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RESUMEN

Psilocybe spp. es un hongo alucindégeno empleado ancestralmente por sus propiedades
neurotropicas que le dan un caracter magico-religioso; dichas propiedades son otorgadas
por las triptaminas que poseen, como psilocibina, psilocina, baeocistina, ni-baeocistina,
norbaeocistina, aeruginascina; las cuales han mostrado ser utiles en el tratamiento de
trastornos psiquiatricos, siendo notable su potencial en la industria farmacéutica. No
obstante, existe limitado conocimiento acerca del protocolo de purificacion de cepas, lo
que dificulta el éxito de la operacion. Bajo este contexto, el objetivo de este trabajo fue
describir el proceso de obtencion de cepas puras de Psilocybe spp con fines industriales,
mediante una amplia revision de la literatura, que promueva la valorizacion de la
biodiversidad nativa del Ecuador. La purificacion de cepas de Psilocybe spp. presenta
varias fases: recoleccion, aislamiento, identificacion, caracterizacion y conservacion. Las
fases mas importantes son la identificacion y la conservacion; la primera porque de ella
depende la adecuada asignacion de propiedades y potencialidades a las especies, de modo
que los resultados de su uso a nivel industrial sean los deseados; la segunda porque de ella
depende la viabilidad y estabilidad genética de las cepas. Como consecuencia de ello, se
obtuvo como resultado que la cepa aislada se identifico como Psilocybe cubensis con un
99% de identidad genética. En el presente trabajo se liofilizo la cepa de Psilocybe cubensis
ya que es una manera de conservar la especie a largo plazo. Este protocolo consta de un
proceso de sublimacion con presion de 200 atm para el congelado y 300 atm para el
secado, a una temperatura que varia entre -50 y 30 °C. EIl proceso de produccion de P.
cubensis. varia dependiendo del tipo de fermentacion elegido, puede ser Fermentacidn en
Estado Solido (FES) o Fermentacion en Estado Liquido (FEL), de las cuales la primera es
la mas empleada. Dentro de este proceso de escalado se emplean los medios de cultivos
mas eficientes para el crecimiento del micelio. Por ello, el objetivo de este experimento
fue seleccionar el medio de cultivo que permita la mayor velocidad de activacién de cepas

liofilizadas de Psilocybe cubensis.
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Como resultado, se activaron las cepas liofilizadas en dos medios de cultivo en estudio:
PDA y MEA. Se encontr6 que el mejor medio de cultivo para activar cepas liofilizadas de
P. cubensis es el Agar Extracto de Malta (MEA), con una velocidad de activacion de 2.79
mm/dia. Ademas, se afirmd con un nivel de confianza del 95%, que los efectos de cada
medio de cultivo en la velocidad de activacion de la cepa presentan diferencias
estadisticamente significativas. La propuesta del catadlogo de cepas se fundament6 en el
Catalogo de Cepas Microbianas del Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados
de la Cafia de Azucar, ICIDCA vy consta de: solicitud para el depdsito de cepas y ficha de

informacion de la cepa a depositar en el BRGM.
Palabras clave: Psilocybe cubensis, identificacion, conservaciéon, medio de cultivo,

fermentacion, cepas, velocidad de activacion, viabilidad, potencial industrial, ICIDCA,
BRGM.
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SUMARY

Psilocybe spp. is a hallucinogenic mushroom used ancestrally for its neurotropic
properties that give it a magic-religious character; these properties are granted by the
tryptamines they possess, such as psilocybin, psilocin, baeocystin, ni-baeocystin,
norbaeocystin, aeruginascin; which have been shown to be useful in the treatment of
psychiatric disorders and notable in the pharmaceutical industry. However, there is limited
knowledge about the strains purification protocol, which hinders the success of the
operation. In this context, the objective of this work was to describe the process of
obtaining pure strains of Psilocybe spp for industrial purposes, through an extensive
review of the literature, which promotes the valuation of Ecuador's native biodiversity.
The purification of Psilocybe spp strains, presents several phases: collection, isolation,
identification, characterization and conservation. The most important phases are
identification and conservation; the first because it depends on the proper allocation of
properties and potentialities to the species, so that the results of their use at an industrial
level are the desired ones; the second because the viability and genetic stability of the
strains depend on it. As a consequence, the result was that the isolated strain was identified
as Psilocybe cubensis with 99% genetic identity.In this work, the strain of P. cubensis was
lyophilized since it is a way to conserve the species in the long term. This protocol consists
of a sublimation process at pressures of 200 atm for freezing and 300 atm for drying, and
at a temperature that varies between -50 and 30 ° C. The Psilocybe cubensis production
process varies depending on the type of fermentation chosen, it can be Fermentation in
Solid State (FES) or Fermentation in Liquid State (FEL), the first is the most used. The
most efficient culture media for mycelial growth are used within this scaling process.
Therefore, the objective of this experiment is to select the culture medium that allows the
highest activation speed of lyophilized strains of Psilocybe cubensis. As a result,
lyophilized strains were activated in two culture media under study: PDA and MEA. It
was found that the best culture medium to activate lyophilized strains of P. cubensis is the
Malt Extract Agar (MEA), with an activation speed of 2.79 mm / day. In addition, it was

Xiv



stated with a confidence level of 95%, that the effects of each culture medium on the strain
activation speed shows statistically significant differences. The strains catalog proposal
was based on the Microbial Strains Catalog of the Cuban Sugar Cane Research Institute,
ICIDCA, and consists of: application for the deposit of strains and information sheet of
the strain to be deposited in the BRGM. Key words: Psilocybe cubensis, identification,
conservation, culture medium, fermentation, strains, activation rate, viability, industrial
potential, ICIDCA, BRGM.
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CAPITULO |

1. Introduccion

En el Ecuador el manejo racional de la biodiversidad resulta indispensable para su
desarrollo, si consideramos que este es un pais megadiverso, que ofrece un potencial
enorme y que no ha sido todavia adecuadamente valorado. En ese sentido se han dado
algunos pasos que buscan la definicién de un marco juridico que regule el manejo de este

recurso.

A partir de los recursos genéticos, la biotecnologia puede dar respuesta a enfermedades
incurables; puede incrementar las ganancias de las industrias alimenticia y farmacéutica,
pero también puede servir para el desarrollo de armas bioldgicas. Se calculaba que el valor
de los recursos genéticos del Sur para la industria farmacéutica alcanzara 47 mil millones

de délares en el afio 2000.

Psilocybe spp. es un hongo alucindégeno empleado ancestralmente por sus propiedades
neurotrépicas que le dan un caracter magico-religioso; dichas propiedades son otorgadas
por las triptaminas que poseen, como psilocibina, psilocina, baeocistina, ni-baeocistina,
norbaeocistina, aeruginascina; las cuales han mostrado ser utiles en el tratamiento de
trastornos psiquiatricos, siendo notable su potencial en la industria farmacéutica. No
obstante, existe limitado conocimiento acerca del protocolo de purificacion de cepas, lo
que dificulta el éxito de la operacion. Bajo este contexto, el objetivo de este trabajo fue
describir el proceso de obtencion de cepas puras de Psilocybe spp con fines industriales,
mediante un amplia revision de la literatura, que promueva la valorizacion de la
biodiversidad nativa del Ecuador. La purificacion de cepas de Psilocybe spp. presenta

varias fases: recoleccion, aislamiento, identificacion, caracterizacion y conservacion.



Las fases méas importantes son la identificacion y la conservacion; la primera porque de
ella depende la adecuada asignacion de propiedades y potencialidades a las especies, de
modo que los resultados de su uso a nivel industrial sean los deseados; la segunda porque
de ella depende la viabilidad y estabilidad genética de las cepas. La purificacion de cepas
puras de Psilocybe spp. ecuatoriano presenta beneficios potenciales para la bioindustria

nacional, teniendo en cuenta su alta biodiversidad.

La presente investigacion pretende aportar al sector de la salud, a través de la produccion
eficiente de Psilocybe spp., una alternativa natural para el uso de psicofarmacos capaces
de tratar la depresion, el trastorno de estrés postraumatico, la ansiedad e incluso la
adiccion. De acuerdo como lo plantea una de las estrategias del Plan Nacional del Buen
Vivir enfatizando el bioconocimiento y su aplicacion para la produccidn de nuevos bienes
y servicios ecoldgicamente sustentables y la distribucion de sus beneficios, alcanzando el
desarrollo de la matriz productiva a mediano y largo plazo. En el mismo, sefiala que, en
el plano de comercio internacional se debera priorizar la exportacién de bienes y servicios
derivados del bioconocimiento (biofarmacéuticos) hacia aquellos paises con déficit en

estos productos.

1.1. Situacién problémica

La drogodependencia es un fendmeno universal que afecta a casi todos los paises, aunque
sus caracteristicas difieren en cada region. El abuso de drogas, aumenta globalmente
afectando especialmente a los jovenes siendo la droga mas ampliamente consumida el
cannabis. En tres cuartas partes de los paises del mundo se describen casos de abuso de
heroina y en dos terceras partes de abuso de cocaina. EI consumo de estas sustancias se
relaciona con el crimen, la violencia, la susceptibilidad a la infeccion por los virus de la
hepatitis y VIH, asi como con la demanda en las salas de urgencias de hospitales y
alteraciones en el comportamiento social. A finales del siglo pasado el desarrollo de

campos como la quimica y la farmacologia han permitido la sintesis de sustancias cada



vez mas fuertemente adictivas, como la cocaina y la heroina y las nuevas drogas de
sintesis. (Gainza et al., 2003)

Desde finales de la década de 1950 hasta principios de 1970, la investigacion llevo a cabo
la exploracion del uso de alucindgenos para tratar la ansiedad existencial, la desesperacion
y el aislamiento a menudo asociado con el cancer en estado avanzado. Esos estudios
describieron individuos criticamente enfermos en epifanias psicoespirituales, a menudo
con una gran y mantenida mejoria en el estado de animo y ansiedad, asi como una

disminucion de la necesidad por medicacion narcotica para el dolor. (Grob et al., 2010)

1.2. Problema cientifico

En Ecuador, se evidencia un limitado conocimiento sobre el manejo sustentable de la
especie nativa Psilocybe spp. tanto en sus procesos de: ciclo de vida natural, simbiosis con
la naturaleza (estado en su medio natural), protocolo de aislamiento, protocolo de
propagacion o crecimiento celular (clon), protocolo de conservacion, protocolo de
reproduccion hasta la obtencion de cuerpos fructiferos, protocolo de almacenamiento y
protocolo de repoblacion.

1.3. Objeto

El proceso de aislamiento, conservacion y almacenamiento de una cepa pura de hongos

filamentosos.



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Desarrollar un proceso a escala de laboratorio para la conservacion de cepas de hongos
alucinogenos (Psilocybe spp.), mediante bioprocesos que permitan el aprovechamiento
sustentable de los recursos genéticos microbianos del pais.

1.4.2. Objetivos especificos

Aislar, identificar y caracterizar la especie de Psilocybe spp. a partir de la

biodiversidad fungica ecuatoriana.

e Establecer el protocolo para la conservacién de la cepa pura de Psilocybe spp. por

liofilizacion.

e Determinar el mejor medio de cultivo para la cepa nativa de Psilocybe spp. a partir

de su velocidad de crecimiento.

e Proponer un catalogo de cepas puras de Psilocybe spp.



CAPITULO 11
ANALISIS BIBLIOGRAFICO

2.1. Revision bibliogréafica del estado del arte sobre Psilocybe spp.

2.1.1. La salud mental: un desafio mundial

En los ultimos afios, el tema de la salud mental ha tomado gran importancia como
problema de salud puablica, en el afio 2010 el Centro de datos de investigacion del
Programa de Accion en Salud Mental (mhGAP) publicé la “Guia de intervencion para los
trastornos mentales, neuroldgicos y por uso de sustancias en el nivel de atencion de la
salud no especializada” (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2012).
Posteriormente, en 2013 se adopto el primer Plan de accion sobre salud mental 2013-2020
de la Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization [WHO], 2014b), el
cual se fundamenta en “cuatro objetivos: reforzar un liderazgo y una gobernanza eficaces
en el ambito de la salud mental; proporcionar en el ambito comunitario servicios de
asistencia social y de salud mental completos, integrados y con capacidad de respuesta;
poner en practica estrategias de promocion y prevencion en el campo de la salud mental;
fortalecer los sistemas de informacién, los datos cientificos y las investigaciones sobre la
salud mental” (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016f).

La salud mental tiene una importancia fundamental en lo relativo al bienestar personal,
las relaciones familiares y el éxito en las contribuciones a la sociedad. Se relaciona con el
desarrollo de las sociedades y los paises (Organizacion Mundial de la Salud [OMS],
2008). Los factores socio-culturales, politicos, econémicos y ambientales son igual de
concluyentes para la salud mental y de los trastornos mentales como las caracteristicas
individuales tales como la capacidad psico-afectiva, la herencia genética y la salud fisica.
(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016f).



La mala salud mental esta directamente relacionada con la pobreza, provocando un ciclo
negativo del desarrollo social: un problema de salud mental obstaculiza el aprendizaje y
la productividad de los individuos para ocuparse de su economia, mientras la pobreza
aumenta el riesgo de contraer trastornos mentales y reduce la capacidad de la gente de
obtener acceso a los servicios de salud mental (Organizacién Mundial de la Salud [OMS],
2008).

Los trastornos mentales son enfermedades caracterizadas “por una combinacion de
alteraciones del pensamiento, la percepcion, las emociones, la conducta y las relaciones”
interpersonales; sus manifestaciones varian dependiendo del caso. Entre los trastornos
mentales mas comunes se encuentran: “la depresion, el trastorno afectivo bipolar, la
esquizofrenia y otras psicosis, la demencia, las discapacidades intelectuales y los
trastornos del desarrollo, como el autismo™ (Organizacion Mundial de la Salud [OMS],
2016f). Es importante resaltar que la depresion asociada a enfermedades cronicas puede

empeorar la salud de los pacientes (Moussavi et al., 2007).

