trillado y hace referencia al proceso que se hace para separar semillas

de su cascarilla (Juarez et al., 2014).

Es una planta con semillas comestibles, es necesario trillar para ser consumido. Tiene una raiz
con muchas ramificaciones. Un tallo con seis nudos alcanzando los 2 m de altura, hojas

alargadas, inflorescencias y granos (Figura 6 F).
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La paja de trigo es utilizada como alimento animal, también dentro de los sistemas de produccion
ganadera, una alternativa es su uso para la produccion de hongos como lo es Pleurotus ostreatus
(Lamas, 1985).

2.7.RALLADURA DE COCO

La planta cocotera lleva su nombre cientifico de Cocos nucifera proviene de la familia Arecaceae,
mide 30 m de altura, sus hojas miden 3 m de largo; su fruto, el coco es la semilla mas grande que
existe (Figura 6 G). La fibra de coco es un sustrato organico, 100% natural y renovable, presenta

una excelente capacidad de retencion de agua (Mora et al., 2018).

La ralladura de coco es utilizada principalmente en la gastronomia para la elaboracién de postres

y harinas, puede ser utilizado para la produccion de hongos comestible (Bernabé,1993).

2.8. RASTROJO DE MAizZ

El maiz Zea Mays es la planta mas domesticada y evolucionada del reino vegetal. El maiz es un
cereal nativo de América, el maiz es una planta de tallo simple, erecto de 2 a 4 metros (Figura 6
H), presenta nudos, las hojas envuelven al tallo, raices fibrosas, flores, inflorescencias llamadas

mazorcas con granos y pelos de elote (Reyes, 1990).

Rastrojo de maiz se emplea como alimento para ganado, proteccién del suelo, en compostas y

para realizar andlisis en hongos comestibles (Vega, 2012).

2.9. SALVADO DE TRIGO

El salvado de trigo es la capa compuesta de pericarpio, la testa y capa aleurona. El pericarpio
compuesto por carbohidratos no almidonosos que se originan en las paredes celulares. La testa
puede contener carbohidratos no almidonosos y pigmentos fendlicos (Figura 6 I). La capa
aleurona tiene relativamente alto contenido de proteinas, lipidos, minerales, vitaminas y enzimas,

como contenido celular (Wilson et al., 2000).

Es utilizado en la produccion del hongo Shiitake (Romero- Arenas, 2015)., en la elaboracion de

pan y harinas, para tratar problemas de salud como el estrefiimiento.
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2.10. VIRUTA DE CEDRO
El género del Cedrus se localiza en ecosistemas himedos como bosque tropical perennifolio,
bosque tropical subcaducifolio y bosque mesdfilo de montafia, tiene uno maderable, medicinal,

aromatizante, artesanal y en combustible (Gutiérrez et al., 2012).

Es un arbol caducifolio de 35 metros, presenta una copa grande, hojas de 4.5 a 14 cm de largo
por 2 a 4.5 cm de ancho, con un tronco recto. Con una corteza fisurada, presenta flores y frutos
(Figura 6 J).

Viruta de cedro se hizo popular como materiales para camas de mascotas porque son buenos
para controlar el olor y tienen algunas propiedades insecticidas naturales (matan o repelen
insectos como los piojos, especialmente las astillas de cedro); en el area agroindustrial se ha
utilizado en la evaluacion de mezclas para sustratos y produccion de hongos comestibles
(Bafiuelos- Valenzuela, 2016).

211. VIRUTA DEPINO

Los pinos del género Pinus de México son diferentes, se pueden encontrar en ambientes
humedos y zonas semiaridas. Los pinos se utilizan por el hombre para la fabricacién de productos
como la madera, la pulpa para papel y resina (Juarez, 2000). Los pinos son un grupo de plantas
vasculares con semillas, tienen caracteristicas morfologicas evidentes que son presencia de
semillas desnudas, en los pinos las semillas se desarrollan en conos, tienen un tallo lefioso,

cuentan con la capacidad de almacenar agua en tallos y hojas (Sanchez, 1993).

Al ser un residuo de la industria forestal (Figura 6 K), es utilizado como una estrategia para la
produccion de hongos, pero también se utiliza localmente para producir composta, como
fertilizantes en huertas de aguacate, y como fuente de energia en ladrilleras y en la caldera de la

planta resinera (Garcia et al., 2012).
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Figura 6. Sustratos seleccionados : A) Aserrin de encino B) Cazahuate, C) Cascara de cacahuate, D) Hoja de
maiz, E) Olote de maiz, F) Paja de trigo, G) Ralladura de coco, H) Rastrojo de maiz, ) Salvado de trigo, J)
Viruta de cedro, K) Viruta de pino.
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2.12. LIGNINA'Y CELULOSA

La celulosa es un componente mayoritario de la madera y otras fibras vegetales, cadenas
poliméricas que al ser hidrolizadas liberan unidades de glucosa. Asociadas con las fibras
celulosicas hay hemicelulosas, que son polimeros de azlcares distintos a la glucosa,
basicamente xilosas y manosas (Eyzaguirre, 2000). La lignina, que es el segundo compuesto
regenerable mas abundante en la Tierra, es el constituyente intercelular incrustante de las células
fibrosas de los vegetales, se concentra en la lamela media y funciona practicamente como relleno
para impartir rigidez. Los organismos mas eficientes como degradadores de la lignina son los
“hongos de la pudricién blanca” (Higuchi, 1990).

