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O pesquisador desenvolveu os protocolos de multiplicagcdo e producédo de
biomassa de Psilocybe cubensis, fundamental para a extragcdo dos compostos
psilocibina e psilocina como orginalmente proposto no projeto. Todas as
atividades foram desenvolvidas com extrema dedicacao e competéncia. O
pesquisador interagiu com varios grupos de pesquisa no Brasil e no exterior
para conseguir desenvolver as técnicas pretendidas. Ao final, foi capaz de criar
protocolos para isolamento, identificacdo e multiplicagdo de Psilocybe
cubensis altamente eficientes. Como grande estudioso e conhecedor da
biologia de fungos, teve um papel muito importante no grupo de pesquisa
instruindo os demais pesquisadores sobre as diferentes estruturas, tecidos e
particularidades reprodutivas desses organismos. O relatorio esta bem
redigido e demonstra a corre¢cdo dos métodos utilizados e a relevancia dos

resultados obtidos devendo, em nossa avaliagcao, ser aprovado.
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Atividades na producéo de micélio e cogumelos dos fungos Psilocybe

cubensis

1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos historicos

Ao longo dos anos, metabdlitos secundarios de plantas, fungos e bactérias tém constituido um
grupo de moléculas particularmente valioso para o desenvolvimento direto de drogas e produtos
biotecnologicos. Em muitos casos, estas moléculas serviram também como prototipos e
compostos lideres para o design de agentes terapéuticos por meio de métodos de modificacéo e
sintese quimica, que proporcionaram a obtencao de drogas com poténcia e estabilidade superiores,
além de outras propriedades desejadas para agentes farmacolégicos.

Uma utilizacdo menos comum para estes tipos de metabdlitos esta relacionada ao tratamento
de doencas do sistema nervoso central. Neste contexto, duas moléculas produzidas por fungos, a
psilocibina e seu derivado psilocina, tém recebido muita atencdo nos ultimos anos por seu
potencial para o tratamento de doencas como depressdo, ansiedade e dependéncia quimica
(Nichols, 2020) [1]. Os primeiros registros europeus a respeito dos efeitos farmacologicos da
psilocibina e psilocina remontam a época da conquista espanhola, quando o frade espanhol
Bernardino de Sahagun viajou a chamada "Nova Espanha™ (atual México) e conduziu estudos
etnograficos onde sdo encontradas referéncias ao Teonanacatl (Carne de Deus), o cogumelo
sagrado da Mesoamérica. De modo geral, estes cogumelos somente foram seguramente
identificados a partir da década de 1930, sendo, a partir de entéo, classificados como pertencentes
a espécies do género Psilocybe, Panacolus, Stropharia, Panaeolus, Conocybe, Gymnopilus,
Pluteus e Panaeolina (Cody, 2008; Derosa & Maffioli, 2014; Tyls et al., 2014) [2-4]. Contudo, a
psilocibina somente foi purificada e identificada no final da década de 1950, quando Hofmann et
al. (1958a) [5] cristalizaram e nomearam esta substancia a partir de estudos com amostras

desidratadas do cogumelo Psilocybe mexicana. Posteriormente, a estrutura da psilocibina foi
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determinada por meio de sua sintese quimica total (Hofmann et al., 1958b) [6]. Assim, foi possivel
atestar que a psilocibina (O-fosforil-4-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina) é solGvel em &gua e
determinar outras caracteristicas quimicas deste composto, como, por exemplo, seu peso
molecular (248.248) e temperatura de fusao (224 °C) [6]. Albert Hofmann também identificou a
presenca de uma psilocibina defosforilada nas amostras por ele estudadas, que foi denominada de
psilocina (4-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina). Esta molécula, por sua vez, apresenta uma menor
solubilidade em agua em comparacao com a psilocibina, porém é mais resistente a decomposi¢éo

em temperatura ambiente.
1.2. Propriedades farmacoldgicas e mecanismo de a¢do da psilocibina e psilocina

Tanto a psilocibina quanto a psilocina (Figura 1) sdo alucindgenos, ou seja, substancias que,
mesmo em pequenas doses, sdo capazes de alterar a percep¢édo da realidade de uma pessoa de
maneira dramatica e imprevisivel, sem, no entanto, causar estimulacdo psicomotora ou depressédo
nem alterar o nivel de alerta, atencdo, memoria ou orientacdo (Cody, 2008) [2]. Embora
classificadas como alucindgenas, estes compostos nao necessariamente causam "alucinagdes" no
sentido estrito do termo, isto é, percepcao de algo inexistente ou sensa¢des oniricas em individuos
despertos. De maneira geral, estes compostos se distinguem em relacdo a outras drogas
psicoativas por ndo causarem dependéncia e, portanto, por ndo interferirem no mecanismo de
recompensa mesolimbico, o que faz com que tais moléculas sejam consideradas drogas

fisiologicamente seguras (Nichols, 2004; Katzung et al., 2012) [7-8].
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Figura 1 - Estrutura molecular da psilocibina e psilocina.