La OMS hace referencia, en el marco de los derechos humanos y desarrollo
socioeconémico a nivel mundial, a que la prevalencia de los trastornos mentales continta
en aumento, y a su vez causa efectos considerables en la salud de las personas
(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016a). Por tanto, las implicaciones de esta

situacion global en el &ambito local constituyen un vacio conceptual con urgencia de llenar.

2.2. Situacion actual

Los trastornos mentales afectan a una de cada cuatro personas en algun momento de sus
vidas, pero tan solo un tercio de ellas buscan ayuda de un profesional de la salud mental,
pese a que existen servicios disponibles; ello se debe a la estigmatizacién, la

discriminacion y el abandono (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2016d).



Segun estadisticas, mas de 350 millones de personas sufren depresién, 60 millones de
personas en todo el mundo padecen de trastorno afectivo bipolar, alrededor de 21 millones
de personas padecen de esquizofrenia, y unos 47,5 millones de personas padecen
demencia. “Se calcula que aproximadamente el 20% de los nifios y adolescentes del
mundo tienen trastornos o problemas mentales; cerca de la mitad” de ellos tienen menos
de 14 afios y viven por lo general en paises que disponen de pocos recursos para salud
mental (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016a). En el rango etario de la
poblacién mayor de 60 afos, los trastornos neuropsiquiatricos representan el 6,6% de la
discapacidad total. Se reporta que al menos el 15% de los adultos de 60 afios 0 mayores
sufren algun trastorno mental, lo cual es grave, teniendo en cuenta que la poblacion
mundial esta envejeciendo rapidamente. Se prevé que la proporcion de personas de este
rango etario con respecto a la poblacion mundial pasara del 12% al 22% de 2015 a 2050;
en cifras, esto corresponde a un aumento de 900 millones a 2 000 millones (Organizacion
Mundial de la Salud [OMS], 2016c¢).

Una gama limitada de medicamentos es suficiente para tratar la mayoria de los trastornos
mentales; sin embargo, alrededor del 25% de los paises no cuenta con los tres
medicamentos mas comunmente recetados en el tratamiento de la esquizofrenia, la
depresion y la epilepsia a nivel de atencion primaria de salud (Organizacién Mundial de
la Salud [OMS], 2016d). Ademas, segun la OMS, los paises en desarrollo cuentan con tan
solo el 17 % del mercado mundial de los medicamentos y alrededor de un tercio de dicha
poblacion no tiene acceso a medicamentos en una base regular debido principalmente a
cuatro factores: La seleccion y uso racional de los medicamentos, la asequibilidad de los
precios, la financiacidn sostenible, y la fiabilidad de los sistemas de salud y de suministro
(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016b, 2016e).

Los trastornos mentales y los trastornos ligados al consumo de sustancias son la principal
causa de discapacidad a nivel mundial, corresponde al 32 %. Dichos trastornos

desencadenan por lo general en el suicidio, que es la segunda causa de muerte en el rango



etario de los 15 a 29 afios y ocurre en un 75 % en paises de ingresos bajos y medios
(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016a). Muchos trastornos mentales tienen
sus origenes en la infancia-adolescencia y tienen efectos adversos significativos sobre
posteriores etapas de la vida (Kessler etal., 2009). La tasa anual de suicidios es de
aproximadamente 11 por cada 100 mil habitantes, de los cuales el 65 % corresponde a
hombres y el restante a mujeres. No obstante la tasa varia dependiendo de los ingresos
econdmicos; por ejemplo en paises desarrollados, la cantidad de suicidios en hombres es
tres veces mayor que en las mujeres, mientras que en paises en desarrollo, es tan sélo 1,5
veces mayor. Pese a que estudios cientificos indican que numerosos suicidios son
evitables, este es un tema con escasa prioridad para los gobiernos y con alta
estigmatizacion por parte de la sociedad, por lo cual las personas no solicitan ayuda
(World Health Organization [WHO], 2014b).

Los sistemas de salud todavia no han dado una respuesta adecuada a la carga de trastornos
mentales; por lo que la divergencia entre la demanda de tratamientos mentales y su
prestacion es grande en todo el mundo, esto se intensifica en los paises de escasos recursos,
donde el porcentaje de personas con trastornos mentales graves que no reciben tratamiento
oscila entre el 76 % y el 85 % (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016f).
Ademas, alrededor del 40% de los paises no tienen una politica de salud mental, mas del
30 % no tienen ningun programa de salud mental, aproximadamente el 25 % de los paises
no tienen legislacion al respecto y mas del 33% de los paises asignan menos del 1 % de
sus presupuestos totales de salud para la salud mental, mientras otro 33 % asigna sélo un
1 % (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016d).

Frente a toda esta problemaética, la Organizacion Mundial de la Salud, (OMS) lanzé en el
afio 2008 el Programa Global de Accion en Salud Mental, que tiene como meta disminuir
la carga de los trastornos mentales y neuroldgicos, asi como los relacionados con el
consumo de sustancias, en todo el mundo; dirigiendo sus esfuerzos principalmente a los

paises con ingresos bajos y medios, con carga elevada (Organizacion Panamericana de



Salud [OPS], 2009). También existe el Plan de accién sobre salud mental 2013-2020,
mencionado anteriormente; Por otro lado, existe un proyecto denominado “Atlas de salud
mental”, el cual proporciona informacioén actualizada sobre la disponibilidad de los
servicios y recursos de salud mental en todo el mundo, incluidos las asignaciones de
fondos, recursos humanos y centros especializados (World Health Organization [WHO],
2014a).

2.3. Situacion futura

Para lograr un aumento en la disponibilidad de servicios de salud mental, hay que superar
estos obstaculos fundamentales: la no inclusion de la atencion de salud mental en los
programas de salud publica y la falta de iniciativa en el terreno; la falta de integracion de
la salud mental en la atencion primaria; la actual organizacién y escasez de recursos
humanos de los servicios de salud mental (Organizacion Mundial de la Salud [OMS],
2016a). Es de resaltar, que la expansion del tratamiento de los trastornos mentales podria

ser rentable tanto desde el empleador y perspectivas de la sociedad (Kessler et al., 2009).

2.4. La salud mental: un desafio local

2.4.1. Latinoaméricay el Caribe

La creciente carga de trastornos mentales y neuroldgicos que afecta a las poblaciones de
América Latina y el Caribe es demasiado grande para hacer caso omiso de ella (Kohn
et al., 2005), pues representa el 22,2% de la carga total de enfermedad. Los trastornos
neuropsiquiatricos predominantes son los trastornos depresivos unipolares (13,2%) y los
producidos por el uso excesivo de alcohol (6,9%) (Organizacion Panamericana de Salud
[OPS], 2009), los cuales constituyen un factor de riesgo que puede conllevar al suicidio.

La tasa de suicidio promedio por cada 100 mil se encuentra cercana al 6,7 %; siendo Cuba,



Uruguay y Nicaragua, los paises que presentaron mayores tasas, del 13 %, 13,6 %y 14,1
%, respectivamente (Organizacion Panamericana de Salud [OPS], 2013).

La actual brecha en el tratamiento de los trastornos mentales en Latinoamérica y el Caribe
sigue siendo abrumadora, siendo del 37 al 71 % (Kohn etal., 2005; Organizacion
Panamericana de Salud [OPS], 2013); esto puede deberse a la falta de politicas y planes
de salud mental en un tercio de los paises de la zona, y a que existen paises que aun tienen
un sistema altamente centralizado, donde la respuesta esta concentrada en los hospitales
psiquiatricos, con un desarrollo escaso o nulo de los servicios de atencién a nivel primario
o secundario. Por ello, la organizacion de los servicios de salud mental no es homogénea
y la oferta de profesionales de la salud mental es dispar entre paises (Organizacion
Panamericana de Salud [OPS], 2013).

La escasez de profesionales competentes en atencidon de salud mental es uno de los
principales obstaculos para el eficaz tratamiento de los pacientes en los paises de ingresos
bajos y medios. Los paises de ingresos bajos cuentan con 0,05 psiquiatras y 0,42
enfermeras psiquiatricas por cada 100 mil habitantes, mientras que en los paises de
ingresos altos la tasa de profesionales por persona es 170 veces mayor y 70 veces mayor,
respectivamente (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2016a).

Si bien se ha mencionado, muchas personas que padecen estos trastornos podrian llevar
una vida normal siempre y cuando reciban tratamiento adecuado con farmacos
psicotropicos y psicoterapia; pero adicional a esto, la insuficiente oferta de profesionales
especializados, la poca disponibilidad y asequibilidad de los medicamentos es un limitante

del tratamiento eficaz de los trastornos mentales.

En América del sur, el promedio subregional para adquirir una dosis diaria de
medicamentos antipsicaticos equivale al 8 % del salario minimo, siendo Ecuador el pais

con el porcentaje més alto (20 %) y Pera con el més bajo (1 %). En Ameérica Central,
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México y el Caribe latino, el porcentaje promedio del salario minimo requerido para
obtener estos medicamentos diariamente es del 11 %, siendo El Salvador (46 %), el pais

con el porcentaje mas alto (Organizacion Panamericana de Salud [OPS], 2013).

2.4.2. Ecuador

Los servicios de salud mental han tenido un desarrollo significativo en los ultimos afos,
de modo que ya se cuenta con cinco hospitales psiquiatricos, ubicados en las principales
ciudades del pais. Inclusive en la mayoria de los hospitales provinciales ya se efectla el
concurso de profesionales de la salud mental, aunque las unidades de atencion mental no
sean fijas y permanentes (World Health Organization [WHOQO], 2008).

En el Ecuador se invierte el 1,2 % del presupuesto de salud publica en acciones de salud
mental, ademas varios cuerpos legales estipulan disposiciones referentes a diversos
aspectos de la salud mental de los ecuatorianos (World Health Organization [WHO],
2008), tal es el caso del Plan Nacional para el Buen Vivir, la ley organica de salud, la ley
organica de discapacidades, los acuerdos y convenios internacionales, entre otros. La
primera Politica Nacional de Salud Mental fue inaugurada en Febrero de 2014, y se enfoca
en cuatro lineamientos relacionados con la equidad, la promocidn, la participacion y la
inclusion. Luego se promulgd el Modelo de Atencion de Salud Mental, en el marco del
Modelo de Atencidén Integral de Salud (MAIS) — con enfoque Familiar, Comunitario e
Intercultural (Ministerio de Salud Pablica del Ecuador [MSP], 2014a, 2014b).

La enfermedad mayoritariamente diagnosticada en hospitales psiquiatricos es la
esquizofrenia, mientras en los servicios ambulatorios son los trastornos de ansiedad
(World Health Organization [WHOQO], 2008).

El Cuadro Basico de Medicamentos del Ecuador incluye todos los grandes grupos de

psicofarmacos (antipsicoticos, antidepresivos, estabilizadores del estado de animo,
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ansioliticos y antiepilépticos) y su disponibilidad a nivel de los hospitales psiquiatricos es
permanente, lo cual no sucede en los servicios ambulatorios (World Health Organization
[WHOQO], 2008). Sin embargo, la disponibilidad de medicamentos en el sector publico es
de tan solo el 42 %, en contraste con el sector privado que presenta el 71 %; a causa de
esto, la asequibilidad de medicamentos se ve limitada, ya que del total de medicamentos
comercializados tan solo el 13 % corresponde a medicamentos genéricos, el resto
corresponde a medicamentos comerciales, los cuales tienen un precio de venta 167 veces
mayor (Consejo Nacional de Salud [CNS], 2007; Organizacion Mundial de la Salud
[OMS], 2016e; World Health Organization [WHQ], 2011). EIl promedio nacional para
adquirir una dosis diaria de medicamento antipsicético equivale al 8% del salario minimo

legal mensual (Organizacion Panamericana de Salud [OPS], 2013).

2.5. Una propuesta al desafio

A pesar de la naturaleza cronica y persistente de algunos trastornos mentales, con el
tratamiento adecuado, las personas que sufren de trastornos mentales pueden vivir una
vida productiva.  Se calcula que més del 80% de las personas con esquizofrenia puede
estar libre de recaidas al final de un afio de tratamiento con farmacos antipsicoticos
combinados con la intervencion familiar; y hasta el 60% de las personas con depresién
puede recuperarse con una combinacion adecuada de los farmacos antidepresivos y la
psicoterapia (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2016d).

No obstante, la disponibilidad de servicios de salud mental es insuficiente, los
medicamentos son poco asequibles y los tratamientos de los trastornos mentales estan
estigmatizados por parte de la poblacion, por lo cual las personas no reciben el tratamiento
adecuado para afrontar su enfermedad. Esto desencadena una baja calidad de vida para
los enfermos y para las personas a su entorno, conllevando muchas veces a la violencia,
el suicidio e incluso al asesinato. Bajo este contexto, el uso de sustancias de origen natural

y de venta libre para el tratamiento independiente de los trastornos psiquiatricos constituye
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una alternativa para el déficit atencion en materia de salud mental, teniendo en cuenta que
estas enfermedades mentales afectan no solo la calidad de vida de la poblacion sino

también su sobrevivencia.

Debido al cambio de mentalidad de la poblacion, con una inclinacién mayor hacia los
productos de origen natural, toman mas importancia las sustancias bioactivas de origen
microbiano, esto debido a que su produccion es rapida e inocua, en contraste con las
sustancias de origen sintético. La psilocibina es una sustancia indolica producida por
hongos alucindgenos, que presenta propiedades antidepresivas, ansioliticas y antiadictivas
(dos Santos et al., 2016); siendo efectiva en el tratamiento de los trastornos mentales
como el desorden obsesivo compulsivo; la ansiedad en pacientes terminales; la cefalea
cronica; la esquizofrenia; la depresion persistente; y las adicciones al alcohol, a la cocaina
y al tabaco; sin inducir a largo plazo al deterioro de la memoria, delirio o adiccion; siempre
y cuando se empleen dosis adecuadas (Bogenschutz et al., 2015; dos Santos et al., 2016;
Grob et al., 2011; Halberstadt, 2015; Hasler, Grimberg, Benz, Huber, & Vollenweider,
2004; Johnson, Garcia-Romeu, Cosimano, & Griffiths, 2014; Moreno, Wiegand, Taitano,
& Delgado, 2006; Patra, 2016; Tyls, Paleni¢ek, & Horacek, 2014; Vollenweider,
Vontobel, Hell, & Leenders, 1999).