En el 2008, Morén et al., sefiala que la composicion de los residuos agroindustriales generalmente

son 60 -80 % de celulosa y hemicelulosa, y 5 -20 % de lignina

A continuacién, se muestra la cantidad de lignina y celulosa que contienen los sustratos a evaluar
(Tabla 1).

Tabla 1. Cantidad de lignina y celulosa en cada sustrato evaluado

SUSTRATO LIGNINA % | CELULOSA %
Aserrin de encino 24 40
Cazahuate 18 32
Cascara de cacahuate 413 46.5
Hoja de maiz 21 33
Olote de maiz 18.7 37.69
Paja de trigo 16.85 358
Ralladura de coco 15 25
Rastrojo de maiz 18.59 3769
Salvado de trigo 125 3
Viruta de cedro 20 35
Viruta de pino 259 M7
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3. JUSTIFICACION

Dado que P. cubensis contiene como principios activos psilocibina y psilocina surgié la necesidad
de explorar su cultivo sobre diferentes sustratos para en un futuro realizar investigaciones ya sea
en el area farmacoldgica o neurologica para tratar problemas relacionados con la depresién con
lo demuestran algunos autores (Moreno, 2006; Metzner, 2005). En el siguiente estudio se
pretende evaluar la produccion sobre diferentes sustratos lignocelulosicos que demuestren ser
los dptimos para obtener una cosecha competitiva, por lo anterior mencionado se busca una
disminucién de los costos de produccion mediante el aprovechamiento de residuos
lignocelulésicos disponibles, ya que la cantidad de materiales organicos de desecho son una

fuente de contaminacion ambiental.

4. HIPOTESIS
Psilocybe cubensis presentara un patréon de produccién diferente en cada sustrato

lignocelulésicos.

5. OBJETIVO GENERAL
Obtener el patron de produccidn de Psilocybe cubensis en diferentes sustratos

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

e Medir la velocidad de crecimiento y la colonizacion total de agar de dextrosa y papa (PDA) a
nivel de caja Petri.

e Evaluar el crecimiento de Psilocybe cubensis en los diferentes sustratos con los siguientes
parametros: Incubaciéon de la caja en dias, velocidad de crecimiento del micelio y
caracterizacion morfoldgica de este.

o Determinar el patrén de produccion de P. cubensis a nivel de bolsa de cultivo, determinando:
El inicio de la fructificacion en dias, el ciclo de cultivo, el nimero de cosechas, la eficiencia
bioldgica (%), la tasa de produccién y las caracteristicas fenotipicas de los hongos

cosechados.
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6. MATERIALES Y METODOS

En la figura 7 se muestra la estrategia global del proyecto realizado.
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6.1. MATERIAL BIOLOGICO

Las esporas de Psilocybe cubensis fueron activadas de la coleccion de esporadas almacenadas
en refrigeracion depositadas en el Herbario Micologico de Morelos, del Laboratorio de Micologia
del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, bajo
la clave HEMIM- 148. Se adquirié una cepa comercial de P. cubensis para usarse de testigo en

la fase de cultivo sélido en bolsa registrada con la clave HEMIM-149

6.2. AISLAMIENTO MULTIESPORICO

El micelio de un hongo se puede obtener mediante su aislamiento, este puede realizarse por
medio del contexto del hongo (fragmento del hongo) o por medio de las esporas como es nuestro
caso.

Para llevar a cabo este aislamiento, se conté con una esporada del hongo. La esporada se obtuvo
colocando el sombrero del hongo con las laminas hacia abajo sobre papel filtro por un tiempo de
6 a 8 h. Transcurrido el tiempo, se retiré el hongo del papel filtro, quedando este impreso con las
esporas. Una vez obtenida la espora sobre el papel, con unas tijeras estériles se cortd un
fragmento de aproximadamente 1 ¢cm?, después se sumergié en 100 mL de agua estéril fria,
agitandose para que las esporas se disolvieran en el liquido de esta disolucidn, con ayuda de una
pipeta, se tom6 0.5 mL y se colocd en cajas Petri con medio de cultivo. La caja se movié
ligeramente para distribuir homogéneamente el agua con las esporas en todo el medio. Las cajas
se incubaron entre 5 u 8 dias después, se observo el desarrollo del micelio (Gaitan — Hernandez
et al., 2002).

Todo este proceso se realizé en condiciones de esterilidad absoluta para asi evitar su

contaminacion.

6.3. ANALISIS DE P. cubensis SOBRE PDA
La cepa se sembré en cajas Petri de 90 mm de didmetro con 20 mL de PDA (papa dextrosa agar),
con el medio previamente esterilizado; y se mantuvo en obscuridad a 28 °C durante 15 dias,

posteriormente la velocidad de crecimiento micelial se determind midiendo con un vernier el
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numero de milimetros avanzados diariamente (cada 24 h) por la colonia a partir del inéculo de 5
mm de didmetro colocado en la parte central de la caja Petri (Martinez-Carrera, 1984). La
caracterizacion morfologica del micelio de la cepa se realizé considerando el color, la textura,

micelio aéreo y la densidad durante su desarrollo sobre PDA.