Entre as drogas alucindgenas, a psilocibina e a psilocina sdo mais precisamente classificadas
como moléculas serotonina-like (indolalquilaminas) tendo, portanto, uma agdo agonista em
relacdo ao receptor de serotonina 5-HT2A, que é bastante expresso nos dendritos apicais das
células piramidais do cortex. Uma vez que a psilocibina possui um grupo fosfato, ela é mais
solivel em &gua do que a psilocina (Ballesteros et al., 2006) [9]. Portanto, a psilocina é mais
prontamente absorvida no trato gastrointestinal de ratos, o que sugere que este composto possuli
uma biodisponibilidade maior do que a psilocibina (Eivindvik et al., 1989) [10]. Estudos
farmacocinéticos em animais demonstraram que apenas 50 % da psilocibina marcada
isotopicamente com C* ¢ absorvida ap6s administracéo oral, sendo posteriormente distribuida de
forma uniforme pelo corpo, incluindo o cérebro (Hopf & Eckert, 1974) [11]. Contudo, estudos in
vivo envolvendo ratos mostraram que a psilocibina é rapidamente hidrolisada no estdmago e
intestino, o que significa que grande parte ou mesmo a totalidade destas moléculas é convertida e
absorvida como psilocina (Eivindvik et al., 1989) [10], a qual, por sua vez, possui como uma de
suas caracteristicas a facilidade de transpor a barreira hematoencefalica (Horita & Weber, 1961b;
Horita and Weber, 1962; Hasler et al., 1997) [12-14]. Este achado é refor¢ado pela observagdo
que atesta que quantidades equimolares de psilocibina e psilocina produzem efeitos psicotropicos
qualitativos e quantitativos similares em humanos (Passie et al., 2002) [15]. Desta forma, a
psilocibina pode ser considerada uma pro-droga ou pré-farmaco, visto que seus efeitos bioldgicos

decorrem basicamente pela sua conversdao em psilocina.



<0-FCA &

FEPRAIF

FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
UNESP | BOTUCATU

Quanto ao mecanismo de acdo, estudos envolvendo técnicas de imageamento cerebral apds
administragdo oral de psilocibina mostraram que esta molécula produz um aumento global do
metabolismo de aglcar no cérebro, com um significante em determinadas regides do cortex. Este
aumento do metabolismo cerebral foi correlacionado positivamente com um estado psiquico
alucinatério caracterizado pela modificacdo de tragos relativos a personalidade, sugerindo,
portanto, que a ativacgao do receptor 5-HT2A leva a uma atividade metabolica hiperfrontal similar
aquela associada a episddios psicéticos agudos tipicos de esquizofrenia cronica (Vollenweider et
al., 1997) [16]. De forma similar, Gouzoulis-Mayfrank et al. (1999) [17] demonstrou que a
psilocibina aumentou a taxa de metabolismo de glicose em regides corticais frontotemporais, 0
que reforca a capacidade desta molécula de ativar o cortex cerebral de forma geral. Outra
importante atividade da psilocibina e psilocina esta relacionada a seus efeitos em regifes-chave
do cérebro que promovem a sinalizacdo e comunicacdo neuronal. Estes hubs cerebrais sao
localizados em regifes anatdmicas centrais conectadas a redes neuronais que participam de uma
série de tarefas cognitivas e afetivas relacionadas a comunicacdo e ao estado destas redes. De fato,
varios estudos empiricos e computacionais apoiam a hipotese de que certas regides cerebrais sao
cruciais para integrar informac6es que servem de base para varios aspectos de funcGes cognitivas
complexas (Nichols, 2020) [1]. Assim, ao regular a atividade desses hubs cerebrais especificos
por meio de ajustes de perfusdo, a psilocibina foi capaz, por exemplo, diminuir a atividade e
conectividade de regides cerebrais associadas a estados de depressao (Carhart-Harris et al., 2012a,
2012b) [18,19]. Ademais, a psilocibina e a psilocina, assim como outras substancias alucinégenas,
parecem reduzir de forma geral a estabilidade e a integridade de redes neuronais bem
estabelecidas, reduzindo, simultaneamente, o grau de segregacéo entre elas. Desta ideia decorre
que o fato de que estas substancias promovem um estado cerebral onde hd uma maior repertério
de conexdes conectividade que sdo estabelecidas e rompidas ao longo do tempo. Portanto,
alucinégenos com a psilocibina e a psilocina ndo apenas levam a uma maior aleatoriedade de
estados cerebrais, como também permitem a formacao de conexdes funcionais mais intensas e

topologicamente distantes daquelas encontradas normalmente do cérebro (Petri et al., 2014) [20].
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1.3. Estudos clinicos envolvendo a psilocibina e a psilocina

Diversos estudos clinicos tém sido realizados ao longo das ultimas décadas envolvendo a
psilocibina e seu derivado metabdlico psilocina. Inicialmente, apds a identificacdo e sintese da
psilocibina em 1960, a empresa Sandoz Pharmaceuticals comecou a distribuir comprimidos
contendo 2 mg de psilocibina sob o nome comercial de Indocibina™ como adjuvante de drogas
voltadas para psicoterapia. De 1960 a 1980 houve mais de 100 relatos publicados sobre a
psilocibina, incluindo desde relatos aneddticos de uso humano até analises e estudos bioquimicos.
Depois de um interregno de alguns anos, houve um aumento significativo, em meados da década
de 1990, de trabalhos relacionados aos efeitos da psilocibina e psilocina na percep¢do e emogéo
humanas, além de diversos estudos sobre psicofarmacologia. Entre eles estdo 112 estudos
relatados a administragdo de psilocibina em humanos, incluindo ensaios terapéuticos recentes
referentes ao tratamento de depressdo, ansiedade e transtornos derivados do uso abusivo de
substancias. Como um dos exemplos mais destacados, é possivel citar o trabalho de Moreno et
al. (2006) [21], que relataram resultados de um estudo envolvendo a psilocibina e nove individuos
portadores de transtorno obsessivo-compulsivo (TOC). Os autores deste estudo observaram que
0 uso destas moléculas mostrou-se seguro e foi associado a reducfes nos sintomas centrais do
TOC em varios individuos. Por sua vez, Griffiths et al. (2006) [22] administraram psilocibina a
30 voluntarios em um estudo randomizado controlado por placebo e relataram que, apds dois
meses, 0s voluntarios que fizeram uso da psilocibina manifestaram um incremento na sensa¢do
de satisfacdo pessoal e espiritual, que foi atribuida a mudancas nas atitudes e no comportamento
atestadas por observadores da comunidade em que estas pessoas viviam. Os participantes também

alegaram perceber um aumento do senso de apreciacao estética, imaginac&o e criatividade.