Los hongos psilocibicos que pertenecen a los géneros Psilocybe, Panaeolus vy
Gymnopilus; han sido empleados ancestralmente por los indigenas de México y
Centroamérica en sus ceremonias con fines religiosos y medicinales, ya que las sustancias
inddlicas que producen tienen caracter psicotropico (Bozal, 2013; Catafolmo & Tyler,
1964; Hofmann, Heim, Brack, & Kobel, 1958; Peredy & Bradford, 2014), por lo que al
ser consumidas inducen las visiones y los estados de trance (Metzner, 2005). Su cultivo
constituye una alternativa viable para la produccion de psilocibina, con fines potenciales

en la industria farmacéutica para el tratamiento de trastornos mentales.
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2.5.1. Los hongos alucinégenos

Se estima que existen en la naturaleza mas de 1,5 millones de especies de hongos, de las
cuales solo se han descrito alrededor de 69 000 (Hawksworth, 1991). Aproximadamente
14 000 especies de hongos presentan basidiocarpo, de las cuales mas de 3 000 pueden ser
consideradas como comestibles y tan sélo 10 producidas a escala industrial (Chang &
Miles, 2004). Tan s6lo en el Ecuador se han estimado mas de 100 000 especies de hongos
(Hawksworth, 2001), aunque sélo se han descrito 5 000 (Freire Fierro, 2004).

El término “Hongos alucindgenos” es el nombre dado a los hongos psicoactivos,
pertenecientes a los géneros Psilocybe, Panaeolus y Gymnopilus, que contienen
compuestos alucindgenos de caracter indélico como psilocibina, psilocina y sus analogos
baeocistina, norbaeocistina y aeruginascina. A estos hongos se les concede un caracter
magico-religioso, ya que eran empleados por los indigenas de México y Centroamérica
en sus ceremonias con fines religiosos y medicinales (Bozal, 2013; Catafolmo & Tyler,
1964; Hofmann et al., 1958; Peredy & Bradford, 2014). Los chamanes antiguos los
usaban para la induccién de visiones y estados de trance, los cuales eran semejantes a
estados de suefio o de psicosis aguda (Metzner, 2005). En la actualidad son consumidos
como droga recreativa por algunos sectores de la poblacién, principalmente adolescentes,
aunque su posesion es ilegal (Vega-Villasante, Ruiz-Gonzalez, Guerrero-Galvan, &
Guzmaén-Déavalos, 2013). Los hongos alucin6genos estan disponibles en forma fresca,
conserva (por ejemplo, deshidratados, cocidos, congelado...) o incluso como polvos secos

o0 capsulas (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, 2015).

2.5.2. Psilocybe spp.

Psilocybe spp. es un género de hongos alucinégenos consumido ancestralmente por sus
propiedades neurotropicas, otorgadas por las triptaminas que contiene. Entre las

principales triptaminas se encuentran: psilocibina, psilocina, baeocistina, ni-baeocistina
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(European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, 2015; Gottlieb, 1976; Leung
& Paul, 1966), norbaeocistina y aeruginascina (Zhuk et al., 2015).

Es un hongo facil de obtener, facil de cultivar, resistente a enfermedades y
psicoactivamente fuerte; puede producirse en tan sélo 28 a 56 dias, y en algunos casos
como el de P. caerulescens puede tardar desde 55 a 85 dias (Gottlieb, 1976).

La mayoria de las especies del género se congregan en dos clados separados. Un clado
corresponde a las especies alucindgenas y el otro a las no alucindgenas; por lo que la
produccion de triptaminas es una sinapomorfia para esos taxones (Redhead, Moncalvo,
Vilgalys, & Matheny, 2007). Guzman, Guillén, Hyde y Karunarathna (2012) hicieron una
revision de las especies reportadas en la literatura hasta el momento y describieron nueve
nuevas especies del género. Las especies alucindgenas mas estudiadas del género son P.
cubensis y P. mexicana, mientras P. semilanceata es la mas promisoria, ya que es gran
productora de psilocibina (Andersson, Kristinsson, & Gry, 2009; Peredy & Bradford,
2014).  Por otro lado, entre las especies no alucinégenas se destacan P. percevalii

(Guzméan & Kasuya, 2004) y P. atrobrunnea (Borovi¢ka et al., 2015).

En la actualidad, los carpoforos de Psilocybe spp. son consumidos como droga recreativa
por algunos sectores de la poblacién, principalmente adolescentes, aungue su posesion es
ilegal (Vega-Villasante et al., 2013). Para su consumo, los hongos alucindgenos estan
disponibles en forma fresca, conserva (por ejemplo, deshidratados, cocidos, congelado...)
o incluso como polvos secos o capsulas. Se pueden encontrar en tiendas en presentaciones
de esporas, bolsas de micelio y Kits de cultivo. La mayoria de las tiendas en linea ofrecen
el envio internacional, aunque la mayoria de los sitios no envian a paises donde se

prohiben la venta (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, 2015).
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2.5.3. La psilocibina

La Psilocibina (4-fosforiloxi-N, N-dimetiltriptamina) es una indolealquilamina o
triptamina que esta presente en los hongos alucindgenos, también llamados “hongos
magicos” (Hofmann et al., 1958). Las triptaminas son compuestos naturales, que pueden
derivarse del aminoé&cido triptéfano por varias rutas biosintéticas (Tittarelli, Mannocchi,
Pantano, & Romolo, 2015), y presentan alta afinidad para receptores serotonina 5-
hidroxitriptamina (5-HT) (Halberstadt, 2015). En dosis bajas, el consumo de esta
sustancia psicotrépica genera como efectos primarios distorsiones de la percepcion y
alteraciones del pensamiento o el estado de animo, con la presencia de la conciencia licida
y efectos minimos sobre la memoria y la orientacion (European Monitoring Centre for
Drugs and Drug Addiction, 2015). Con dosis mayores puede considerarsele como toxico
porque presenta un efecto psicodisléptico, es decir, que provoca alucinaciones visuales y
auditivas; asi como también puede causar trastornos de ansiedad, ataxia, convulsiones
severas, desorientacion, hipotension, hipertension, parestesia, disforia, espasmos
musculares, midriasis, nauseas, salivacion, sudoracién, taquicardia, inconsciencia,
hiperventilacion, agresividad, suicidio e incluso la muerte como consecuencia de
reacciones alérgicas graves (Asselborn, Wenning, & Yegles, 2000; Beug, Shaw, &
Cochran, 2006; Johnson, Andrew Sewell, & Griffiths, 2012; Peden, Pringle, & Crooks,
1982).

Todavia se desconoce la dosis adecuada de esta sustancia, antes de presentar reaccion
alérgica, y las condiciones de cultivo del hongo Optimas para ejercer una mayor

bioactividad en el consumidor (Psychedelic Times, 2016).

La psilocibina y sus derivados han demostrado ser efectivos en el tratamiento de trastornos
psiquiatricos como el desorden obsesivo compulsivo; la ansiedad en pacientes terminales;
la cefalea cronica; la esquizofrenia; la depresion persistente; vy las adicciones al alcohol,

a la cocaina y al tabaco (Bogenschutz et al., 2015; dos Santos et al., 2016; Grob et al.,
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2011; Johnson et al., 2014; Moreno et al., 2006; Patra, 2016; Vollenweider et al., 1999).
Por otro lado, la psilocibina puede inhibir el crecimiento de varios hongos de la rizosfera,

con excepcién de Trichoderma spp. (Keay & Brown, 1989).

2.6. Recoleccién

Los hongos del género Psilocybe spp. crecen por lo general en o cerca del estiércol de

vaca en los pastos, solitario o en clusters, durante los periodos calientes y lluviosos, desde

el artico a los trépicos (Gottlieb, 1976; Stafford, 2003c). Sin embargo, algunas especies

pueden crecer sobre otros sustratos, como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1.

Sustratos especificos para algunas especies de Psilocybe spp.

Especie

Sustrato

Referencia

P. caerulescens

P. caerulipes

P. cyanescens

P. mexicana

P. pelliculosa

P. quebecencis

Deslizamientos de tierra, cafia de azucar
mantillo, alrededor de plantaciones de maiz o
de café.

Troncos en descomposicién y restos de
arboles de madera dura (especialmente
abedul y arce).

Tierra, entre hojas y ramas.

Musgos e hierbas junto a los caminos, en los
prados humedos, en los campos de maiz y
cerca de los bosques de pino.

Humus y escombros, en o cerca de los
bosques de coniferas.

Suelos arenosos que contienen  restos
vegetales inundados regularmente por la

crecida del rio y en la descomposicion de la

(Gottlieb, 1976)

(Gottlieb, 1976)

(Gottlieb, 1976)

(Gottlieb, 1976)

(Gottlieb, 1976)

(Gottlieb, 1976)
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madera (especialmente de abedul, aliso, pino

y abeto).

P. semilanceata Suelo, entre los pastos, bordes de caminos y
bosques de coniferas, pero nunca en el (Gottlieb, 1976)
estiércol.
P. strictipes Madera en descomposicion y troncos de )
) ) (Gottlieb, 1976)
arboles como los pinos.
P. sylvatica Mantillo de hojas, madera (especialmente de
haya), y suelo alrededor de los tocones y (Gottlieb, 1976)
troncos.
P.cubensisvar. Praderas afuera de las zonas forestales, )
_, _ ] (Gottlieb,  1976;
Cyanescens estiércol de vaca o de caballo, paja, serrin o
B Stafford, 2003b)
mezcla con estiércol.
(Masiulionis,
Weber, &
Pagnocca, 2013;

Stamets, 1996)

P. coprophila  Estiércol de conejo o de vaca.

P. samuiensis No fructifica directamente en el estiércol,
(Gartz, Allen, &

ero aparece disperso o gregario en el suelo
P P P Ired Merlin, 1994)

endurecido de arrozales.

Hay que tener mucha precaucion porque estos hongos pueden confundirse con otros de
caracter tdxico que crecen bajo las mismas condiciones, por lo que se aconseja que el
recolector emplee claves taxondmicas (Gottlieb, 1976). Un buen libro para la
identificacion de especies a nivel macro es “Poisonous and Hallucinogenic Mushrooms"
(Haard & Haard, 1975). En latabla 2 se resumen algunas de las principales caracteristicas
macroscopicas necesarias para identificar las especies del género Psilocybe spp. en

campo:
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Tabla 2.

Caracteristicas macroscopicas de Psilocybe spp.

Especies

P.

semilanceata

P. cubensis

P. aztecorum

P. mexicana

P. baeocystis

P. coprophila

Caracteristicas microscopicas

Estipite

Sélido, color
blanco a
amarillo.

Hueco, curvado,

de color blanco a

amarillo
verdoso, con
anillo blanco
fibroso.

Corto.

Hueco, color

rosa amarillento.

Céntrico,

curvado y color

café.

Céntrico,
ahusado hacia
arriba,  hueco,

subcartilaginoso,
a menudo
flocoso y luego

Glabro,

ocre.

color

Pileo
Cobnico a obtuso,

color café rojizo.

Cénico a
convexo, color

ocre a crema.

Convexao.

Conico a
campanulado,
color café a ocre.
Ondulado y
parecido a la tapa
de una botella.
Inicialmente
convexo, luego
glabro plano o
Incluso
deprimido. Color
avellano a

marron.

Lamelas

Adnatas a anexas.

Adnatas a anexas,
color verde

grisaceo.

Verde grisaceas.

Ondeada, adnata o

anexa.

Subdistantes,
desiguales,
adnadas a
subdecurrentes,
color amarillo a

multicolor.

Ref.
(Cole, 2003)
(Cole,  2003;

Stamets, 1996)

(Stamets, 1996)

(Cole, 2003)

(Stafford,
2003a)

(Gilmore,
1926)
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P. squamosa

P. percevalii

P.

pseudobullacea

P. samuiensis

Cilindrico,
céntrico, de
color crema, con
anillo fibroso.
Color
blanquecino a
ocre, con anillo

fibroso blanco.

Color blanco a

gris palido,
anillo
membranoso
blanco.

Hueco, liso a
ligeramente

subbulboso, de
color blanco a
paja palido con

fibrillas blancas.

Convexo,
ligeramente
umbonado,
sedoso, amarillo.
Convexo a
subumbonado o
subcampanulado,
liso, color ocre
palido a marrén.
Convexo, a veces
subumbonado,
liso, pero
ligeramente
estriado,  color
marron rojizo a
marrén
amarillento.
Subconvexa a
conica-convexa,
umbonado 0
campanulado,
estriado, sulcado
en el margen e
higrofano, de
color marrén
rojizo a paja en
fresco y arcilla

cuando estéa seco.

Adnadas, anexas y

color lila.

Adnadas,

violaceo-marrén y

color

bordes

blanguecinos.

Adnadas,

decurrentes, color

marron  violaceo
oscuro, con
bordes

blanguecinos.

Adnadas a anexas,
de color arcilla en
fresco y marrén
violaceo a marron
chocolate con
bordes  blancos

cuando esté seco.

(Hernandez,
2007)

(Guzmén &

Kasuya, 2004)

(Guzmén &

Kasuya, 2004)

(Gartz  etal,

1994)
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Enlas figuras 1, 2, 3y 4 se ve la representacion fotogréfica de algunas especies del género
(Stamets, 1996):

Figura 3. P. semilanceata Figura 4. P. mexicana

21



En la literatura se han reportado varias pruebas de campo para la identificacion de especies
psilocibicas. Una de ellas es la exposicion del tejido interno de los carpéforos al aire, la
cual se tornara azulada después de 30 minutos tras oxidacion de sustancias a base de indol,
sin embargo, puede que algunas especies venenosas como Boletus Eastwoodiae respondan
positivo a esta prueba mientras algunas que si son psilocibicas no lo hagan. Otra prueba
reportada en la literatura es el tratamiento de los tejidos con metol, un producto quimico
utilizado en los desarrolladores de fotos, el cual acelera la coloracién azul de los hongos
de psilocibina; sin embargo, varias setas que contengan sustancias inddlicas de cualquier
tipo va a responder positivamente a esta prueba y la mayoria de los organismos vivos
contienen aminodcidos a base de indol como el triptéfano (Gottlieb, 1976).