6.4. EVALUACION DE P. cubensis EN DIFERENTES SUSTRATOS EN CAJA PETRI

Cada uno de los diferentes sustratos de aserrin de encino, cazahuate, cascara de cacahuate,
hoja de maiz, olote de maiz, paja de trigo, ralladura de coco, rastrojo de maiz, salvado de trigo,
viruta de cedro y viruta de pino; se trituraron en pequefios fragmentos, esto para la reduccion del
tamafio de particula y poder llevar a cabo la inoculacion de la cepa HEMIM- 48 en cajas Petri de
90 mm de diametro. Los sustratos se colocaron en las cajas Petri y estas dentro de bolsas de
polipapel; para llevar a cabo la esterilizacion del sustrato se ocuparon ollas de presion a una
temperatura de 121 °C durante 2 h (Gutiérrez, 2018).

6.5. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL MICELIO
La caracterizacion morfolégica del micelio de la cepa HEMIM-48, se realizo considerando, la

textura, densidad y el tipo de micelio (aéreo o rastrero) (Acosta-Urdapilleta et al., 2016).

6.6. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO LINEAL MICELIAL

Para determinar la velocidad de crecimiento, la cepa se resembro cinco veces, en cajas Petri de
90 mm de didmetro con 20 ml de PDA, se mantuvo en obscuridad a 28 °C, la velocidad de
crecimiento lineal micelial se determind midiendo con un vernier el nimero de milimetros
avanzados cada 24 y 48 horas por la colonia a partir del inoculo de 4 milimetros de diametro que

se coloco en la parte central de la caja Petri.

6.7 ELABORACION DEL INOCULO
La preparacion del indculo o semilla fue a base de granos de trigo, estos se lavaron dejandolos

lo més limpio posible, en agua previamente hervida se agregé el trigo dejandolo en el agua

20



durante diez minutos. Una vez pasados los diez minutos se drend el exceso de humedad y se
agregaron 5g de caly 20g de yeso por Kg de trigo seco. Posteriormente, se introdujo una cantidad
aproximada de 300g de semilla de trigo en frascos de vidrio previamente limpios, el material se
colocd en ollas de presion para llevar a cabo su esterilizacion a 15 libras de presion durante 2 h.
Una vez esterilizadas se esperd a que estas se mantuvieran a temperatura ambiente. Una vez
esterilizada la semilla, la produccién de masters se llevé a cabo mediante el micelio desarrollado
sobre el medio de cultivo en cajas Petri, la cepa HEMIM-48 se cort6 en fragmentos, y con una
aguja de diseccion se tomé uno de los cortes y se coloco sobre la semilla contenida en los frascos
de vidrio para asi obtener a lo que nosotros conocemos como indculo primario (Guzman et al.,
1993).

6.8. PREPARACION DE LOS SUSTRATOS EVALUADOS

Los sustratos evaluados fueron: aserrin de encino, cazahuate, cascara de cacahuate, hoja de
maiz, olote de maiz, paja de trigo, ralladura de coco, rastrojo de maiz, salvado de trigo, viruta de
cedro y viruta de pino. A cada sustrato por separado se realizaron los siguientes pasos de Acosta-
Urdapilleta et al., (2010).

Hidratacion: consistio en sumergir en tinas de plastico los sustratos por separado, en agua
caliente durante 30 minutos, esto para adelgazar la fibra del sustrato.

Drenado: el drenado se llevo a cabo en coladeras de plastico por 30 minutos en cada uno de los
sustratos, hasta que el sustrato ya no escurra agua.

Pesado y empacado: los sustratos fueron empacados en bolsas de polipropileno, una vez
empacados son pesados en una balanza granataria y al final son sellados con una liga.
Esterilizacién y enfriado: los sustratos se esterilizaron a 121 °C durante dos horas, en ollas de
presién, posteriormente las bolsas se retiran y se deja hasta que alcanza una temperatura

ambiente.
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6.9. EVALUACION DEL PATRON DE PRODUCCION EN SUSTRATO SOLIDO

En este proceso se evaluaron las siguientes variables:

1. Aparicion de la primera cosecha.

2. Tiempo de cosecha en dias

3. Ciclo del cultivo (periodo de colonizacion del sustrato mas el periodo de fructificacion en dias).
4. Caracteristicas morfolégicas de los hongos cosechados: forma, textura, consistencia, diametro
(maximo y minimo del pileo (cm) durante las cosechas), textura y consistencia del estipite.

5. Eficiencia bioldgica (Tschierpe y Hartmann, 1977).

Determinandose con la siguiente formula:

Peso fresco de los cuerpos fructiferos obtenidos

EB x 100

Peso seco del sustrato empleado al momento de la inoculacién

Tasa de produccion se calculd de acuerdo con lo propuesto de Royse (1989) con base en la
siguiente formula:

EB
Tasa de produccion (TP) = o

EB= Eficiencia bioldgica

CC= Ciclo de cultivo (periodo de colonizacion del sustrato+ periodo de fructificacion en dias

6.10. REGISTRO DE PARAMETROS AMBIENTALES EN EL MODULO DE FRUCTIFICACION
Los parametros ambientales se registraron cada 24 horas 2 veces al dia, en la mafiana y por la
tarde, para obtenerlos se rego el médulo de fructificacion y registramos la temperatura en grados
centigrados (°C) humedad relativa en porcentaje (%) con ayuda de un higrotermégrafo (Figura
8).
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6.11. FRUCTUFICACION

Para llevar a cabo la fructificacion se adquirieron 3 contenedores transparentes con sujetadores
para cerrar, las medidas de cada contenedor fueron las siguiente: 39 cm de ancho x 54 cm de
largo x 27 cm de altura. A cada contenedor se le coloco encima una malla de tela para que asi el

hongo pudiera respirar y no fuera atacado por mosquitos u otros organismos.