Outro destaque € dado ao trabalho de Grob et al. (2011) [23], o primeiro a fornecer reais
evidéncias do efeito terapéutico da psilocibina. Neste estudo foram recrutados doze adultos com
cancer em estagio avangado e que apresentavam sintomas severos de ansiedade. O desenho
experimental controlado por placebo envolveu a administragdo oral de uma dose moderada de
psilocibina (0,2 mg/kg) e os dados obtidos demonstraram uma redugéo significativa dos sintomas
de ansiedade apds um a trés meses de tratamento, acompanhada de uma melhora de disposicao e
humor em seis meses de tratamento. O proximo ensaio terapéutico relatado foi realizado por

Johnson et al. (2014) [24], que envolveu um estudo piloto onde doses orais de 20 mg/70 kg ou 30
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mg/70 kg de psilocibina foram administradas durante o curso de um tratamento antitabagismo.
Este trabalho envolveu a participacdo de 15 pacientes psiquiatricos fumantes saudaveis
dependentes de nicotina com média de seis tentativas anteriores de abandono do consumo de
cigarros e que fumavam, em média, 19 cigarros por dia durante uma média de 31 anos de
consumo. Os dados deste estudo indicaram que a psilocibina pode ser um adjuvante
potencialmente eficaz para modelos de tratamento de tabagistas por diminuir de forma

significativa os efeitos da abstinéncia.

Os estudos mais citados envolvendo o emprego de psilocibina foram relatados em dezembro
de 2016 e envolveram o tratamento assistido por psilocibina de pacientes com cancer. Um destes
trabalhos, conduzido por Griffiths et al. (2016) [25], foi um estudo randomizado, duplo-cego, que
tinha como objetivo avaliar os efeitos da psilocibina em 51 pacientes com cancer e sintomas de
depressdo e/ou ansiedade. Neste caso, uma dose alta de psilocibina (22 ou 30 mg/70 kg) produziu
uma diminuicdo significativa dos sintomas de depressdo e ansiedade, além de promover uma
melhora na qualidade de vida dos pacientes relacionada a um incremento de sentimentos de
otimismo e diminuicdo de expectativas negativas ligadas a possibilidade de morte. Estas
mudancas sustentaram-se durante um periodo de seis meses, com cerca de 80 % dos participantes
continuando a mostrar reducdes clinicamente significativas nos sintomas de depressdo e
ansiedade. Finalmente, resultados similares foram relatados por Ross et al. (2016) [26], que
realizaram um estudo onde uma dose Unica de psilocibina (0,3 mg/kg) associada a psicoterapia
foi capaz de promover uma répida, robusta e duradoura acdo de medicamentos ansioliticos e
antidepressivos em pacientes com cancer e estresse psicolégico. A psilocibina também levou a
uma diminuicdo da desmotivacdo e desesperanca relacionadas ao cancer e proporcionou, de modo
geral, um aumento da sensacdo de bem-estar espiritual e qualidade de vida. Ap6s um periodo
aproximado de seis meses, aproximadamente 60 % a 80 % dos participantes continuaram
apresentando reducdes clinicamente significativas na depressdo ou ansiedade, bem como uma

atitude mais positiva em relacdo a possibilidade de morte.

Assim, com base nos exemplos acima citados, fica claro o potencial da psilocibina e da
psilocina para o desenvolvimento de drogas naturais ou sintéticas para o tratamento de uma
grande diversidade de doencas psiquicas. Esta possibilidade fica ainda mais clara devido ao fato
de que, em 2018, a FDA (Food and Drug Administration), a agéncia reguladora do uso de drogas
dos Estados Unidos, concedeu o status de “breakthrough therapy” (terapia inovadora) ao

tratamento com psilocibina de transtornos de depressao resistente a drogas desenvolvido pela
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empresa Compass Pathways Ltd. Posteriormente, a FDA também concedeu este mesmo status ao
tratamento baseado no uso de psilocibina do Transtorno Depressivo Maior (TDM) oferecido em

carater experimental pelo Usona Institute (https://www.usonainstitute.org/research/).
1.4. Os fungos produtores

O fungo Psilocybe cubensis (e Psilocybe galindoi) pertencem a familia Strophoriaceae, orem
Agaricales. Esta familia é caracterizada por basidiocarpos que variam de pequenos e delicados
a grandes e robustos. O pileo destes cogumelos é bem pigmentado e macio. Os esporos
apresentam uma coloragdo escura, variando do violeta escuro ao ferrugineo escuro. Seus
basididésporos se tornam marrons quando em contato com hidréxido de potassio (KOH 5%), com

paredes espessas e um poro germinativo bem evidente.

Fungos desta familia sdo encontrados em madeiras em decomposi¢do e esterco de gado,
especialmente em campos abertos, pastagens, jardins e pantanos. Eles ndo formam associagao
micorrizica. O género Psilocybe tem 144 espécies no mundo, onde 81 sdo alucindgenas. A

espécie Psilocybe cubensis é a mais famosa (conhecida).