Segun Gottlieb (1976) no existe prueba de campo para la identificacion de los hongos de
psilocibina, sin embargo, hay una prueba relativamente simple para identificar la
presencia de la psilocina y psilocibina mediante cromatografia en papel, para ello el hongo
se seca, se pulveriza y se extrae por maceracion dinamica con una pequefia cantidad de
metanol durante media hora; luego de que los residuos se han asentado, el sobrenadante
es vertido sobre el papel en una zona de unos 2 mm. La zona manchada es tratada con
agua saturada de butanol durante aproximadamente dos horas, posteriormente es secada y
pulverizada ligeramente con una solucién saturada de p-dimetil-aminobenzaldehido en
alcohol y luego de nuevo con acido clorhidrico 1 N.  El papel es secado de nuevo y
analizado. Si se ha desarrollado un color rojizo indica presencia de psilocibina, mientras
que si el color desarrollado es azul-violeta indica presencia de psilocina (Gottlieb, 1976).

2.7. Aislamiento

El aislamiento se puede realizar a partir de un cuerpo fructifero o de unas pocas esporas
del hongo; para la toma de un tejido se disecciona el tallo del carp6foro; mientras que para
realizar la impresion de esporas se corta el estipite desde la base y se deposita el pileo

boca abajo sobre una hoja de papel blanco o un portaobjetos, luego se cubre con una tapa
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de una caja de Petri y se esperan 24 horas hasta obtener la esporada (Gottlieb, 1976;
Stamets, 1996).

Las muestras son cultivadas en medios Agar Sabouraud (Leung, Smith, & Paul, 1965),
Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) o Agar Extracto de Malta (MEA, por
sus siglas en inglés) a 21-24 °C durante 10-12 dias. En cuanto a medios liquidos se reporta
caldo de Papa-Levadura-Dextrosa (PDY, por sus siglas en inglés). El medio de cultivo
tiene que haber sido previamente esterilizado a 65 °C durante 30 minutos; una temperatura
mayor provoca la caramelizacion de los azucares, lo que inhibe el crecimiento del micelio
y la produccion de psilocibina (Gottlieb, 1976). Se deben seleccionar las cepas de mayor

y mas rapido crecimiento, y por supuesto, que no estén contaminadas (Gottlieb, 1976).

2.8. lIdentificacién

Para la identificacion morfoldgica de las especies de hongos, mediante observacion de
caracteristicas microscépicas se emplean dos reactivos: una solucion amoniacal al 10 %y
el reactivo de Melzer; el primero se emplea como agente de limpieza suave y de
rehidratacion de la carne del hongo, mientras el segundo se emplea para visualizacion de
caracteres, al aplicarse da un color azulado-negro, parpura-marrén o dorado a amarillento.
La muestra se sumerge primero en solucion amoniacal y luego se monta en el reactivo de
Melzar sobre un portaobjetos, luego se tapa con el cubre objetos y se observa. El tamafio
de la muestra debe ser al menos como el de una cabeza de alfiler, con un espesor igual o
inferior a 1 mm. Los principales caracteres estudiados son las esporas, el cistidio, la
estructura de la capa externa del pileo y la estructura basica del tejido inter-branquial
(Watling, 1983).

Para tener en cuenta al momento de la identificacion se describen a continuacion algunas
caracteristicas generales del género Psilocybe spp., son hongos cuyas hifas son apiculadas

y con punta hialina; el micelio se observa de color blanco y algodonoso; y la esporada en
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masa es purpura cuando se derrama por primera vez y mas tarde se torna de coloracion
marron negruzca. Los basidios son tetrasporosos en forma de botella; el pleurocistidio
puede ser escaso ventricoso a ausente, con una base corta y estrecha o subcilindrica; las
esporas son de color marron amarillento oscuro, subhexagonales en vista frontal y
subelipticas en vista lateral, aunque pueden ser subelipsoides por todas las vistas, con una
base estrecha y un amplio poro germinal. Cuando las esporas comienzan a formarse se
produce una curvatura negativa geotropica del estipite (Badham, 1982; Guzman &
Kasuya, 2004; Stamets, 1996). Para la consulta de claves taxonémicas mas especificas
remitirse al trabajo de Watling (1983). En la figura 5 se representan algunas de estas

caracteristicas mencionadas.

Figura 5. a) Esporas y b) basidios de Psilocybe cubensis. (Hernandez, 2007)

Lee, Cole y Linacre (2000) emplearon un método para identificacion de las especies del
género, mediante el uso de secuencias de ADN especificas dentro del espaciador transcrito
interno del complejo de genes ribosomales. La amplificacion de un producto de ADN
comun y de dos metabolitos especificos del género facilita la identificacion inequivoca de
los contenidos de estos hongos a nivel de género (Lee et al., 2000).
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Los métodos de anélisis molecular identifican un mayor nimero de especies en contraste
con el método morfologico (Gambaro et al., 2016; Kowalczyk et al., 2015), que consta
principalmente de una impresion de esporas sobre una superficie plana y la observacion
de sus caracteristicas microscépicas (Gottlieb, 1976). Hasta el momento se han descrito
435 secuencias de ADN y ARN; 69 secuencias de proteinas; 36 secuencias fijas de
estudios filogenéticos y de poblacién; y un catdlogo de nomenclatura y clasificacion

taxondmica (National Center for Biotechnology Information [NCBI], 2016a).

Lo mejor es emplear métodos moleculares, ya que muchas especies pueden parecerse
demasiado morfolégicamente, pero en términos genéticos pueden ser muy distantes; tal
es el caso de P. laetissima, que recientemente se cambid al género Leratiomyces
(Borovicka et al., 2015).

2.9. Caracterizacion

Como producto de su metabolito secundario, Psilocybe spp. produce algunas sustancias
como psilocibina (4-fosforiloxi-N, N-dimetiltriptamina), psilocina (4-hidroxi-N, N-
dimetiltriptamina), baeocistina (4-fosforiloxi-N-metiltriptamina), norbaeocistina (4-
fosforiloxi-triptamina) (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction,
2015; Gottlieb, 1976; Leung & Paul, 1966), 4-hidroxitriptamina (Repke, Leslie, &
Guzman, 1976), aeruginascina (Zhuk et al., 2015), gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa
(National Center for Biotechnology Information [NCBI], 2016b), lecitinas (Hernandez,
Ortiz, Pez, Maso, & Zenteno, 1993), fenoles (Nowacka et al., 2015), entre otras.

Algunos hongos alucinégenos contienen diversas cantidades de feniletilamina, una amina
simpaticomimética, que puede ser responsable de sus efectos cardiovasculares
(taquicardia) y otras reacciones no deseadas (European Monitoring Centre for Drugs and
Drug Addiction, 2015). Varias de estas sustancias actian como alérgenos y pueden estar
presentes tanto en el micelio como en las esporas, aunque no necesariamente han de ser

los mismos (Helbling, Horner, & Lehrer, 1993).
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2.10. Conservacion

Se aconseja que para el mantenimiento de los medios se alternen los medios PDA y MEA,
mediante subcultivos periodicos (Gottlieb, 1976; Keay & Brown, 1990). Los carpoforos
se pueden secar a 25 °C, sellar en bolsas de pléastico y almacenar a -10 °C (Gartz & Moller,
1989). El hongo puede todavia ser potente después de un largo periodo de
almacenamiento (Christiansen & Rasmussen, 1982); y las esporas pueden germinar

después de 9 meses de almacenamiento a 20 ° C (Gartz, 1992).

2.11. Proceso de produccion de Psilocybe spp.

El método de cultivo de hongos psilocibicos mas comun es el PF-Tek, inventado por
Robert McPherson (McPherson, 1991) en 1991. Este método es muy popular para el
cultivo artesanal porque es féacil, sencillo, barato y fiable; los materiales necesarios son
baratos y faciles de conseguir. Originalmente se empleaban granos de centeno, pero mas
tarde se incluyé harina de arroz integral y vermiculita. Es indispensable el uso de bolsas
y cajas de cultivo con filtro de aire, una jeringa, un atomizador y clips como se muestra
en lafigura 6 (Innervisions, s. f.). En caso de que no se cuente con filtro de aire, se puede

pegar cinta de enmascarar en los orificios de la tapa por el reverso (McPherson, 1991).

e cetlecdededied
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>

Figura 6. Kit de cultivo PF-Tek (Innervisions, s. f.)
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Sustratos: se ha reportado el uso de abono vegetal (Gottlieb, 1976), aserrin (Gartz, 1992),
troncos de madera de roble decaida, vainas de frijol, estiércol de conejo, estiércol de vaca
(Gilmore, 1926), estiércol de bufalo (Gartz et al., 1994), copos de avena, paja de avena
(Gabriel, Svec, Kolihova, Tlusto$, & Szakova, 2016), paja de trigo (Acosta-Urdapilleta &
Medrano-Vega, 2006), turba tamizada de musgos del género Sphagnum (Keay & Brown,
1990), granos de arroz (Gartz & Moller, 1989), granos de centeno, semillas de pasto,
harina de arroz, vermiculita (McPherson, 1991).Puede suplementarse con una mezcla de

arena de silice/piedra caliza (Gottlieb, 1976).

Preparacion de Inéculo: hay que preparar primero un Stock, que consta de agar con
micelio, empleado para transportar la cepa del hongo a los granos, con los cuales se va a
inocular el sustrato. Se emplean por lo general Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas
en inglés) y Agar Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en inglés); a veces se prepara
una variacién del MEA, el medio Malta-Levadura -Peptona (MYP, por sus siglas en
inglés). Las colonias a los 7-20 dias de edad en cajas de Petri con el medio seleccionado
muestran una apariencia blanca y viscosa. Estos medios stock se pueden repicar en nuevas
cajas de Petri cuantas veces sean necesario. Para la preparacion de los in6culos se
esterilizan granos de centeno, trigo o cebada a 15-20 Ib de presién por 45 minutos; luego
de enfriarse, se humedecen con agua destilada y se suplementan con carbonato de calcio,
el cual evita que se aglomeren. Posteriormente se inoculan con varios tacos de agar stock
e incuban con agitacion esporadica durante 10 dias a 21-27 °C y 95 % de humedad relativa.
La temperatura y humedad relativa afectan significativamente el tiempo de incubacion
mientras el pH e iluminacién no influyen significativamente. Por otro lado, la agitacion
permite la aireacion del medio de cultivo(Oss & Oeric, 1991). En el método PF-Tek, el
indculo consta de una suspension de esporas (McPherson, 1991), mientras en otros casos

consta directamente de cubos de agar con micelio (Keay & Brown, 1990).

Fermentacion: al frasco con el indculo se adiciona suelo pre-humedecido y pre-

esterilizado, aunque el agua se puede adicionar con un spray luego de mezclar con el
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indculo. El sustrato debe absorber la cantidad de agua necesaria de modo que se torne
uniformemente oscuro y al exprimir con el pufio de la mano no escurra agua. Los frascos
se incuban en un ambiente con alta humedad relativa, asi como con una aireacion y una
temperatura adecuada para evitar la evaporacion del agua del medio de cultivo (Oss &
Oeric, 1991). Los hongos fructifican a las 8-12 semanas después de la inoculacion (Gartz,
1992).

Segun el método PF-Tek, los sustratos (harina de arroz y vermiculita) son adicionados a
los frascos y humedecidos; luego los frascos son tapados, envueltos en papel aluminio y
esterilizados a 121 °C durante 60 minutos. Posteriormente se debe inyectar la suspension
de esporas con una jeringa flameada a través de cada orificio de la tapa (Keay & Brown,
1990), como se indica en la figura 7. La incubacion debe hacerse en un lugar oscuro y
caliente a una temperatura de 20 °C, siendo aceptable todavia hasta los 28 °C
(Innervisions, s. f.). Luego de que el micelio invade el sustrato, se introducen los frascos
en bolsas con filtro de aire y se humedecen con un spray (ver figura 8) e incuban a 20-25
°C. Despues de 14 dias aparecen los primordios, y luego de 7 dias mas, los carpoforos
estan listos para cosecharse. El tiempo dptimo de cosecha es cuando los pileos empiecen
a abrirse (McPherson, 1991).

a) b)

Figura 7. Jeringa flameada (a) e inoculacion de bioceldas (b) (Innervisions, s. f.).
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Figura 8. Bioceldas en bolsas con aireacion.

2.12. Factores que afectan la produccion de Psilocybe spp.

Fuente de carbono: Se reporta que el almidon de papa es la mejor fuente de carbono y la
harina de soya es la mejor fuente de nitrogeno (Stafford, 2003c). Es importante tener en
cuenta que la composicion del sustrato se refleja en la composicion de los cuerpos
fructiferos; por ejemplo, los carp6foros de P. cubensis pueden absorber el mercurio del
medio de cultivo (Gabriel et al., 2016).

Micronutrientes: Usualmente se emplea el triptéfano para inducir la produccion de
psilocibina (Heim & Wasson, 1958). Algunos oligoelementos también son adicionados a
los medios de cultivo, tal es el caso de FeSO4.7H20, ZnSO4.7H20, CuS0O4.5H20,
MnS04.4H20, Na2M0O4.2H20(Keay & Brown, 1990).

Temperatura: Es importante controlar este factor, ya que de él depende el crecimiento y
desarrollo del micelio. Se reportan un intervalo de temperatura de 20-30 °C para la
produccion de cuerpos fructiferos del género Psilocybe. Si la temperatura es muy alta

puede ocurrir muerte térmica, después de 35 °C para P. caerulescens y después de 40 °C
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para P. cubensis var. Cyanescens (Gottlieb, 1976), pero si la temperatura es muy baja se
retrasa el crecimiento del hongo, hasta que se detiene a menos de 15 °C (Innervisions,
s. f.); no obstante, especies como P. quebecencis pueden desarrollarse a temperaturas
menores, entre 6 a 15 °C. La temperatura también afecta la produccion de metabolitos;
por ejemplo, a 24°C hay un crecimiento mas rapido pero una menor produccion de
psilocibina en contraste con lo ocurrido a 21 ° C (Gottlieb, 1976).

pH: se puede adicionar carbonato de calcio para equilibrar el pH, ya que un medio béasico
favorece la contaminacién bacteriana. La méxima produccion de psilocibina ocurre a pH
acido, logrando un rendimiento hasta de 5,2 % en base seca del hongo (Andersson et al.,
2009).