Figura 9. Contenedores donde se llevé a cabo la fructificacion

6.12. MICROSCOPIA

Mediante un microscopio optico se pudo reconocer algunas de las caracteristicas microscdpicas
de los ejemplares previamente cosechados y en un estado seco, se observa el tamafio y formas
de las esporas, ya que estas son de gran ayuda para llevar a cabo la identificacion de una especie.

7. RESULTADOS

7.1. EVALUACION DE LA CEPA SOBRE MEDIO DE CULTIVO (PDA)

Se evalud la cepa HEMIM-48 sobre el medio de cultivo PDA y se obtuvieron 5 cajas Petri, de las
cuales se midio el crecimiento cada 24 y 48 horas en solo 4 cajas ya que 1 de ellas presentaron
contaminacion; se obtuvo un llenado total de la caja en 15 dias. En la tabla 2 se muestra el

crecimiento de estas.
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Tabla 2.Crecimiento en medio de cultivo PDA

Medio Repeticiones Dias en cubrir la caja Petri
R1 15
R2 15
PDA R3 15
R4 15

R= Numero de repeticiones

7.2. SUSTRATOS EVALUADOS
Para la cepa HEMIM-48 se evaluaron sustratos, en la tabla 3 se muestran los gramos de sustrato
y el porcentaje de humedad de cada sustrato utilizado. El peso de sustrato utilizado por caja Petri

varié de 25 g (correspondiente a olote de maiz) a 5 g para el T4 (hojas de maiz).

Tabla 3. Sustratos por evaluar para la siembra de Psilocybe cubensis con la cepa HEMIM- 48.

Peso himedo No. de
Cepa T Sustrato en caja (g) repeticiones
T1 | Aserrin de encino 1 5
T2 | Cazahuate 14 5
T3 | Cascara de cacahuate 19 5
T4 | Hoja de maiz 5 5
T5 | Olote de maiz 25 5
HEMIM-48 | T6 | Paja de trigo 95 5
T7 | Ralladura de coco 18 5
T8 | Rastrojo de maiz 13 5
T9 | Salvado de trigo 18 5
T10 | Viruta de cedro 10 5
T11 | Viruta de pino 85 5
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A continuacion, se muestran las imagenes de los diferentes sustratos (Figuras 10-19) tomadas a
los A) 8, B) 15 y a los C) 27 dias de evaluacion las cuales sirvieron para poder tomar las
caracteristicas morfologicas del micelio y asi mismo determinar la velocidad de crecimiento, en
las Figuras 20-22 se logra apreciar el cubrimiento de las cajas Petri en algunos de los sustratos

evaluados, estos se examinaron para descartar aquellos en los cuales el crecimiento fue nulo o

no fue el dptimo.

Figura 10. Aserrin de encino

Figura 12. Cascara de cacahuate
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Figura 16. Rastrojo de maiz
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Figura 19. Viruta de pino
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Figura 21. Crecimiento a los 15 dias de evaluacion

Figura 22. Crecimiento a los 27 dias de evaluacion donde se observa la colonizacion total de la mitad de las cajas
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7.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE MICELIO EN LA CEPA HEMIM-48

La cepa HEMIM-48 present6 un micelio aéreo, el color del micelio fue de amarillo a marron sobre

el olote de maiz, el micelio fue blanco en el resto de los sustratos y de una textura algodonosa en

la mayoria de los sustratos evaluados. La densidad micelial varié de abundante, regular, escaso

y nulo dependiendo del sustrato evaluado, la densidad abundante se present6 en la mayoria de

los sustratos (50%), destacan la cascara de cacahuate y el rastrojo de maiz. La invasién total de

la caja del sustrato por el micelio vario entre 17 dias correspondiente a rastrojo de maiz a 42 dias

para el olote de maiz, destacan cascara de cacahuate (T3), paja de maiz (T6) y rastrojo de maiz

(T7) por ser los sustratos en los que mas rapido crecié el micelio (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas de P. cubensis de la cepa HEMIM-48 sobre diferentes sustratos midiendo
diferentes parametros.

Agregaciones | Tipo de Dias en
Cepa | Sustrato | Textura | Densidad hifales micelio Observaciones cubrir la
caja Petri
No presento crecimiento en el
1 - Nulo - Aéreo sustrato 0
2 Algodonoso | Abundante - Aéreo 4 cajas se contaminaron 20
3 Algodonoso Nulo - - 18
4 Algodonoso Regular - Aéreo 4 cajas se rehidrataron, pero no se 25
presentd crecimiento
1 caja no crecid y el sustrato cambia
HEMIM 5 Algodonoso | - Escaso - Aéreo aamarillo el otro a marron cuando 42
48 crece el micelio
6 Algodonoso Regular - Aéreo Rehidratado 27
7 Algodonoso | Abundante - Aéreo 1 caja se contamind 29
8 Algodonoso | Abundante - Aéreo 17
9 Algodonoso | Abundante - Aéreo 42
10 Algodonoso Escaso - Rastrero Micelio muy poco denso y escaso 0
11 - Escaso - lgual al sustrato 4 0

T= Tratamiento evaluado
(-) = No se observo crecimiento
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7.4. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO EN CADA SUSTRATO EVALUADO
Durante el experimento analizamos le velocidad de crecimiento de P.cubensis para poder

seleccionar los sustratos dptimos para llevar a cabo el patrén de produccion.