O fungo Psilocybe cubensis produz cogumelos que apresentam efeitos alucinégenos quando
ingeridos. Estes efeitos sdo causados pelos compostos psilocibina (PB) e psilocina (PC). Uma
caracteristica destas espécies é a reacdo azulada (Bluing Reaction) que ocorre quando a estipe
do cogumelo é esmagada entre os dedos, ou quando ele é seco. Este fato é devido a
hidrolizagdo da psilocibina em psilocina, a qual entdo oxida em anel quindide (o qual tem

coloracéo azul).

2. OBJETIVOS DO PROJETO

O presente projeto esta sendo desenvolvido em parceria e financiamento da NeoLumina, uma
empresa do grupo Emerald. Participam deste projeto diversos pesquisadores da UNESP do
Botucatu e Bauru, com as mais diversas especialidades no ramo da quimica. O objetivo central
do projeto é sintese de um analogo do composto Psilocibina, de modo que este possa ser
patenteado e utilizado em programas de tratamento de pacientes com doencgas cerebrais, como

Parkinson e Alzheimer.

Como objetivos parciais especificos deste programa de pés-doutorado pode-se citar:
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e Desenvolvimento de metodologia de produgéo massiva de cogumelos dos fungos do
género Psilocybe;

e Desenvolvimento de metodologia para maior producdo de Psilocibina nestes
cogumelos;

e Desenvolvimento de metodologia para maior producao de micélio dos fungos com alta

concentracao de psilocibina, facilitando sua extracao.

O presente relatorio pretende descrever as experiencias do pés-graduando na producéo de
micélio e cogumelos do referido fungo, apontando as dificuldades encontradas e os métodos

desenvolvidos para sua superacao.

1. MATERIAIS E METODOLOGIA

PARTE 01 - Aquisi¢do dos fungos e primeiros testes

A aquisicdo de exemplares de fungos do género Psilocybe, principalmente Psilocybe cubensis,
foi uma tarefa dificil. Poucos pesquisadores de instituicdes de pesquisa com fungos possuiam
exemplares bons, dentre estes podendo citar o Instituto Botanico de Sao Paulo, o IAC e o

Instituto Bioldgico.

A primeira aquisi¢do ocorreu quando o autor encontrou uma loja virtual denominada de jardim
Etnoboténico, localizado na Grande S&o Paulo. Trés representantes foram comprados, sendo
duas linhagens de Psilocybe cubensis (Cambodian e TKSSS) e uma espécie de Panaeolus, o
P. cyanescens. Os fungos foram entregues no dia 4 de mar¢o de 2022. Os fungos Psilocybe
foram encaminhados na forma de suspensdo de esporos (25mL) no interior de uma seringa
(Figura 01). O Fungos Panaeolus foi entregue na forma de esporos secos envoltos em papel

aluminio.

Figura 01 — Suspenséao de esporos dos fungos comprados para cultivo de Psilocybe.

10
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O género Panaeolus pertence a familia Coprinaceae (Ordem Agaricales) e apresentam
membros que séo venenosos, causando efeitos alucindégenos (Alexopoulus et al, 1996).
Presenca de psilocibina tem sido relatada em algumas espécies deste género, mas ndo em

outras. Esta é a razao pela qual este espécime foi incluido neste estudo.

Uma vez que a suspensédo de esporos havia chegado, o proximo passo foi a transferéncia e
cultivo deste fungo em meios de cultura. Paratal utilizou-se o meio BDA (Batata-dextrose-agar).
Levando em consideracdo que a Ordem do fungo € formado por decompositores de celulose,
escolheu-se realizar o crescimento em meio agar também contando serragem fina, como fonte

primaria de celulose.

As fotos abaixo demonstram o estado da serragem utilizada na confec¢cdo dos meios de

cultura.

Figura 02 — Serragem em diferentes granulometrias para confec¢édo dos meios de cultura.

Os meios foram vertidos em placas de plastico e, apés solidificacdo, uma gota da suspensao
foi inserida na parte central da placa. A gota foi entdo espalhada sobre a superficie da placa
utilizando uma alca de Drigalski. Esta transferéncia foi realizada dia 08/03/2022. As placas
foram incubadas em condi¢des de laborat6rio, no escuro.

11
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Figura 04 — Inoculagcdo do meio
pela deposicdo de uma pequena
gota da suspenséo da seringa na
parte central.

Resultados preliminares do cultivo

Todas as placas que receberam a gota de suspensdo da seringa apresentam forte
contaminagdo por bactérias, aos 7 dias ap0s a inoculagdo (12 de margo) (Figura 05). O
vendedor foi comunicado e uma nova leva de microrganismos foi adquirida.

12
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Figura 05 — Contaminacdo dos meios
de cultura por bactérias.

Aquisicédo dos novos fungos

Uma nova leva contendo Psilocybe cubensis TKSSS, Psilocybe galingoi e Panaeolus
cyanescens foi adquirida no dia 17 de margo de 2022. A entrega ocorreu em 48 horas apos a
compra. Além da tentativa de isolar do fungo em meio BDA, diversos substratos foram testados
como meio para o cultivo do fungo. Entre os substratos, iniciou-se pelos compostos por

serragem, bagaco de cana, casca de arroz, fibra de coco e casca de pinus.

O substrato foi inserido dentro de sacos plasticos (resistentes ao calor), opacos, com 18 x 18
cm de tamanho e fechados com um chumaco de algodao e barbante (Figura 06). Os substratos
foram medidos de acordo com sua capacidade de absorcdo de agua: 82,5% para serragem,
102% para casca de arroz, 137% para bagaco de cana, 65.6% para fibra de coco e 23,3% para

casca de pinus.