Iluminacion: la luz inhibe el alargamiento del estipite, aunque es necesaria en al menos
dos fases del ciclo de vida de Psilocybe spp.: la aparicién de primordios y la produccion
de esporas (Badham, 1982). Para la produccion de carpoforos se utiliza desde iluminacion
limitada hasta iluminacion natural, ya que en la oscuridad el hongo no puede fructificar
adecuadamente. A gran escala se emplean tubos fluorescentes de amplio espectro
uniformemente distribuidos en el techo y encendidos durante 10-12 horas diarias
(Gottlieb, 1976), mientras a escala laboratorio se reportan fotoperiodos de 16 horas (Keay
& Brown, 1990).

Humedad: La humedad es importante para que el hongo se desarrolle adecuadamente, si
es baja el medio se seca y el hongo no se desarrolla, pero si es alta el medio se compacta

y el hongo se ahoga (Oss & Oeric, 1991).
Aireacion: cuando existe una mala aireacion, se acumula en exceso en didxido de carbono,

lo que inhibe la fructificacidn o previene la maduracion de los carp6foros (Oss & Oeric,
1991).
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2.13. Escalado

Se ha reportado una pequefa sala de 10 x 15 pies de superficie con 8 pies de alto,
acondicionada con estantes de 1 pie de profundidad por 5 pies de largo para ubicar cajas
de Petri y estantes de 3 de pies de profundidad por 3 por pies de largo para ubicar frascos
Erlenmeyer. Con esto se pueden producir 5 000 dosis de alucindégeno por semana,
teniendo en cuenta que una dosis va de 6-20 mg, con una media de 10 mg (Gottlieb, 1976).
En el método PF-Tek se emplean bioceldas de aproximadamente 300-500 ml, constan de
frascos de vidrio con tapa, la cual tiene cuatro orificios para permitir la inoculacion del
medio de cultivo posterior a la estilizacion (ver figura 9). Es necesario tener en cuenta que
las perforaciones deben hacerse por el reves de la tapa y sellarse con cinta de enmascarar,

para evitar que el sustrato absorba mayor humedad que la necesaria(McPherson, 1991).

Figura 9. (a) Biocelda empleada en el método PF-Tek y (b) su tapa perforada.
(McPherson, 1991).

2.14. Extraccion triptaminas

La psilocibina y la psilocina son indolealquilaminas estructuralmente similares al
neurotransmisor serotonina (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction,
2015), son derivados psicotomiméticos de triptamina 4-sustituida y se aislaron por primera

vez a partir de Psilocybe mexicana (Hofmann et al., 1958). La produccion de la psilocibina
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en cultivo sumergido se investigo por primera vez por Catafolmo y Tyler (Catafolmo &
Tyler, 1964).

Tedricamente la psilocina tiene el mismo efecto sobre el usuario como la psilocibina, la
Unica diferencia es que este Gltimo contiene enlaces de fosfato que desaparecen después
de la asimilacién en el cuerpo (Casale, 1985); en las figuras 10 y 11 se muestran las
estructuras de la psilocina y psilocibina. El contenido de psilocina es por lo general menor
que el de psilocibina; se reporta que se extrae un 8 % frente un 76 % respectivamente
(Andersson et al., 2009). P. mexicana puede contener entre 0,2 a 0,4 % de psilocibina en
base seca del cuerpo fructifero, y entre 0,2 a 0,3 % en base seca de micelio (Hofmann
etal., 1959). Por otro lado, P. semilanceata reporta un 0,6 % y P. cubensisun 1,0 %;
algunas otras especies como P. azurenscens y P. bohémica pueden contener mas del 1%

(European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, 2015).
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Figura 10. Estructura molecular de la psilocibina

H
N
/
CH,
N/
OH |
CH,

Figura 11. Estructura molecular de psilocina.
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Para la extraccion de estas triptaminas se desmenuzan y pulverizan los micelios secos, se
disuelven en metanol y se ponen al bafio maria durante cuatro horas. Se filtra y conserva
el filtrado, luego se vuelve a extraer la misma muestra de micelio con etanol por dos veces
mas y se conserva también el filtrado. Para comprobar que todos los alcaloides han sido
extraidos se hace una prueba de color, que consiste en extraer un poco de muestra con
reactivo de Keller (&cido acético glacial, cloruro ferroso, y &cido sulfarico concentrado) y
se observa la coloracion, si es violeta indica que los alcaloides siguen presentes y se debe
hacer otra extraccion con metanol. Una vez se termine la extracciéon se evapora el filtrado
hasta sequedad total (Gottlieb, 1976). EIl contenido de baeocistina y la psilocibina es mas
alto en el pileo de las setas que en el estipite. Los niveles de psilocibina pueden variar
desde 0,11% hasta 1,34% en peso seco (Gartz, 1992). Es importante, resaltar que antes de
la extraccidn acuosa con disolventes organicos es necesario desfosforilar la psilocibina a
psilocina debido a su baja solubilidad (Casale, 1985). La extraccion de estas triptaminas
también puede hacerse por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus
siglas en inglés), Cromatografia de Capa Fina (TLC, por sus siglas en inglés) o

Cromatografia en Columna de Celulosa (Gartz, 1989).

La concentracién y la detectabilidad de la psilocina y psilocibina estan limitadas por una

serie de condiciones:

La ausencia de glucosa restringe la produccién de psilocibina (Catafolmo & Tyler,
1964).

e Los bajos niveles de succinato de amonio disminuyen los rendimientos de

produccion de psilocibina (Catafolmo & Tyler, 1964).

e EIl medio de cultivo requiere un pH de menor que 7 (Catafolmo & Tyler, 1964).

e La produccién méaxima de psilocibina se produce en el séptimo dia después de la

germinacion, mientras que la produccion maxima del micelio se alcanza alrededor
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del noveno dia (Catafolmo & Tyler, 1964). Aunque otros autores aseveran que la
maxima produccion de psilocibina se da cuatro dias después de acabarse el azlcar
del medio de cultivo (Gottlieb, 1976).

La pérdida completa de la psilocina y psilocibina de los carp6foros cosechados se
da tras exposicion a temperatura ambiente durante un periodo prolongado de
tiempo (Beug & Bigwood, 1981). Asi mismo, tras exposicién prolongada al aire,
que provoca su oxidacion, es evidente una coloracion azul (Horita & Weber,
1961).

Sus propiedades psicoactivas varian y se deterioran en el tiempo como
consecuencia del largo ciclo de mercado del producto. Ademas, algunos
comerciantes abren el producto para que absorba humedad y gane peso,

ocasionando que se oxiden las sustancias psilocibicas (Stafford, 2003b).
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CAPITULO I11
DESARROLLO EXPERIMENTAL

3. Desarrollo experimental

3.1. Aislamiento, identificacidn y caracterizacion de la cepa nativa de Psilocybe spp.

El principal objetivo de este experimento fue realizar el aislamiento, identificacion y
caracterizacion de la cepa nativa de Psilocybe spp.

3.1.1. Materiales y métodos

El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia Fungica del Centro
Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente (CEBA) con el apoyo del Ingenio Azucarero
del Norte (IANCEN).

3.1.1.1. Ubicacion

3.1.1.1.1. Recoleccién

e Provincia: Pichincha
e Cantdn: Rumifiahui
e Parroquia: Sangolqui (en terrenos empleados como potreros para ganaderia)

e Coordenadas geograficas: UTM WGS84 ZONA 17S, ESTE 786588,58, NORTE
9964474,54.
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Figura 12. Area de recoleccion de muestras de Psilocybe spp.
3.1.1.2. Fase experimental
3.1.1.1.2. Aislamiento

e Provincia: Imbabura

e Canton: Ibarra

e Laboratorio del Banco de Recursos Genéticos Microbianos, BRGM
e Identificacion

e Provincia: Pichincha

e Cantén: Quito

e Laboratorio IDgen- Identificacion molecular
3.1.1.3. Materiales y equipos.

Para la recoleccion de muestras de Psilocye spp. se utilizé lo siguiente:

Equipo:
e Navegador

e Camara fotografica
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Materiales:

Para el aislamiento de las cepas se utilizo lo siguiente:

Libreta de campo

Marcador de tinta permanente
Guantes desechables

Fundas de papel

Cinta Masking

Cooller

Fundas ziploc

Gel refrigerante

Equipo:

Balanza

Auto clave

Materiales:

Pinzas

Tijeras

Agua destilada

Pipetas

Embudo de vidrio

Vaso de precipitacion
Mechero de bunsen

Tubos de ensayo con tapa rosca
Matraz

Frascos de vidrio esterilizados
Mechero

20 Cajas Petri esterilizables
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Medios de cultivo:
e Agar de papa y dextrosa

e Agar extracto de malta

El 20 de marzo de 2017 se procedi6 a recolectar las muestras de Psilocybe spp. en terrenos

empleados como potreros para ganado.

= T G e | 2
R P

Figura 13. Psilocybe spp. recolectado en su medio natural.

El aislamiento se realiz6 en medio de cultivo Agar de papa y dextrosa (PDA) y Agar
Extracto de Malta (MEA).

Se tomo un bisturi estéril y se hizo un corte longitudinal sobre el carpéforo del hongo,
luego con unas pinzas metalicas asépticas se tomaron fragmentos de tejido interno de
aproximadamente 2mm de longitud (Ortiz et al, 2016). Los trozos de tejido se depositaron
en cajas de Petri que contenian el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) con
antibidtico y se incubaron durante 6 dias a 22 °C. Se consideraron como aislamientos
positivos, todos aquellos con crecimientos y caracteristicas miceliares uniformes, sin

contaminaciones ni estados conidiales.
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La cepa se purificé mediante el método de repiques sucesivos, se rotulé con la siguiente
nomenclatura: PB2/NB2 en el Laboratorio de Identificacion Molecular IDgen en la ciudad
de Quito. Luego, se la transportd y almacené a 4 °C en el Banco de Recursos Genéticos
Microbianos (BRGM) del Centro Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente (CEBA).

Identificacion: La identificacion morfoldgica se realizé siguiendo la metodologia descrita
por Rosero y colaboradores (Rosero et al. 2016), que consiste en observar las
caracteristicas morfoldgicas de los cuerpos fructiferos, la estructura del tejido y del
micelio, la forma de las hifas, el color del himendforo, el tipo de zona pilosa y el tamafio
de la capa medular. Luego se compararon con las claves taxondémicas reportadas por
Gottlieb en 1976.

La identificacion molecular de la cepa se realizé en el laboratorio especializado IDgen —
Identificacion molecular (ubicado en la ciudad de Quito, Av. De los Granados E14-285 y
Eloy Alfaro). A partir de la muestra del cultivo de Psilocybe spp. creciendo en agar se
realizd la identificacion molecular por barcoding, para lo cual se realiz6 la extraccion de
ADN del micelio y el ensamblaje de PCR bajo cabina de bioseguridad con un flujo

positivo, y en un termo bloque a -5 oC, se utilizaron tubos PCR de 200uL.

Se emple6 una muestra de la cepa de Psilocybe spp., con el siguiente cddigo:

Tabla 3.
Caodigo de muestra de Psilocybe spp.

CULTIVO CODIGO MUESTRA
A CEBA-PSYM1-03-17

Representa la codificacion de las muestras. Fuente: Autora
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Se utilizé la identificacion molecular de microorganismos (Extraccion de ADN,
Amplificacion de barcode, secuenciacion estdndar, ensamblaje de productos de PCR y
busqueda en base de datos). Los protocolos fueron desarrollados y probados por el

laboratorio IDgen, los detalles técnicos se presentan en el informe Nro. A-018 (Anexo 1).

Los protocolos para la “Secuenciacion de ADN total gendmico proveniente de tejido

fingico” se presentan el informe Detalle de protocolos presentado por el laboratorio IDgen

(Anexo 2).

La busqueda en la base de datos Genbank, de la secuencia obtenida permiti6 identificar a

las muestras analizadas como Psilocybe cubensis. (IDgen, 2017) (Anexo 3).

Caracterizacion: Se realizo la caracterizacion en el laboratorio de la Estacion
Experimental Santa Catalina del INIAP, ubicada en la direccion: Panamericana Sur Km.
1, sector Cutuglagua, cantdon Mejia, Pichincha; para ello se realizaron dos analisis:
Andlisis Proximal (Bromatologico) método MO-LSAIA-01, método referencial U.
Florida 1970 y Analisis de Minerales Totales, método MO-LSAIA-03, método referencial
U. Florida 1980, para lo cual se utiliz6 1Kg de cepa pura de Psilocybe cubensis, obtenido
en el laboratorio del CEBA.

3.1.2. Resultados

Aislamiento: El aislamiento de Psilocybe spp. se realizo a partir del tejido del hongo y no
de esporas debido a que los cultivos de tejidos son esencialmente clones del hongo, en
contraste con los cultivos de esporas, que presentan variabilidad genética (Lopez, A.
2007).

En la figura 14, se presentan las muestras de cuerpos fructiferos recolectados en campo

para obtener la cepa pura de Psilocybe spp.
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Figura 14. Muestras de hongos recolectados.

En las figuras 15 y 16 se presenta el proceso de preparacion de medios de cultivo PDA'y
MEA.

Figura 15. Preparacion de medios de cultivo PDA.
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Figura 16. Esterilizacion de medios de cultivo

En las figuras 17 y 18, se presenta el proceso para inocular los medios de cultivo y obtener

la cepa de Psilocybe spp.

Figura 17. Preparacion de muestras de hongo para inocular los medios de cultivo PDA
y MEA (a, b).
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Figura 18. Inoculacién de medios de cultivo.