En la figura 23 se puede observar el promedio de crecimiento de cada sustrato, con los datos
arrojados por la grafica podemos optar por: el rastrojo de maiz que presenta un promedio de
0.08406 mm/h, la cascara de cacahuate con un promedio de 0.08316 mm/h y paja de trigo con
0.0778 mm/h ,cazahuate con 0.07028 mm/h, fibra de coco 0.0555 mm/h ,ya que estos son los
sustratos en los que se mostré una velocidad de crecimiento mucho mas veloz y eficaz ; los
sustratos que no se seleccionarian son: aserrin de encino con un promedio de 0.0009 mm/h, hoja
de maiz con 0.01482 mm/h, viruta de cedro 0.02032 mm/h y por ultimo viruta de pino con 0.0004
mm/h, ya que estos sustratos no demostraron un crecimiento vertiginoso o presentaron

inconvenientes durante el experimento y esto puede deberse a las resina

Figura 23. Sefiala la velocidad de crecimiento de cada sustrato
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7.5. PRODUCCION DE SEMILLA
Se realizo en total 8kg de semilla para llevar la cosecha de la cepa HEMIM-148 y cepa testigo de

P. cubensis HEMIM-149, se obtuvieron 42 frascos y ninguno de estos resultd contaminado, el
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micelio tard6 en colonizar los frascos con granos de trigo 46 dias (Fig. 24). De la F1 se obtuvieron

8 frascos y de la F2 42, teniendo un total de 50 frascos y 24 bolsas.

Los frascos de inéculo tanto de F1 como de la F2 se utilizaron para la siembra del hongo en los

sustratos seleccionados.

7.6. SIEMBRA SOBRE SUSTRATOS SELECCIONADOS

Figura 24. Produccion del indculo A) A los 7 dias después de la siembra, B) A los 15 dias, C) A los 46 dias de
siembra.

7.6. SIEMBRA SOBRE SUSTRATOS SELECCIONADOS
Se realizé la siembra sobre los siguientes sustratos: olote de maiz, fibra de coco y cascarilla de
cacahuate, a cada sustrato se le afiadié salvado de trigo; cada bolsa se esterilizo durante 2 h en

la autoclave.

De cada sustrato de obtuvieron 8 bolsas, 4 bolsas correspondientes a la cepa HEMIM-148 y 4 a
la cepa HEMIM-149 teniendo un total de 24 bolsas en la tabla 5 se muestra el peso de las bolsas
que varia entre 450 g para el olote de maiz y 400 g para fibra de coco y cascarilla de cacahuate,

la fecha de siembra y los brotes que presentaron (Figura 25).

Mientras que en la tabla 6 los resultados que se muestran son el peso himedo, peso seco y

humedad de cada sustrato.
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Tabla 5. Muestra los datos de las bolsas

Sustrato No. Bolsa Peso Humedo(g) Cepa Fecha de siembra Brotes
1 450 148 Septiembre 21, 2020 15-oct-20
2 450 148 Septiembre 21, 2020 28-oct-20
3 450 148 Septiembre 21, 2020 28-oct-20
Olote de maiz (1) 4 450 148 Septiembre 21, 2020 31-oct-20
5 450 149 Septiembre 21, 2020 15-oct-20
6 450 149 Septiembre 21, 2020 15-oct-20
7 450 149 Septiembre 21, 2020 20-oct-20
8 450 149 Septiembre 21, 2020 20-oct-20
1 400 148 septiembre 21,2020 15-oct-20
2 400 148 septiembre 21,2020 15-oct-20
3 400 148 septiembre 21,2020 21-oct-20
Fibra de coco (2) 4 400 148 septiembre 21,2020 23-oct-20
5 400 149 septiembre 21,2020 20-oct-20
6 400 149 septiembre 21,2020 21-oct-20
7 400 149 septiembre 21,2020
8 400 149 septiembre 21,2020 CONTAMINADA
1 400 148 septiembre 24, 2020 20-oct-20
2 400 148 septiembre 24, 2020 20-oct-20
3 400 148 septiembre 24, 2020 20-oct-20
Cascara de cachuate (3) 4 400 148 sept?embre 24, 2020 23-oct
5 400 149 septiembre 24, 2020 24-oct-20
6 400 149 septiembre 24, 2020 15-oct-20
7 400 149 septiembre 24, 2020 24-oct-20
8 400 149 septiembre 24, 2020 24-oct-20
Mezcla olote+ coco 1 1200 149 septiembre 24,2020 28-oct-20
Tabla 6. Datos de humedad de los sustratos
Sustrato * Peso humedo (g)| Pesoseco(g) |%Humedad
(1) Olote de maiz 100 29.4 71%
(2) Fibra de coco 110 28.9 74%
(3) cacahuate 67.5 25 63%
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Figura 25. Brotes en bolsa de cultivo

7.7 FRUCTIFICACION
La fructificacion se llevo a cabo en contenedores de plastico como se muestra en la figura 26, se
ocupd un total de 3 cajas, una para cada sustrato.