Todos os substratos foram umedecidos com 70% (em relacdo a absorcao total) e autoclavados

a 120°C e 1 atm de presséo por 20 minutos.

A inoculacéo do substrato ocorreu pela transferéncia do contetdo das seringas em condicdes
de camara de fluxo laminar. A agulha foi inserida no saco plastico e o buraco resultante foi
fechado com Parafilm (Figura 07). No caso do Panaeolus cyanescens a inoculagéo foi realizada
pela transferéncia de alguns esporos para o interior dos casos plasticos, usando uma al¢a de

platina.

13
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Picture 07 — Inoculation of bags
containing the substrates for fungi
growth under sterilized conditions.

Picture 08 — Incubation of growth
bags under total dark and
temperature of 27°C (the lights were
kept on only for the picture to be taken)

14
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Isolamento dos fungos em BDA e AA

A nova leva de fungos Psilocybe cubensis TKSSS, Psilocybe galindoi e Panaeoulus cyanescens
foi também isolado em AA e em BDA. Ambos os meios que receberam o Psilocybe
apresentaram novamente contaminacao por bactérias, o que levanta duvidas sobre a viabilidade
do produto. O meio contando os esporos de Panaeoulus apresenta um bom crescimento
micelial.

No entanto, pequenas colbnias puderam ser isoladas da grande massa bacteriana e transferidas
para outras placas contendo meio de cultura. Em pouco tempo, coldnias limpas foram sendo

obtidas nestes meios e estdo prontas para os testes de crescimento.

Preparo do substrato em placas de plastico

Cinco sacos plasticos foram preenchidos com substratos diversos conforme descrito
anteriormente. Todos os substratos receberam umidade suficiente para atingir 70% de sua
capacidade de absor¢édo. Os sacos foram autoclavados a 120°C e 1 atm de pressao por 20
minutos. Apos resfriamento, o conteddo dos sacos foi vertido para placas de plastico estéreis,

havendo pequena adensamento do material no interior das placas (Figuras 9 e 10).

O liquido no interior das seringas foi utilizado para inocular os substratos, inserindo pequenas
gotas na superficie do material. O teste foi realizado com o fungo Psilocybe cubensis TKSSS e

a inoculagéo ocorreu no dia 22 de margo de 2022.
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Figura 09 — Placas de plastico com
casca de arroz

Figura 10 — Placas de plastico com
casca de Pinus.

Figura 11 — Placas contendo o0s
diferentes substratos de casca de
Pinus, casca de arroz, bagaco de
cano, serragem.

Resultados preliminares do cultivo

N&o houve crescimento micelial do fungo nos substratos devido a duas razfes basicas:

e Primeiro, a umidade estava muito baixa
e Segundo, o substrato utilizado ndo apresenta uma fonte imediata e disponivel de energia

(carboidrato) para iniciar o crescimento do fungo.
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A conclusao é que uma nova fonte de energia € necessaria para o crescimento do fungo, em
vez de utilizarmos apenas os substratos a base de celulose. Todas as placas foram

descartadas e o experimento foi finalizado.

Em 11 de margo de 2022 realizamos a inoculagéo de sacos contendo substratos diferentes.
Apo6s certo periodo de incubagdo, os sacos foram abertos para induzir a formagdo dos

cogumelos.

Figura 12 — Sacos abertos para
exposicao a luz.

N&o houve crescimento micelial nos substratos a base de celulose e nenhum cogumelo foi
produzido. A conclusé@o deste experimento é que os fungos presentes na seringa nao foram
capazes de crescer nestes substratos. Os sacos foram descartados e o experimento
finalizado.

PARTE 02 -

Nesta segunda etapa do projeto, iniciamos os trabalhos com uma reunido que o Dr. Jeremy
Baker marcou com a Dra. Christine Smith, da Lambert Spawn, a qual é especializada na
producdo de Spawn (micélio usado na producdo de cogumelos) em Oyster Mushroom e
Agaricus. A reunido ocorreu no dia 8 de marco (Horario Brasilia) e estavam presentes o DR.
Edivaldo Velini, Dr. Christiano, Dr. Rafael da Unesp. A Dra Christine propés que deveriamos
utilizar sementes como fontes de carboidrato no cultivo do fungo e levantou a ideia de que a
producédo de micélio poderia ser mais vantajosa para extracao da psilocibina do que a producéo
dos cogumelos. A Dra Christine também confirmou que a exposicao dos fungos ao frio e a luz
pode induzir & formacao dos cogumelos.
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A producao de grandes quantidades de micélio se tornou agora parte dos planos de cultivo de
Psilocybe cubensis, e ambas as técnicas (basidiocarpo e micélio) serdo testadas a partir de

agora no projeto.

Os substratos a base de celulose foram autoclavados no interior de sacos plasticos de polietileno
de alta densidade com 70% de umidade (70% do poder de embebicdo) a 120°CC e 1 atm de
pressédo por um periodo de 20 minutos. ApOs seu resfriamento, o interior dos sacos plésticos foi
transferido para placas de plastico sob condic6es de camara de fluxo laminar. A quantidade
utilizada por placa néo foi padronizada, sendo esta suficiente para cobrir toda a superficie da
placa. Sobre o substrato foi depositado um pequeno volume de BDA para umedecer e quase
cobrir o substrato.

Figura 13 — Mistura de substratos a base de celulose e BDA

O meio foi mantido dentro da camara de fluxo laminar até sua solidificacéo e entdo um pequeno
disco de micélio foi transferido para o centro da placa. As placas foram mantidas sob condic6es

de auséncia de luz a 25°C para desenvolvimento do fungo.