En la figura 19, se presentan las cepas de Psilocybe spp.

Figura 19. Cepas de Psilocybe spp. obtenidas en laboratorio.

Identificacion: El hongo recolectado crece en estiércol de vaca, solitario o en clUsters,
presenta basidiocarpos en forma de sombrero, estipite hueco, curvado, de color blanco a
amarillo verdoso, con anillo blanco fibroso, pileo cénico a convexo, color ocre a crema,
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lamelas adnatas a anexas, color verde grisaceo. Una de las pruebas realizadas en campo
fue la exposicion del tejido interno de los carpoforos al aire, la cual se torné ligeramente
azulada (parpura) tras su oxidacidn. Estas caracteristicas macroscopicas coinciden con las
reportadas por Cole y Stamets (Cole, 2003; Stamets, 1996), y por Gottlieb (Gottlieb,
1976).

n”;é' 4 ,9:

7

Figura 20. Carpoforos de Psilocybe spp. en su medio natural

Figura 21. Vista microscopica de Psilocybe spp. en proceso de oxidacion

Verificando con las claves taxondmicas descritas en la metodologia se deduce que el

hongo pertenece al género Psilocybe; sin embargo, es necesario un estudio filogenético
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molecular para identificar la especie con exactitud (Badham, 1982; Guzman & Kasuya,
2004; Stamets, 1996).

Una vez realizado el estudio de identificacion molecular se obtuvieron los siguientes

resultados:
Tabla 4.
Resultados de la identificacion
L ) % de ) % de »
Codificacion Muestra Longitud ) Organismo Fragmento = N° Accesion
Calidad identidad
Psilocybe
A Pb2/Nb2 616 65 ) ITS 99 KU640170.1
cubensis

La tabla representa los datos obtenidos en la identificacion realizada por 1Dgen. (IDgen,
2017).
La busqueda en la base de datos Genbank, de la secuencia obtenida permiti6 identificar a

la muestra analizada (A) como Psilocybe cubensis. (IDgen, 2017).

La especie se clasifica en:

e Reino: Hongos

e Filo: Basidiomycota
e Clase: Agaricomycetes
e Orden: Agaricales

e Familia: Strophariaceae
e Género: Psilocybe

o Especie: Psilocybe cubensis (Earle) Singer 1948
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Estos datos se tomaron del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica
(NCBI, 2017).

Se utilizé la identificacion molecular de microorganismos (Extraccion de ADN,
Amplificacion de barcode, secuenciacion estandar, ensamblaje de productos de PCR y
busqueda en base de datos). Los productos de PCR fueron depurados previo a su
secuenciacion. El producto de amplificacion limpioy los primers ITS5, ITS4 se utilizaron
para secuenciacion con el método SANGER. Las secuencias se ensamblaron mediante
el programa bioinformatico Geneiuos. De las muestras analizadas se obtuvo como
resultado Psilocybe cubensis, para la identificacion se utilizé la base de datos GenBank.
Este analisis lo realizo el laboratorio especializado 1Dgen. Se aislo la cepa CEBA-
PSYM1-03-17, de Psilocybe spp. (PB2/NB2), la cual se almacend en el Banco de
Recursos Genéticos Microbianos (BRGM) del CEBA.

Caracterizacion: La muestra de Psilocybe cubensis analizada, arrojé como resultado del
analisis proximal el contenido de humedad en un 41.73%, 1.99% de cenizas, 1.65% de
extracto etéreo (grasa), 17.43% de proteina, 3.88% de fibra, 75.05% de extracto libre de
nitrogeno (carbohidratos). Para el anélisis de minerales totales se trabajo la muestra seca
obteniéndose: 0.14% de calcio (Ca), 0.52 % de fosforo (P), 0.16% de magnesio (Mg),
0.25% de potasio (K), 0.02% de sodio (Na), 2 ppm de cobre (Cu), 58 ppm de hierro (Fe),
27 ppm de manganeso (Mn) y 27 ppm de zinc (Zn).

3.1.3. Discusién
Para un adecuado manejo de las muestras de Psilocybe spp. estas fueron cultivadas en
medios Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar Extracto de Malta (MEA), comparable con lo

realizado por Leung, Smith, & Paul, en el afo1965, con el fin de obtener las cepas del

hongo.
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Para la identificacion molecular de microorganismos se utilizaron técnicas basadas en la
extraccion de ADN, Amplificacion, secuenciacion, y ensamblaje de productos de PCR
obteniendo como resultado Psilocybe cubensis de la muestra CEBA-PSYM1-03-17 con
un 99% de identidad, con numero de accencion KU640170.1; se identificé a P. cubensis
utilizando la base de datos del GenBank, resultados similares a los reportados por
Wesselink, M., Ark,E. M. and Kuiper, I. en un protocolo de identificacion realizado en
1994, adicional a eso se puede encontrar como alternativas para la identificacion la base
de datos de la Infraestructura Mundial de Informacion en Biodiversidad de Gbif del afio
2017.

Segun lo dicho por la FAO en el afio 2018, los analisis proximales se pueden aplicar para
el manejo de materiales que seran usados para formular una dieta, ya sea como fuente de
proteina o de energia, por lo que Psilocybe cubensis es un hongo superior consumido por
ingestion y presenta un alto contenido de carbohidratos y proteinas. El analisis de
minerales totales, segun division de agricultura de la Universidad de Arkansas, ayuda a

describir la disponibilidad de nutrientes ya sea del suelo o de otros materiales.

3.2. Protocolo de conservacion para la especie Psilocybe cubensis por liofilizacion.

El objetivo del presente estudio fue la conservacion de Psilocybe cubensis utilizando la

liofilizacion.
3.2.1. Materiales y métodos
Ubicacion: Para la liofilizacion se utilizaron los equipos del laboratorio de la Facultad de

Ciencias Agropecuarias y Ambientales — FICAYA de la Universidad Técnica del Norte,

calle Juan Montalvo, entre Juan de Velasco y Cristébal Colén.
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Cepa: Se empleo6 la cepa CEBA-SPE-PC-200317 de Psilocybe cubensis, perteneciente al
Banco de Recursos Genéticos Microbianos (BRGM) del Centro Ecuatoriano de
Biotecnologia y Ambiente (CEBA); la cual fue aislada, caracterizada e identificada en el

acapite anterior.

Medios de cultivo: Se emplearon los medios de cultivo Agar de Papa y Dextrosa (PDA)
y Agar Extracto de Malta (MEA).

Equipos: Se emple6 una camara de flujo laminar disefiada por el CEBA a partir de un
filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air) H14 EN-1822-1, y un equipo liofilizador

de bandejas, perteneciente a la Universidad Técnica del Norte (UTN).

Preparacion de cepas de trabajo: Los medios de cultivo se prepararon siguiendo la
técnica descrita por Stamets (7), se vertieron en tubos de ensayo (picos de flauta) de 5ml
y se dejaron solidificar a temperatura ambiente en posicion inclinada. Luego se inocularon
con plugs o tacos de la cepa de reserva CEBA-SPE-PC-200317 y se incubaron durante 7
diasa 22 °C.

Procedimiento: La cepa de Psilocybe cubensis utilizada para la liofilizacion fue
producida en el experimento anterior. Se utilizaron 20 tubos de ensayo roscables de 10ml

que se inocularon con la cepa puras de Psilocybe cubensis.
Liofilizacion: Se utilizo el equipo “VirTis wizard 2.0”, para el Tratamiento térmico

(thermal treatment) y secado primario (primary drying) se siguieron los pasos que se los

describen a continuacion:
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Tabla 5.

Tratamiento térmico (Thermal treatment).

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
Paso 1 15 120
Paso 2 0 120
Paso 3 -10 120
Paso 4 -15 120
Paso 5 -20 120
Paso 6 -30 120
Paso 7 -40 120

La tabla muestra los pasos que se siguieron para realizar el tratamiento térmico. Fuente: Autora

Tabla 6.

Secado primario (Primary drying).

Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Vacio (atm)
Paso 1 -40 120 300
Paso 2 -30 120 300
Paso 3 -20 120 300
Paso 4 -10 120 300
Paso 5 0 120 300
Paso 6 10 120 300
Paso 7 20 120 300
Paso 8 30 120 300
Paso 9 40 120 300

La tabla muestra los pasos que se siguieron para realizar el secado primario. Fuente: Autora

Las cepas puras liofilizadas fueron trasladadas al banco de recursos genéticos del Centro
Ecuatoriano de biotecnologia y ambiente — CEBA.

Recuperacion de cultivos liofilizados: La metodologia utilizada es la recomendada por
Escandino (2017) de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo; los tubos que contienen el
cultivo liofilizado deben estar conservados a temperatura controlada y protegidos de la

luz. Se utilizaron los siguientes materiales basicos: camara de flujo laminar, medio de
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cultivo Agar Extracto de Malta (MEA), pipetas Pasteur estériles, pipetero, recipiente con
alcohol, agua estéril, pinzas metalicas.

Procedimiento: Se saca el tapon de algodon, ser carga una pipeta Pasteur estéril con el
medio de cultivo, el volumen para rehidratar el cultivo sera 0,2 — 0,3 ml del medio liquido
esteril. Resuspender cuidadosamente el cultivo liofilizado introduciendo el medio liquido,
aspirando y expulsando varias veces la suspension de células con la pipeta evitando la
formacion de burbujas, dejar la suspension durante 20 o 30 minutos hasta conseguir una
rehidratacion completa. La suspension conseguida se utiliza para inocular un medio de
solido (tubo con agar inclinado o placa petri), hay que utilizar todo el volumen ya que no
se recomienda guardar parte de la suspension. Por ultimo hay que incubar los medios de

cultivos inoculados en la temperatura y condiciones recomendadas (Escandino, 2017).

Tratamiento térmico (Thermal treatment). Para realizar el tratamiento térmico se siguieron

siete pasos que se describen a continuacion:

Se inici6 con una temperatura a 15 °C por 120 min, luego a 0 °C por 120 min y
progresivamente se disminuye la temperatura hasta llegar a -40 °C todo el proceso

transcurrié en 14 horas.

Secado primario (Primary drying), se inicié en -40 °C por 120 min a 300 atm, aumentando
la temperatura 10 °C cada 120 min, con el vacio de 300 atm constante hasta llegar a los
40 °C, este proceso tomo 18 horas en total.

El control del equipo “VirTis wizard 2.0” es computarizado en el software del liofilizador
al que se le designo con el nombre de RECETA PRINC.rcw para realizar todo el proceso

automatizado.

En la figura 22, el equipo liofilizador “VirTis wizard 2.0” utilizado para el proceso de

liofilizacion.
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Figura 22. Equipo liofilizador “VirTis wizard 2.0”

En la figura 23, se muestran los tubos inoculados con Psilocybe cubensis, que se utilizaron

para la liofilizacion.

Figura 23. Se presenta los tubos con cultivo de Psilocybe cubensis para ser liofilizados.

3.3. Resultados

Liofilizacion y recuperacion de cultivos liofilizados. Se obtuvieron 5 tubos con cepas
viables de Psilocybe cubensis utilizando la metodologia propuesta por la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo.

51



3.3.1. Discusién

Dentro de los métodos mas empleados para la conservacion de microorganismos, La
liofilizacion es uno de los mas importantes y de mayor renombre, debido a sus numerosas
ventajas, entre las que se pueden resaltar el mantenimiento de la viabilidad a largo plazo;
en el presente estudio se emple6 un protocolo alternativo para la conservacion de
Psilocybe cubensis utilizando el equipo “VirTis wizard 2.0”, siguiendo las técnicas de
liofilizacion; comparable con lo realizado del Puerto en el afio 2009, sin embargo, se
aplicd un tratamiento térmico y de secado primario, con un vacio de 300 atm durante 32
horas a una temperatura que oscila entre los -40 °C y 40 °C obteniendo asi cepas viables

de Psilocybe cubensis.

Es aconsejable en protocolos de conservacion de microrganismos como el Psilocybe
cubensis, por su comodidad para el almacenamiento y para el envio de las cepas,
las técnicas de conservacion por liofilizacion pues una vez conseguidos
los liéfilos pueden almacenarse a temperatura ambiente entre 18 °C a 20 °C,
segun lo reporta del Puerto, en el afio 2009. Segun los resultados obtenidos en el presente
estudio se recomienda, ademas, conservar cepas de Psilocybe cubensis por liofilizacién,
ya que con el protocolo propuesto se obtienen cepas viables durante un tiempo

prolongado, resultado que no se ha reportado en la literatura.

3.4. Determinacion de la velocidad de crecimiento de la cepa de Psilocybe cubensis.

Para este experimento se plante6 como objetivo seleccionar el mejor medio de cultivo
para la produccion de Psilocybe cubensis, a través de la velocidad de crecimiento lineal.

Se utiliz6 la metodologia propuesta por Pineda, Ramos, Soto, Freitas, & Pereira, 2015.
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3.4.1. Materiales y métodos

Cepa: Se utiliz6 la cepa de Psilocybe cubensis, del banco de recursos genéticos
microbianos del CEBA la cual fue liofilizada en el experimento anterior y codificada
cémo CEBA-SPE-PC-200317.

Equipos: Se empled una camara de flujo laminar disefiada por el CEBA a partir de un
filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air) H14 EN-1822-1 y una incubadora Hova-
Bator GQF, modelo 1602N.

Disefio experimental: La experimentacion se planifico con un disefio completamente al
azar (DCA) con 10 réplicas en un solo blogue. El factor de estudio fue el medio de cultivo
Agar de papa y dextrosa (PDA) y Agar de extracto de malta (MEA), como variable de
respuesta se establecié la velocidad de crecimiento lineal de la cepa liofilizada.
Los pardmetros de operacién como la temperatura y el tiempo se mantuvieron contantes
a 22°C y seis dias respectivamente, como factor de ruido se identifico el nivel de luz. Se
platearon las siguiente hipotesis: Nula (HO): yPDA = UMEA y Alternativa: uPDA #
UMEA

3.4.2. Resultados
En la tabla 7 se presentan los resultados experimentales sobre el crecimiento promedio

medido en mm, a partir del cual se calcula la velocidad de crecimiento, a través de la

siguiente formula:

~+ | ®

Donde:

M = velocidad de crecimiento
e = espacio
t = tiempo
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Tabla 7.