Se mantuvo una temperatura entre 24 y 28 °C, las cajas se regaron 3 veces al dia con un

atomizador para poder mantener la humedad.

Figura 26. Contenedores donde se llevd a cabo la fructificacion
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7.8 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS CUERPOS FRUCTIFEROS
La descripcion de las caracteristicas morfolégicas de los hongos cosechados se realizd con
ejemplares recién cosechados, ya que si se trataba de hacer con ejemplares no frescos no se

alcanzaba a describir de una forma precisa ya que los hongos van perdiendo su forma.

Se aprecian diferencias notables entre las dos cepas de Psilocybe, tanto en el tipo de sombrero,
color, ornamentacion, ldminas, esporas, himenio, base del pie y color de este tal y como se logra

apreciar en la tabla 7 y la figura 27 y 28.

Tabla 7. Caracteristicas morfoldgicas de los hongos cosechados en fresco

148
.. Margendel . . - . - ” . .
Sombrero Color Ornamentacion sombrero Himelio  Color Laminas  Aristas Estipite Ornamentacién Anillo Base de pie Color
X Centrico
A d ) A M: . I . : . Verd
camparnado Pardo Liso Liso Apretado ‘amn Adherentes Lisas cilindrico y  Estrias Sin presencia Atenuado ore
convexo Violeta azulado
recto
Acampanado Marrén Cntico, Verde
P Pardo Liso Liso Apretado . Adherentes Lisas cilindricoy  Estrias Membranoso Atenuado
convexo Violeta azulado
cuerveado
Marrén Centrico, Verde
Plano Pardo Liso Liso Apretado Adherentes Lisas cilindrico y  Estrias Sin presencia Atenuado
Violeta azulado
cespetoso
Marrén Centico, Verde
Plano Pardo Liso Liso Apretado | . Adherentes Lisas  cilindricoy Estrias Sin presencia Atenuado
Violeta azulado
cuerveado
Marrén Cantico, Verde
Plano Pardo Liso Liso Apretado . Adherentes Lisas cilindricoy  Estrias Sin presencia Atenuado
Violeta azulado
recto
i Centrico
Acampanado ) . Marrén . I . ) . Verde
P Pardo Liso Liso Apretado |, Adherentes Lisas  cilindricoy Estrias Sin presencia Atenuado
convexo Violeta azulado
cuerveado
149
Estipite
P
:::o Blanca Cilindrico, amarillento
Memelonado Estrias Liso Separadas . Recurrentes  Lisas ~ centrico y Estrias Membranoso ~ Atenuado base
manchas Amarillento
cespetoso verde
blancas
azulado
Pardo W ES'].plb
Memelonado con Cilindrico, amarillento
. Estrias Liso Separadas Recurrentes  Lisas  centrico y Estrias Sin presencia Ensanchado  base
Hemigloboso manchas )
sinudo verde
blancas
azulado
Pardo " Esh.pne
Memelonado ~ con Cilindrico, amarillento
Estrias Liso Separadas Recurrentes  Lisas ~ centrico y Estrias Membranoso Ensanchado  base
Plano manchas
cespetoso verde
blancas
azulado
Estipite
P:;io Cilindrico, amarillento
Hemigloboso manchas Estrias Liso Separadas Recurrentes  Lisas  centrico y Estrias Sin presencia Ensanchado  base
recto verde
blancas
azulado
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Figura 27. Cuerpos fructiferos de la cepa HEMIM-148

Figura 28. Cuerpos fructiferos de la cepa HEMIM-149
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7.9 MICROSCOPIA
Los resultados de la microscopia se obtuvieron realizando un pequefio corte en las laminas del
hongo, esta se colocd en un portaobjetos y con ayuda de una aguja de diseccidn se esparcio,

posteriormente se le agrego una gota de agua destilada y se cubrié con el cubreobjetos.

Las esporas de observaron con el objetivo 0.8 x el cual nos permitié observar las esporas de una

mejor manera para asi conseguir los siguientes resultados.

De la cepa HEMIM-148 (Figura 29) se tomaron las medidas de largo y ancho hasta obtener 60
datos, consecuentemente se saco la moda del largo y ancho; asi mismo de la cepa HEMIM-149
(Figura 30).

Las esporas de la cepa HEMIM-148 presenta las siguientes medidas: 8.8- 9.2-9.6 (-10)x 6-6.4
um, y la cepa HEMIM-149 muestra lo siguiente: 8-8.8x4.8-5.6 um.

Cabe mencionar que fue mas dificil cuantificar las esporas de la cepa 149 ya que casi no presento

esporulacion.

Figura 29. Esporas de la cepa HEMIM -148 Figura 30. Esporas de la cepa HEMIM-149
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7.10. INICIO DE LA FRUCTIFICACION, TIEMPO DE COSECHA Y CICLO DE CULTIVO

El periodo de incubacién medio de la cepa HEMIM-148 en el olote de maiz es de 44 dias mientras
que en la cepa HEMIM-149 es de 36 dias, en la fibra de coco 38 dias para la cepa 148 y 37 dias
para la cepa 149 y para el cacahuate 35 dias correspondientes a la cepa 148 y 38 para la cepa
149. El periodo de fructificacion medio de la cepa 148 en olote de maiz es de 21 dias y en la cepa
149 es de 26 dias, para la fibra de coco es de 32 dias para la cepa 148 y 26 dias para la cepa
149, en el cacahuate es de 30 dias para la cepa 148 y 21 dias para la cepa 149. El ciclo de cultivo
medio es de 56 dias para la cepa 148 y 53 dias para la cepa 149, en la fibra de coco es de 59

dias en la cepa 148 y 46 dias para la 149, en el cacahuate fue de 57 dias para la cepa 148 y 149.