A mesma metodologia de cultivo foi utilizada para o fungo Psilocybe cubensis em um novo
recipiente. O novo recipiente € produzido com aluminio, o que permite que seja esterilizada na

autoclave.
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Figura 14 — Substratos a base de celulose em bandejas de aluminio.

As bandejas de aluminio foram preenchidas com os substratos. Cada placa recebeu um volume
de BDA que foi suficiente para cobrir a superficie da placa e o substrato. As bandejas de aluminio
foram inseridas em sacos plésticos os quais foram fechados com um plug de algodéo e barbante.
As bandejas no interior dos sacos plasticos foram autoclavadas a 120°C e 1 atm de pressao por
20 minutos. Apos a autoclavagem, as placas foram mantidas em uma superficie limpa por duas
horas para resfriamento e solidificacao.
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Figura 15 — Insercdo de BDA nos substratos a base de celulose em bandejas de aluminio.
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Figura 16 — Bandejas de plastico envolvida em saco plastico para autoclavagem.

Os sacos plasticos foram abertos dentro da camara de fluxo laminar e um fragmento de micélio
foi transferido para a superficie de cada meio. Os sacos foram entéo fechados com um plug de
algoddo novamente e entdo incubados em condicdes de escuro a 25°C.

As bandejas de aluminio foram analisadas em 4 de abril para checar se houve algum crescimento
micelial. Os pesquisadores observaram um forte crescimento micelial sobre os substratos. Quatro
bandejas de aluminio foram entdo abertas em condicdes estéreis, 0 micélio sobre o substrato foi
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fragmentado com uma agulha estéril e os fragmentos foram incorporados com o resto do

substrato. Os sacos foram entao fechados e novamente incubados no escuro a 25°C.

Em 18 de abril de 2022, foi observado que o fungo apresentou um excelente crescimento micelial
sobre a mistura de gréos dentro das placas de plastico. O micélio apresentou uma coloracao
branca e cotonosa (Figura 17).

Figura 17 — Aspectos do crescimento micelial do fungo sobre os substratos a base de

celulose com BDA.

Algumas placas foram submetidas a condi¢cBes de refrigerador por 6 horas e entdo submetidas a
temperatura ambiente (25C) e luz constante para induzir a formacdo dos cogumelos. Outras
placas foram submetidas a condi¢cdes de baixas temperaturas (-2°C) por duas horas e entédo
submetidas as mesmas condi¢cdes como os outras placas. Todo dia uma borrifada de agua foi
aplicada sobre as placas para manter a umidade do micélio. Ndo houve producdo de

cogumelos.
Parte 03

Uma nova metodologia de preparacdo de meio foi testada usando misturas de gréos e substratos
a base de celulose para aumento do seu contetdo nutricional. Trés diferentes misturas foram

testadas no interior de sacos autoclavados. Estas misturas foram:

e Mistura 01 — 40 g de sementes de girassol, 40 g de quirela de milho, 10 g de palha de
arroz, 10 g de bagacilho de cana, 40 g de esterco bovino;

o Mistura 02 - 40 g de sementes de girassol, 40 g de quirela de milho, 40 g de esterco bovino,
80 g de casca de Pinus;

e Mistura 03 - 40 g de sementes de girassol, 80 g de quirela de milho, 20 g de esterco bovino,
40 g de casca de Pinus;
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Todas as misturas foram embebidas em agua por um periodo de 4 horas. O excesso de agua

foi eliminado e os sacos foram autoclavados a 120°C e 1 atm de pressao por 20 minutos.

Figura 18 — Sacos contendo as misturas
para esterilizagdo.

Figura 19 — Misturas contendo
sementes de girassol no interior dos
sacos.

Apo6s 3 horas de absorcédo de agua, a mistura de substratos liberou uma agua escura que
estava em excesso. Esta 4gua escura poderia conter nutrientes do esterco que estao sendo
perdidos. Talvez, a maneira correta seria inserir o esterco apds as sementes estarem prontas
(embebidas).

A inoculacéo dos substratos (misturas) foi realizada pela transferéncia de um fragmento de
miceélio cultivado em BDA para o0s substratos no interior dos sacos plasticos, sob condi¢cdes
estéreis. Apos a colonizagdo dos sacos, o substrato foi agitado para incorporar o micélio em
meio aos gréos. Este procedimento foi realizado a cada trés dias. A inoculag@o ocorreu em
13 de marc¢o de 2022.
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Figura 20 — Sacos com as trés misturas
para cultivo do fungo.

Alguns dias apés a inoculacdo dos sacos plasticos, em 18 de mar¢o de 2022, ficou evidente
um forte odor de material em degradacéo. Este odor foi proveniente dos fungos crescendo
em meio de sementes. Nao foi observado contaminagéo bacteriana, e o odor pode ser um
resultado normal do processo de fermentagdo ou mesmo um inicio de contaminagdo
bacteriana devido ao baixo fluxo de oxigénio, o que causaria crescimento bacteriano em
alguns pontos do substrato. Este fato poderia causar o cheiro desagradavel. Foi observado

gue dois sacos foram a fonte do odor desagradavel e foram descartados.

O resto dos sacos plasticos foram abertos sob condi¢cdes estéreis e o substrato em seu
interior foi misturado para permitir maior fluxo de ar. Os sacos foram novamente fechados e

foram dispostos de forma horizontal para permitir melhor aeragdo do meio.