Datos de la velocidad de crecimiento en dos medios de cultivo.

Crecimiento Velocidad
Nro. Bloque Medio radial promedio (mm/dia)
(mm)
1 1 PDA 13 2,21
2 1 MEA 17 2,85
3 1 PDA 13 2,2
4 1 MEA 16 2,7
5 1 PDA 12 2
6 1 PDA 13 2,1
7 1 PDA 13 2,2
8 1 MEA 17 2,8
9 1 MEA 17 2,75
10 1 MEA 17 2,85

Resumen Estadistico para Velocidad
La tabla 8 muestra diferentes estadisticos de velocidad para cada uno de los dos niveles

de medio. La intencion principal del anlisis de varianza de un factor es la de comparar

las medias de los diferentes niveles enlistados aqui bajo la columna de promedio.
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Tabla 8.
Resumen Estadistico para Velocidad

Medio Curtosis
Estandarizada
MEA -0,68
PDA 0,09
Total -1,44
Medio  Recuento  Promedio  Desviacion  Coeficiente  Minimo Maximo Rango Sesgo
Estandar de Estandarizado
Variacion
MEA 5 2,79 0,07 2,34% 2,7 2,85 0,15 -0,49
PDA 5 2,14 0,09 4,26% 2 2,21 0,21 -1,12
Total 10 2,47 0,35 14,18% 2 2,85 0,85 -0,08

Analisis de varianza (ANOVA)

La tabla 9 presenta el analisis de varianza para la velocidad de crecimiento por medio de
cultivo, como se observa la tabla ANOVA descompone la varianza de Velocidad en dos
componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de grupos.
La razon -F, que en este caso es igual a 167.03, es el cociente entre el estimado entre
grupos Y el estimado dentro de grupos. Puesto que el valor -P de la prueba -F es menor
que 0,05; existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Velocidad,
entre un nivel de Medio y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
Se requiere de precision para determinar cuales medias son significativamente diferentes

de otras por lo que se seleccion6 Pruebas de Multiples Rangos para realizar el analisis.
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Tabla 9.
ANOVA para Velocidad por Medio

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 1,05 1 1,05 167,03 0,00
Intra grupos 0,05 8 0,01
Total (Corr.) 1,10 9

Tabla de medias

En la tabla 10 se presenta la tabla de medias, esta tabla muestra la media de Velocidad
para cada nivel de Medio. También muestra el error estandar de cada media, el cual es
una medida de la variabilidad de su muestreo. El error estandar es el resultado de dividir
la desviacion estdndar mancomunada entre el nimero de observaciones en cada nivel. La
tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estdn basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus

intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces.

Tabla 10.

Medias para Velocidad por Medio con intervalos de confianza del 95,0%.

Medio  Casos Media Error Est. (s Limite Limite Superior
agrupada) Inferior
MEA 5 2,79 0,04 2,73 2,85
PDA 5 2,14 0,04 2,08 2,20
Total 10 2,47
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Grafico de medias

En la figura 24, se presenta el grafico de medias. Como se observa no existe solapamiento
entre los intervalos de las medias por lo que se concluye que existe diferencia significativa

para la velocidad de crecimiento y los dos medios de cultivos.

Figura 24.

Gréfico de medias para velocidad

Medias y 95,0% de Fisher LSD

2,8

RE

2,6

Velocidad

2,4

2,2

LI BN L B B BB
| NI S T N |

MEA PDA
Medio

Prueba de maltiples rangos para velocidad por medio (Método: 95,0 porcentajes
LSD).

En la tabla 11 se presenta la prueba de rangos multiples, la misma aplica un procedimiento
de comparacion maltiple para determinar cuales medias son significativamente diferentes
de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par
de medias. Se ha colocado un asterisco junto a un par, indicando que este par muestra
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se han identificado dos grupos homogeneos segun la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas
entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. EI método empleado
actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada

par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Tabla 11.
Pruebas de Multiple Rangos para Velocidad por Medio, Método: 95,0 porcentajes LSD.

Medio Casos Media Grupos Homogéneos
PDA 5 2,14
MEA 5 2,79
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MEA -PDA * 0,65 0,12

*indica una diferencia significativa

En la figura 25 se presenta la técnica de medicion de la velocidad de crecimiento de

Psilocybe cubensis, la cual fue realizada utilizando una cinta métrica.

Figura 25. Medicidn de la velocidad de crecimiento de Psilocybe cubensis. (a) En sustrato
PDA'y (b) en sustrato MEA.
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3.4.3. Discusién

Para la medicion de la velocidad de crecimiento de la cepa de Psilocybe cubensis, en el
presente estudio se utilizé la metodologia publicada por Pineda et al., en el afio 2015
donde realizando la medicion del didmetro de las colonias en la placa, y dividiéndolo por
el tiempo de cultivo, se obtuvieron resultados 6ptimos y obtener el mejor medio de cultivo
para el desarrollo de las cepas. Asi mismo, esta metodologia ha sido utilizada también en
la medicion de crecimiento lineal de Pleurotus ostreatus, como lo reportan Pineda, en un

estudio similar en el afio 2014.

Es correcto afirmar que los medios de colonizaciébn normalmente afectaran a la
morfologia, crecimiento y color de las colonias, tanto si se forman estructuras particulares

0 Nno, y pueden determinar, incluso, si el hongo crecera o no.

Por otra parte, para el experimento presentado se obtuvo 2.79 mm/dia de crecimiento
lineal en el agar MEA obteniendo mayor crecimiento que en el agar PDA (2.14 mm/dia),
esto probablemente se debe a que el hongo Psilocybe cubensis logra asimilar de mejor
manera el Agar extracto de malta (MEA) por su composicion basada en un azlcar, a
diferencia del Agar dextrosa papa que se constituye basicamente de almidén y puede

presentar variaciones nutricionales para el crecimiento de algunas cepas.

Segun Anan Thawthong, en el afio 2014, el mejor medio de cultivo ampliamente utilizado
para el cultivo de hongos es el Agar de Dextrosa de Patata (PDA) por su buen crecimiento,
este resultado se puede contradecir de acuerdo a lo encontrado en el presente estudio

donde el mayor crecimiento fue observado en el Agar extracto de malta (MEA).

Sin embargo, también reportan que en los otros medios de colonizacidn también se puede
obtener crecimiento optimo como: El agar de sacarosa de papa (PSA), el agar de levadura

de dextrosa de patata (PDYA), el agar de extracto de malta (MEA), el agar de malta de
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levadura (YMA) y Mulasaki y Skoog (MS), medios que también se usan para cultivar
setas segiin Anan Thawthong.

3.5. Catalogo de cepas puras de Psilocybe spp.

El objetivo de este punto de la investigacion fue crear una herramienta que brinde a
estudiantes e investigadores un facil manejo de cepas nativas, puesto que contiene

informacién especifica para el uso de estas.

3.5.1. Uso de catélogo

La informacion de las cepas contiene: el nombre cientifico, el cédigo asignado, lugar de
procedencia, medio de cultivo, temperatura de crecimiento y conservacion de la cepa de
Psilocybe cubensis aislada en el laboratorio del CEBA. Ademas, se presenta otras cepas
del género Psilocybe identificadas por Paul Stamets.

3.5.2. Medios de cultivos

e Agar nutriente (AN)

e Glucosa, peptona y extracto de levadura (YPG)
e Papa Dextrosa Agar (PDA)

e Czapek Agar Dox

e Sabouraud Maltosa Agar (SMA)

e Czapek concentrado

e Czapek Extracto de Levadura Agar (CYA)

e Extracto de Malta Agar (MEA)

e 25 % Glycerol Nitrato Agar (G25N)

e Czapek Extracto de Levadura Agar con 20 % Sacarosa (CY20S)
e MRS liquido

e MRS solido
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e Medio B
e Tomado de (ICIDCA, 2003)

3.5.3. Medios y condiciones de cultivo de Psilocybe cubensis CEBA-SPE-PC-200317

Medio de cultivo

e Agar Extracto de Malta (MEA)
e Agar Papa Dextrosa (PDA)

Temperaturas de crecimiento

e Psilocybe cubensis: 24 - 25°C

Tiempo de incubacion

e Siete dias

Conservacion

e Por liofilizacion

3.5.4. Féormula medio de cultivo

Agar Papa Dextrosa (PDA)

e Papa deshidratada 250.0 ¢
e Glucosa 200 g
e Agar 150 ¢
e Agua destilada 1000.0 mL
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Agar Extracto de Malta (MEA)

e Extracto de maltaen polvo 200 g
e Peptona 10 ¢
e Glucosa 200 g
e Agar 200 ¢
e Agua destilada 750.0 mL

3.5.5. Suministro de cultivos

En el presente catadlogo se presenta una cepa nativa aislada en el laboratorio del CEBA.
El objetivo es que dicho material se encuentre, a futuro, a disposicién de aquellos que
trabajen en investigacion (medicina y afines en el caso de Psilocybe cubensis), produccion
con fines medicinales y que asuman la responsabilidad sobre el manejo y uso de la cepa.
Las cepas deberan estar debidamente selladas y etiquetadas con la informacidn necesaria
acerca de las condiciones de crecimiento, almacenamiento, manipulacion de la misma y

forma de recuperacion del cultivo liofilizado (ICIDCA, 2003).

3.5.6. Conservacion de los cultivos

Por el método de liofilizacion empleando el equipo “VirTis wizard 2.0”.

3.5.7. Identificacién

Identificacion molecular de microorganismos y la base de datos del GenBank en el

laboratorio especializado 1Dgen.

3.5.8. Deposito de cultivos

Se debe presentar una solicitud por escrito con toda la informacion del cultivo para su

posterior aprobacion una vez que se realicen los estudios necesarios.
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3.5.9. Precios de cepas y otros servicios

e Con fines investigativos: $40 USD
e Parala Industria; NO DISPONIBLE
e Con fines docentes: $60 USD

3.5.10. Listado de Psilocybe disponibles

En la tabla 12, se presenta un listado de hongos del géenero Psilocybe, incluido el aislado

en el presente trabajo de investigacion. Esta tabla servird como modelo para el catélogo.
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Tabla 12.

Listado de cepas de Psilocybe.

Medio
Especie Cadigo de Foto Fuente
Cultivo
. EBA-
Psilocybe ¢ PDA,
cubensis SPE-PC- MEA Autora
200317
Figura 26. Cultivo\de Psilocybe cubensis en
MEA y PDA.
Psilocybe % PDA, Paul
azurescens MEA Stamets
X Paul
Stamets
Psilocybe PDA,
baeocystis MEA
Paul
Psilocybe PDA, Stamets
X
cyanescens MEA

Figura 29. Carpéforos de P. cyanescens
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http://www.fungi.com/tl_files/V1/mushroom-gallery/Psilocybe Gallery/Psilocybe azurescens/3.jpg
http://www.fungi.com/tl_files/V1/mushroom-gallery/Psilocybe Gallery/Psilocybe baeocystis/1.jpg
http://www.fungi.com/tl_files/V1/mushroom-gallery/Psilocybe Gallery/Psilocybe cyanescens/2.jpg

Paul

PS|!0cybe PDA, Stamets
pelliculosa MEA
aars -
. Paul
Psllllocybet PDA, Stamets
semilanceata MEA
PsHocybe PDA,
sylvatica MEA Paul
Stamets
Pstl IO(t:y_l?e PDA, Paul
stuntzii
MEA Stamets
Psilocybe PDA,
weilii MEA Paul
Stamets

Figura 34. Carpaforos de P. weilii
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http://www.fungi.com/tl_files/V1/mushroom-gallery/Psilocybe Gallery/Psilocybe pelliculosa/1.jpg
http://www.fungi.com/tl_files/V1/mushroom-gallery/Psilocybe Gallery/Psilocybe semilanceata/2.jpg
http://www.fungi.com/tl_files/V1/mushroom-gallery/Psilocybe Gallery/Psilocybe silvatica/1.jpg
http://www.fungi.com/tl_files/V1/mushroom-gallery/Psilocybe Gallery/Psilocybe stuntzii/2.jpg
http://www.fungi.com/tl_files/V1/mushroom-gallery/Psilocybe Gallery/Psilocybe weilii/2.jpg

3.5.11. Descripcion de las cepas

Psilocybe cubensis

CEBA-SPE-PC-200317. Procedente del Centro de Ecuatoriano de Biotecnologia y

Ambiente (CEBA) Ibarra - Ecuador.

e Medio de cultivo de crecimiento: 3, 8

e Temperatura incubacion: 25 °C

e Medio de cultivo de mantenimiento y conservacion: 3, 8
e Temperatura de mantenimiento y conservacion: 4-8 °C

e Medio en el que obtiene mejor velocidad de crecimiento lineal: 8

3.5.12. Recuperacion de cultivos liofilizados

Se recomienda aplicar la metodologia de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo

(Escandino, 2017).
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3.5.13. Ficha de deposito de la cepa

BANCO DE RECURSOS GENETICOS MICROBIANOS (BRGM) FECHA DE INGRESO
FICHA DE CONTROL DE MICROORGANISMOS DEPOSITADOS CODIGO ASIGANDO
INFORMACION DEL MICROORGANISMO AISLAMIENTO
Nombre del cultivo: ¢El microorganismo se S|
Sinnimos: recepto aislado? NO
Nombre comin: Fecha de aislamiento:

Cadigo de la cepa:

Responsable del aislamiento:

Tipo de microorganismo: Método de aislamiento:

Cantidad/tipo de unidad: IDENTIFICACION
Lugar de procedencia: Responsable de la identificacion: |
Fecha de recoleccion: CONSERVACION
Sustrato del cual se recolecto: Medio de coservacion:

Caracteristicas morfoldgicas del microoorganismo: Temperatura de conservacion:

Otra informacion:

. Almacenamiento/ . N .