Tabla 8. Inicio de la fructificacion, tiempo de cosecha y ciclo de cultivo de la cepa HEHMIM-148 y HEMIM-149

Brotes | 1ra Cosecha | Periodo de fructificacion [Ciclo de Cultivo
Cepa Sustrato . i . .
(Dias) (Dias) (Dias) (Dias)

24 38 45 69

148 | Olote de maiz 37 43 12 49
37 41 10 47

40 48 17 57

X 35 44 21 56
24 36 38 62

148 | Fibra de coco 24 34 38 62
30 43 29 59

32 39 24 56

X 27 38 32 58
26 33 30 56

148 Cacahuate 26 33 24 50
26 33 32 58

29 40 35 64

X 27 35 30 57
24 38 22 46

149 | Olote de maiz 24 32 28 52
29 37 27 56

29 37 28 57

X 27 36 26 53
29 36 7 36

149 | Fibra de coco 30 38 26 56
X 30 37 17 46
37 40 26 63

149 Cacahuate 28 35 31 59
37 34 15 52

41 41 11 52

X 36 38 21 57
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7.11. TASA DE PRODUCCION, EFICIENCIA BIOLOGICA

La media de la Eficiencia bioldgica (EB %) para la cepa 148 sobre el olote de maiz fue de 150%
mientras que para la cepa 149 fue de 143.1%, sobre la fibra de coco la media de EB fue de 213
para la cepa 148 y 61.5% para la cepa 149, la media de EB en el cacahuate fue de 145 para la

cepa 148 y 142.2% para la cepa 149, indicandonos diferencia significativa en la fibra de coco.

La media de la Tasa de produccion (TP) para la cepa 148 sobre el olote de maiz fue de 3 mientras
que en la cepa 149 fue de 2.8, en la fibra de coco la cepa 148 presento una media de 3.6 mientras
que la cepa 149 una media de 1.4, la media de TP sobre el cacahuate fue de 2.5 para la cepa
148 y 2.5 para la cepa 149, indicandonos nuevamente diferencia significativa en la fibra de coco
y el olote de maiz pero no una diferencia notable entre la fibra de coco y cacahuate como se

observa en la tabla 9.

Tabla 9. Eficiencia bioldgica y tasa de produccion

148 149
Olote de maiz| Olote de maiz|
Total  Ciclo de cultivo EB % TP Total Ciclo de cultivo EB% TP
257 69 196.9 29 206 46 157.9 34
156 49 119.5 24 230 52 176.2 34
130 47 996 241 196 56 150.2 27
242 57 1854 33 115 57 88.1 15
X 196 56 150 3 X 186 52.8 1431 28
Fibra de coco Fibra de coco|
286 62 275.0 44 62 36 596 1.7
254 62 2442 39 66 56 63.5 11
158 59 151.9 26 - -
190 56 182.7 33 - -
X 222 60 213 36 X 64 46 61.5 14
Cacahuate Cacahuate
180 56 1216 22 345 63 2331 37
148 50 100.0 20 214 59 1446 25
263 58 1777 31 143 52 96.6 19
269 64 1818 28 140 52 94.6 18
Promedio 215 57 145 25 Promedio 223 56.5 1422 25
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Temperatura (°C)
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En la figura 31 se aprecia la temperatura de incubacién a la cual, las bolsas estuvieron sujetas de

19 °Ca 26.5 °C, también se observa la humedad relativa durante el ciclo de cultivo, la humedad

relativa la cual vario entre 70 y 90 %.
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Figura 31.Caracteristicas ambientales
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En la figura 32 se observan los cuerpos fructiferos de P.cubensis (HEMIM-148) sobre los
sustratos: 1) Olote de maiz, 2) Fibra de coco, 3) Cascarilla de cacahuate.

Figura 32.Cuerpos fructiferos de la cepa HEMIM-148
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En la figura 33 se observan los cuerpos fructiferos de P.cubensis (HEMIM-149) sobre los

sustratos: 1) Olote de maiz, 2) Fibra de coco, 3) Cascarilla de cacahuate.

Figura 33. Cuerpos fructiferos de la cepa HEMIM-149
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8. DISCUSION

La obtencién de basidiomas inmaduros de la cepa HEMIM-148 en cajas Petri con medio de cultivo
PDA nos dios la certeza de que la cepa pertenece a especie P. cubensis, basicamente por la
presencia de tonos azul-verdosos que se observaron en estos basidiomas y ciertas zonas del

micelio

La temperatura de incubacion (24 °C) permitié una rapida invasion del micelio sobre el sustrato

de olote de maiz y fibra de coco.

El olote de maiz y la fibra de coco fueron los sustratos mas eficientes para iniciar la fructificacion,
acelerando significativamente el crecimiento micelial tan solo 24 dias después de su inoculacion.
Un mes después se obtuvieron los primeros basidiomas maduros con pileo y estipite

completamente desarrollados.