Apos alguns dias os sacos foram abertos e submetidos a condigdes de luz continua. Apos
dois dias ficou clara a presenca de um forte odor e uma consisténcia de encharcamento no
material. Ficou evidente que os sacos plasticos criaram condigdes anaerdbicas em algumas
partes do substrato, o que provocou a formagdo do odor desagradavel. Moscas foram
também detectadas no interior dos sacos, atraidas pelo odor desagradavel, provavelmente.
Os sacos foram descartados e o experimento foi finalizado.

Uma nova metodologia de preparacdo do Spawn foi testada em placas estéreis de plastico
usando uma mistura de grédos como fonte de substrato. A mistura de sementes de aveia,
milho e girassol, na proporcdo 1:1:1 (250 ml cada) foi fervida em agua no micro-ondas por
um periodo de 4 minutos. O excesso de agua foi descartado, os gréos foram inseridos dentro
dos sacos plasticos e autoclavados a 120°C e 1 atm de presséo por 20 minutos. Os graos

foram entdo transferidos para placas estéreis na quantidade necessaria para cobrir sua
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superficie. Pequenos pedagos de micélio de Psilocybe cubensis TKSSS, Psilocybes
cubensis Cambodian e Panaeoulus cyanescens, cultivados em BDA, foram transferidos para
estas placas. As placas foram fechadas com parafilm e incubadas sob escuro constante a

25°C. A transferéncia foi feita em 13 de marco de 2022.

Figura 21 — Mistura de graos no
interior das placas.

Figura 22 — Diversas placas contendo a
mistura de grdos a ser testada.
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Figura 23 — Placas contendo a mistura
de grdos inoculada com o fungo
Psilocybes cubensis e Panaeolus
cyanescens incubados no escuro a 252C.

Um novo meio foi entdo testado, baseado no conceito de que o fungo Psilocybe cubensis
(ou outra espécie) cresce e se reproduz em esterco de gado deixado em pastagens.
Provavelmente deve haver alguns nutrientes ou substancias no esterco que sédo importantes

para o crescimento e producéo de basidiocarpos do fungo.

Foram utilizadas trés novas misturas de material organico para testar a producéo de micélio

e, provavelmente, de cogumelos do Psilocybe.

e Mistura A: Esterco (60% = 180g) + Milho (20%= 60g) + Bagaco de cana (20%=60g)
e Mistura B: Esterco (70% = 210g) + Milho (20%= 60g) + Bagaco de cana (10%=30g)
e Mistura C: Esterco (80% = 240g) + Milho (15%= 45g) + Bagaco de cana (5%=15g)

O material permaneceu imerso em agua por trés horas e entéo foi filtrado. Desta vez o teor
de umidade pareceu muito alto em alguns sacos plasticos. Trés sacos de cada mistura foram
confeccionados e autoclavados a 120°C e 1 atm de presséo por 30 minutos. A inoculagéo
foi realizada em 19 de abril de 2022, usando o micélio que se desenvolveu nas placas de
plastico contendo uma mistura de graos. Apoés 2 dias (21 de abril) o substrato no interior dos
sacos foi misturado para quebrar o micélio e os sacos mantidos novamente nas mesmas

condi¢cBes de incubacao. Os sacos foram incubados no escuro a 25°C por 14 dias.

Um novo ensaio foi conduzido onde o substrato foi incubado no interior de badejas plasticas.
As bandejas foram esterilizadas com solu¢éo de hipoclorito de sédio por um periodo de 24
horas. O substrato composto por esterco bovino, casca de pinus, vermiculita e grados de
milho e girassol, todas na mesma propor¢do, foi autoclavado em sacos plésticos e
transferidos para as bandejas plasticas sob condigbes de camara de fluxo laminar (Figura
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24). Os substratos foram inoculados com fragmentos de micélio produzidos em meio BDA,
0s quais foram incorporados no substrato. As bandejas foram incubadas em quarto escuro,
e o substrato foi homogeneizado a cada trés dias. O principal objetivo destas bandejas foi
aumentar a aeracao para o crescimento fungico. No entanto, apés alguns dias, foi observado
gue algumas moscas se encontravam dentro das bandejas e frascos, o que indicava a

auséncia de condicdes estéreis no interior dos recipientes.

Figura 24 — Novo método de producao de micélio e cogumelos de Psilocybe cubensis and

Panaeoulus cyanescens.
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Figura 25 — Frascos plasticos de producdo de micélio de Psilocybe e Panaeolus.

Pode-se concluir que os sacos plasticos com substrato sdo a melhor metodologia para
producédo de micélio do fungo (spawn), e que as bandejas ou frascos plasticos poderiam ser

utilizados numa segunda etapa do processo de producéo de cogumelos.

Em 2 de maio de 2022, o fungo Panaeolus iniciou a producéo de cogumelos nos substratos
presentes no interior dos recipientes plasticos. Os substratos eram compostos por uma
mistura de grdos, vermiculita, esterco e casca de pinus (como cobertura). O Psilocybe

cubensis iniciou a producdo um pouco mais tarde.

Figura 26a — Producéo inicial de cogumelos de Panaeoulus cyanescens em condi¢Bes de

laboratério em 2 de margo de 2022.
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Figura 26b — Cogumelos de Panaeoulus cyanescens em condi¢des de laboratorio em 4 de

marco de 2022.