. o Aislamiento Repique Activacion del cultivo Otros*
Tipo de requerimiento: Reserva
* Especificar;

- i Almacenamiento | Investigacion Comercial Coleccion Otros*
Propdsito del requerimiento:
* Especificar:
Nombre/Institucion depositante:
Fecha de solicitud:
REVISO AUTORIZO Y APROBO

Figura 35. Formato de ficha de ingreso del microorganismo al BRGM (propuesta).
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

e Lograr el aislamiento de las cepas de hongos como los pertenecientes al género
Psilocybe spp, utilizando el método de aislamiento a partir del cuerpo fructifero
del mismo permite obtener mayor pureza de las cepas.

e La liofilizacion es uno de los métodos méas empleados para la conservacion de
microorganismos debido a sus numerosas ventajas, entre las que podemos resaltar

el mantenimiento de la viabilidad a largo plazo.

e Lacomparacion de caracteres morfoldgicos con claves taxondmicas y la busqueda
en la base de datos de la secuencia de ADN obtenida, son dos herramientas muy
importantes y especificas que permitieron identificar a la muestra analizada como

Psilocybe cubensis.

e Se determind que el mejor medio de cultivo para activar cepas liofilizadas de
Psilocybe cubensis es el Agar Extracto de Malta (MEA) ya que el micelio del
hongo presenta la mayor velocidad de crecimiento lineal.

e Se obtuvo informacion especifica como lugares de recoleccion, medios de cultivos
idoneos para el desarrollo de la cepa, temperatura y humedad, que permitieron
establecer un protocolo para aislar, identificar y caracterizar la cepa nativa
Psilocybe cubensis. Gracias a esto disefiar un catalogo de la cepa nativa Psilocybe
cubensis y otras correspondientes al mismo género; este representa una

herramienta para la ilustracién y capacitacion de la sociedad.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda ampliar la investigacion con el fin de identificar mas cepas de
Psilocybe spp., en otros sectores del pais y con esto enriquecer el banco de recursos

genéticos nativos ecuatorianos.

Ampliar los protocolos estableciendo estudios que permitan probar otros medios
de cultivo y nuevas técnicas de recuperacion de cultivo (como estimulacion
eléctrica de alto voltaje) para incrementar la velocidad de crecimiento y

produccidén de Psilocybe cubensis, y de méas cepas de hongos.

Realizar estudios sobre el efecto psicofarmaco de Psilocybe spp. como terapia

alternativa a la dependencia de drogas en el pais y el mundo.
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ANEXOS

Anexo 1. Informe N° A-018. Identificacién de la muestra aislada.

fw. De los Granados E14-285 v Eloy Alfaro
Teléforo: 0H989E82450
e-mail: idgen.ecuador@gmail.com

D Feovn e Medroder

R.ULC. 1713443479001

Informe de Resultados
Nombre del Proyecto: Fatricia Rosero- Identificacidn de basidiomiceto
Informe No.: A-018
Técnico Responsable: Ing. Maria Alejandra Oviedo

Fecha: 26/04/2017

Resultados.
% de % de
Muestra Lnﬁ;itud Calidad Ohrganismis Fragmento dentidad NEACcesitn
[Pb2/Nb2 | 616 65 | Psilocybe cubensis E 95  |Kue41701

Firma autorizada
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RLLC, 171322345001

& D los Granados E14-285 y Eloy alfaro
Teléfoma: (O5E5E2A50

en e-mail: Jggen COgOarEmall.com

s bogaom Urorrala

Detalle de Resultados
Momibre del Proyecto: Patricia Ot z-Identficackdn de basidiomiceto
Técnico Responsable: Ing. Maria Alejardra Oviedo
Fecha: 26042007

1. Estudio: ldentificacién molecular de microorganismes (ExtracciGn de ADN, Amplificaciin de
barcode, secuenciatidn estdndar, ensamblaje de productos de PCR y bisgueda en base de
datos).

Detalles técnicos

*  Muestras wiadas: Cultivos aeénicos de hongos creciendo &n agar,
*  Método de determinacidn: ldentificeddn malecular por barcoding.
+  Procedimiento:

o Los procesos de extracddn y amplificacion de ADN e describen en el detalle de
protooolos.

o Los productos de PCR fueron depurados previo a su seceenciacidn. El producto de
amplificaddn limpio v ks primers (TS5, T fueron utilizades para |
secuenciacion con e métods SANGERL

o 5 limpiaron y ensamblaron |28 secuencias obtenidas con el programa
bicinfarmdtico GENEIDUS

o Se compararon las secuencias ensarmbladas con la bage de datos de nucledtidas de
GenBank

Hesultados:

Fara la extracddn de ADN procedents ded cultive s& tomd 0.1 gr. de micelio procedente de la caja
de la muestra Psilocybe [PB2, NB2), adidonal se realiza una segunda siembra debido a la presenda
atrog hongod contaminantes posterior al periodo de incubacion.

La extraccidn de ADM por métodos comneencionales para |a muestra se realiza de micelio
previaments incubado, & ADN obtenido e dilupd hasta vna concentradon en un rangs de 15 a
0ng/ul, previo & su utilizacién en la PCR. Los resultados de |a amplificacisn peeden observarse en
la figura 1.

Se obtuvieron 4 secuencias gue fueron ensambladas en GENENDUS v dieron como resultado una
secuencia consenso, utilissda para la bisqueda de BLAST en GenBank. Los resultades de |a
bisgqueda indicaron uwna identidad del 9% con Poulocybe cubersis con mimero de sooesion
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Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro
Teléfono: 0998982450
e-mail: idgen.ecuador@gmail.com

Lhrmficncsim Melecaler R.U.C. 1713443479001

Figura 2. Amplicén del fragmento ITS visualizados en un gel de Agarosa 2%.C+: Control positivo, C-: Control negativo,

Ladder: Ladder 1Kb.

Conclusiones:

1.

Es necesario el uso de tratamientos enzimaticos, adicionales al método convencional de
extraccion de ADN, para un aumento en la concentracion y calidad de ADN del extracto, lo que
mejora la eficiencia de la PCR; evidenciandose en la mejora de calidad del amplicén durante el
proceso de secuenciacion.

La busqueda en la base de datos Genbank, de la secuencia obtenida permitié identificar a la
muestra analizada (PB2/NB2) como al basidiomicete Psilocybe cubensis.
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Anexo 2. Protocolo para la secuenciacion de ADN total genomico.

Direccion: Av. De los Granados E14-285 vy Eloy Alfaro
en Teléfono: 0998982450  e-mail: idgen. ecusdor@gmail com

i et ket RWLC. 1713443470001  web: idgen-ecuador.com

petalle de protocolos
Proyecto: Secusnciacion de ADM totzl gendmico provenients de tejido fingico.
Fecha: 25/10/2017
Técnico responsable: Ing. Alexis Vela Arias
Desarrollo:
Diagrama de flujo:

El siguiente diagrama de flujo esta verificado y estandarizado por los responsables técnicos y
cientificos del laboratorio de diagnostico e identificacion molecular IDgen.
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1. Buiffer de s |
-
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PN

Fig-1: Diagrama de flujo para &l procesas de extraccion de ADN y secsencacion de los fragmentas [T5 —EFLa.

Todos los protocolos detallados en el presente docurmnento fueron desamollados y probados por el
labroratorio IDgen. Este documento es de uso exclusivo para informacidn, se prohibe su uso para la
replicacion de protocolos v su reproduccion total o parcial.

86



RULC. 1713443473001  web: idgen-ecuador.com

Direccicn: &v. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro
en Teléfono: 0998982450  e-mail: idgen ecuador@email.com
lamnfoods M

1.

composicdon del Buffer de Lisis optimizado para micelio.

El siguiente buffer de lisis fue estandarizado y probado por el laboratono IDgen.

2.

Manitol

Tris HCl

EDTA

HNacl

CTABO.B%

salrkosyl

b-mercaptoethanal 0,2% (v/v)

Protocole de extraccion de ADN de micelio.

El siguiente protocolo de extraccion fue estandarizado v probado por el laboratorio IDgen.

3.

Mediante raspado en placa, se toma 0,1 gramos de micelio y 52 lo coloeca en tubos libres de
DMAsa y RNasa, previamente adecuados con esferas de rompimiento.

agitar muestra en el bead beater a su maxima potenda por 0,5 minutos.

Adicionar 500 pl de tampon de extraccion con Proteinasa K.

Incubar en bafio Maria por 120 minutos a 65 "C.

anadir 500 pl de Fenol:Cleroformocisoamilalcohol (25:24:1) y homogenizar la muestra.
centrifugar las muestras durante 5 minutos a 14500 gravedades.

El sobrenadante cbtenido es puesto en un nuevo tubo estéril de 1,5 mL [libre de DNAsa y
RMasa).

4l extracto se afiadid un volumen igual de etanol absoluto frio, 150 pl de acetato de sodio 3
y 300 pl de etancl al 70% para precipitar el ADM. (La mu=stra se dejd enfriar a -20 °C duranta
toda la noche).

centrifugar durante 10 minutos a 14500 gravedades y se eliming el sobrenadante.

Secar los tubos en la camara de flujo laminar durante media hora.

Resuspender el pellet obtenido con 100 pl de agua estéril y libre de nudeasas, se adiciono 1.5
unidades dz ARMSa y & inCubo durante 20 minwtos 3 37 "C.

Pare verificar la calidad del ADM se realizc una electroforesis en gel de Agarosa al 1%y s2 utilizo
un low mass ladder para determinar la concentracion de ADN de la muestra. adicionalmente
se confirma estos resultados mediante &l uso del nanodrop.

Las muestras son almacenadas a -20 *C, hasta su uso.

Ensamblaje de PCR.

El siguiente protocolo de ensamblaje de PCR fue estandarizado y probado por el laboratorio I1Dgen.

La PCR fue ensamblada bajo cabina de bioseguridad con un flujo positivo, ¥ 2n wn termo blogue a -5
g, se utilizaron tubos PCR de 2000l para realizar el ensamble.

El siguiente cuadro detalla los reactivos usados durante el ensamble de la PCR por reaccion.

Todos los protocolos detallados en el presente documento fueron desamollados y probados por el
laboratorio IDgen. Este documents es de uso exclusivo para informacian, se prohibe su uso para la
replicacion de protocolos v su reproduccion total o parcial.

87



i Fbani fzvreden 0 heradis

Los primers universales [T54 e TS5 fusron utilizados para amplificar los fragmentos IT5.

Direccion: Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro

Teléfono: 0998982450  e-mail: idgen. ecuador & email .com

RJULC. 1713443475001

weh: idgen-ecuador . com

Concentracion final

Feactive Volumen [ul)
[25uL wolumen final)
GreenGo Tag 2x 125 1%
Primer Forward [Subd) 2.5 SO0mkA
Primer Reverse (Suh) 25 SO0mhkA
Agua PCR 45 [ —
ADN (1530 ng — 70 ngj 3 Sng—20ng

Los protocolos de termeocidado se describen a continuacion:

ITS: 95 °C par 3 min; 31 ciclos de 94 °C por 30 5, 50 °C por 45 5,y 72 °C por 1 min 30 5; 72 °C por 7 min;

¥ 4 °C en espara.

Finalmente, los amplicones fueron obsernvados mediante una electroforesic en gel de agarosa 2% y
comparados con un ladder 18b para verificar el tamano del amplicon.

Los preductos de PCR fueron adecuados y enviados a secuenciacion, para su posterior ensamblaje y
depuracion mediante el programa bicinformatico Geneiuos.

Firma autorizada

Francisco Flores PhoD.

Todos los protocolos detallados en el presente documento fueron desamollados y probados por el
laboratorio IDgen. Este documents es de wso exclusivo para informacion, se prohibe su uso para la
replicacicn de protocolos y su reproduccion total o parcial.
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Anexo 3. Ensamblaje de la cadena de ADN de Psilocybe.
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Anexo 4. Analisis proximal y de minerales totales de la muestra de Psilocybe cubensis.
Informe 18-002
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ABSTRACT

Psilocybe spp. is a hallucinogenic mushroom used ancestrally for its neurotropic properties
that give it a magic-religious character; these properties are granted by the tryptamines such
as psilocybin, psilocin, baeocystin, ni-baeocystin, norbaeocystin, aeruginascin; useful in the
treatment of psychiatric disorders and in the pharmaceutical industry. There is limited
knowledge about the strains purification protocol, which hinders the success of the
operation. The objective of this work is to describe the process of obtaining pure strains of
Psilocybe spp. for industrial purposes, through an extensive literature review, to promote
the valuation of Ecuador's native biodiversity. The purification of Psilocybe spp. strains,
presents several phases: collection, isolation, identification, characterization and
conservation. The most important phases are identification and conservation; the first which
depends on the proper allocation of properties and potentialities; the second because the
viability and genetic stability of the strains depend on it. As a consequence, the result was

that the isolated strain was identified as Psilocybe cubensis with 99% genetic identity.

In this work, the strain of P. cubensis was lyophilized to conserve the species in the long
term. This protocol consists of a sublimation process at pressures of 200 atm for freezing

and 300 atm for drying, at a temperature that varies between -50 and 30 ° C.

The Psilocybe cubensis production process varies depending on the type of fermentation, it
can be Solid State Fermentation or Liquid State Fermentation, with the first being the most
used. The most efficient growth medium for mycelial growth is used within this scaling
process. Therefore, the objective of this experiment is to select the growth medium that

allows the highest activation speed of lyophilized strains of Psilocybe cubensis. As a result,
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lyophilized strains were activated in two growth medium under study: PDA and MEA. It
was found that the best to activate lyophilized strains of P. cubensis is the Malt Extract
Agar (MEA), with an activation speed of 2.79 mm / day. It was stated with a confidence
level of 95%, the effects of each growth medium on the strain activation speed with high

statistical differences.

The strains catalog proposal was based on the Microbial Strains Catalog of the Cuban
Sugar Cane Research Institute, ICIDCA, and consists of: application for the deposit of

strains and information sheet of the strain to be deposited in the BRGM.

Key words: Psilocybe cubensis, identification, conservation, growth medium,

fermentation, strains, activation rate, viability, industrial potential, ICIDCA, BRGM.
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