Las cepas 148 y 149 presentan diferencias notables tanto morfolégicamente como
microscopicamente; con base en las caracteristicas fenotipicas la cepa 148 corresponde a la
especie P. cubensis tal como lo menciona Diego Hernan en su tesis de licenciatura sobre el
cultivo de algunas especies mexicanas de hongos del género Psilocybe en el 2003 y OSS en
1972 en su manual de produccién de hongos alucindgenos, con base en las caracteristicas
microscopicamente también pertenece a esta especie, asi como lo menciona Gaston en 1953 en
su estudio sobre las poblaciones de Psilocybe en los trépicos. Por otro lado, Guzman (1983)
también plantea que la especie que se desarrolla en Palenque corresponde a Psilocybe

subcubensis.

Con base en las caracteristicas macro y microscopicas se llegd a determinar que la cepa 149
puede corresponder a la especie P. subcubensis descrita por Gaston Guzman en 1953 en la cual
el tamafio de las esporas encaja con la descripcidn; también es probable que sea otra especie ya
que la cepa se compr6 por Internet, y por ello es necesario realizar mas estudios ya que presenta

tonalidades azul- verdoso que concuerdan con la presencia de psilocina y psilocibina.

Mediante este trabajo se logré conocer los sustratos dptimos para llevar a cabo la produccion de

hongos alucinogenos; el sustrato mas eficiente para la cepa 148 fue la fibra de coco ya que
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presenta una mayor eficiencia biologica y tasa de produccion, mientras que el sustrato menos
optimo es el cacahuate ya que presenta la mejor eficiencia biolégica y tasa de produccion. Para
la cepa 149 el sustrato 6ptimo fue el olote de maiz y por otro lado el menos dptimo fue la fibra de

C0cCo.

La presente investigacion, obtuvo valores de EB de 213% sobre fibra de coco, estos fueron
diferentes a los reportados por Diego Hernan, (2003) que obtuvieron sobre paja de trigo una EB
de 37.03% y 38.55% con la cepa HEMIM-148.

La tasa de produccién (TP) sobre la fibra de coco fue de 3.6, esto es un valor mayor a lo reportado
por Hernan Diego, (2003) que reporté una TP de 0.49 sobre paja de trigo de la cepa 148 Asi
mismo Carrefio- Ruiz et al. (2014) reportaron un mayor crecimiento de Oudemansiella canarii

sobre la fibra de coco obteniendo una TP de 5.61.

El valor de obtenidos sobre olote de maiz de EB fue de 143.1%, estos fueron diferentes a los
reportados por Romero- Arenas et al. (2015) que reportaron valores de 100.50% en el cual solo
38.5 kg corresponden al olote de maiz, reportaron una TP de 0.38% la cual es inferior a nuestra
TP de 2.8; esto puede deber a que dicho estudio no utilizé el olote de maiz de manera Unica, si

no que se utilizé en una mezcla con 2 sustratos mas (aserrin de encino y rastrojo de maiz).

La eficiencia bioldgica y la tasa de produccion nos indico que la técnica es completamente
eficiente para producir estos hongos a una mayor escala y para continuar con futuras

investigaciones.
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9. CONCLUSIONES
El mejor sustrato en la evaluacién in vitro fue la fibra de coco y el olote de maiz ya que estos

fueron los primeros en presentar primordios en las cajas Petri.

Las temperaturas utilizadas en las diversas etapas del ciclo de vida juegan un papel muy
importante en el desarrollo y crecimiento del hongo. Estas son utilizadas para desencadenar

procesos metabdlicos necesarios para concluir el ciclo adecuadamente.

El mejor sustrato de la evaluacién en sustrato solido para la cepa HEMIM-148 fue la prima de
€0co ya que obtuvo la mayor eficiencia bioldgica y tasa de produccién, para la cepa HEMIM-149
el mejor sustrato en sdlido fue el olote de maiz ya obtuvo la mayor eficiencia biologica y tasa de

produccion,

La humedad también es uno de los factores mas importantes en el desarrollo y crecimiento del
hongo ya que si no se administra la humedad suficiente 0 hay un exceso de esta el hongo no
podré crecer, por ello las condiciones ambientales fueron las adecuadas ya que gracias a esto el

desarrollo y crecimiento del hongo pudo llevarse a cabo.

El olote de maiz y la fibra de coco han sido ampliamente probados como sustratos de
fructificacion, siendo utilizados en gran escala en la produccion de hongos de los géneros
Pleurotus y Shiitake; por otro lado, su bajo costo al ser un desecho agricola y su facil manejo en

cultivos a gran escala incrementa la obtencién de basidiomas a corto plazo.

Es importante conservar las especies de este género, mediante su cultivo, para comprender mejor
su biologia. Esto servira también en el disefio de nuevas técnicas de produccion a gran escala
que permitan el estudio de nuevos géneros de hongos de los cuales aln se desconoce su

potencial.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar el patrén de produccion en bolsas de cultivo de diferente peso

Analizar si la cantidad de psilocibina varia dependiendo del sustrato ya que esto es importante
para sus aplicaciones en la industria farmacoldgica

Realizar analisis moleculares para determinar la especie

Es necesaria la realizacion de estudios acerca de metabolitos y otras sustancias presentes
en los cuerpos fructiferos cultivados para futuros estudios.
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