Figura 26¢c — Cogumelos de Panaeoulus cyanescens em condi¢des de laboratorio em 7 de

marco de 2022

Os cogumelos foram colhidos e armazenados no interior de tubos Facon sob condi¢gbes de
freezer (-20C). Os cogumelos foram enviados a Botucatu para os testes de extragdo de
compostos. Alguns frascos apresentaram contaminagdo com larvas de insetos e foram
descartados. Provavelmente o material utilizado na segunda fase de producdo deveria
também ser autoclavado. O que foi observado é que a estipe dos cogumelos estavam
alongadas devido, provavelmente, a baixa intensidade luminosa. O crescimento diferencial
foi denominado de estipe epileada por Kitamoto et al (1974). Neste caso o pileo ndo se
desenvolve bem e a estipe de torna alongada. Nao ha informacdes a respeito do efeito desta
deformacédo na concentracdo de psilocibina.
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Nesta nova etapa da pesquisa, 0s principais objetivos serdo aumentar a producdo dos
cogumelos e desenvolver uma técnica de facil producdo de micélio e seu armazenamento.
Isso seréd importante para a avaliagdo da psilocibina no micélio dos fungos Psilocybe e

Panaeolus, o qual tem sido controverso com relagéo ao seu potencial de producéo.

Producédo de micélio em discos de papel

Discos de papel filtro (7 cm de didametros) e frascos Erlenmeyer contendo 250 ml de BD
foram autoclavados a 120°C e 1 atm de presséo por 20 minutos. No interior da camara de
fluxo laminar (condi¢des estéreis) os discos de papel foram inseridos no meio de cultura
liguido e entdo depositados em placas de plastico estéreis contendo agar solidificado. O

proposito do agar foi a manutengéo da umidade do papel.

O papel foi inoculado com um fragmento de micélio cultivado em meio BDA. As placas foram
incubadas a 26°C e 12 horas de luminosidade diaria até que 50% da superficie do papel

tenha sido colonizada (Figura 27).

Figura 27 — Metodologia de cultivo de fungos em discos de papel.
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Os resultados demonstraram que o micélio cresceu sobre o pedaco de papel. A quantidade
de nutrientes presos no papel ndo foi suficiente para que o micélio crescesse sobre ele,
apresentando, portanto, uma grande variabilidade de resultados (Figura 28). O procedimento

nao apresentou os resultados esperados e ndo serd utilizado para producéo de micélio.

Figura 28 — Desenvolvimento micelial (variagdo) sobre os discos de papel embebidos em

meio BD.

Producgéo de cogumelos (Novo teste)

Uma grande quantidade de Spawn (micélio crescendo em gréos) foi produzida usando uma
mistura de gréos no interior de sacos de polietileno fechados com um plug de algodé&o e
barbante. O micélio produzido pertence as duas espécies de fungo estudadas no momento
(Psilocybe cubensis e Panaeolus cyanescens). Os sacos plasticos foram mantidos sob
condi¢Bes de laboratdrio até que o micélio colonizasse todo o substrato. O micélio colonizado
foi depositado no interior de bandejas de aluminio envoltas em sacos plasticos fechados
com plug de algodao. Desta forma pretende-se eliminar o problema de contaminacdo com

insetos e micoparasitas.

A mistura do micélio e do substrato foi realizada na propor¢éo de 1:1 (objetivando acelerar

a colonizacao). As figuras abaixo apresentam os materiais utilizados e os recipientes.
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Figura 29 — Bandejas de aluminio, substratos e micélio utilizados na metodologia de

producéo.

Uma vez que o fungo colonizou todo o substrato e formou uma massa de micélio branco
sobre este, os sacos foram abertos e o fungo induzido a produzir cogumelos mediante a
mistura com novo substrato n&o esterilizado. As bandejas contendo o micélio foram irrigadas
diariamente, depositando agua sobre o miceélio até que ocorresse a percolagdo pelos orificios
basais da bandeja.
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Figura 30 — Bandejas sem sacos plasticos ap6s mistura com novo substrato.

O fungo Panaeolus cyanescens foi o Gnico a iniciar a producdo de cogumelos em 4 de julho
de 2022 (Figura 31). O desenvolvimento dos cogumelos foi observado durante todo o

periodo até sua maturacgéo (Figuras 32,33 e 34).

Figura 31 — Producéo inicial de cogumelos de Panaeolus nas bandejas de aluminio em 4

de julho de 2022.
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Figura 32 — Maior desenvolvimento dos cogumelos de Panaeolus nas bandejas de aluminio
em 5 de julho de 2022.

No caso do Psilocybe cubensis, o fungo cresceu no substrato por aproximadamente 30 dias,

guando entdo comecgaram a aparecer os primeiros cogumelos (Figuras 33

Figura 33 — Cogumelos de silocybe em inicio de formacéo.

Os cogumelos produzidos foram avaliados sob uma lupa, onde fotos das estruturas
principais de identificacdo da espécie foram obtidas (Figura 34), como o annulus e a reacao

de coloracdo azulada (bluing reaction),
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Figura 34 — Cogumelos de Psilocybe cubensis em diferentes tamanhos (esquerda);
cogumelo de Psilocybe com annulus e lamelas unidas a estipe (direita).

Figura 35 — Reacdo de azulamento (Bluing reaction) em cogumelos de Psilocybe

cubensisapoés aplicacdo de estresse mecanico.
Um fato interessante é a observacdo de um crescimento micelial diferenciado

anteriormente a emissdo dos basidiocarpos (cogumelos) (Figura 36). Este crescimento
micelial se assemelha a corddes de algodao enrolados e agrupados em 4 a 5 fragmentos.
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Figura 36 — Crescimento micelial diferencial de Psilocybe cubensis anteriormente a

formagéo dos cogumelos.

A Tabela 01 apresenta as medidas dos cogumelos produzidos em meio e junho de 2022

usando a técnica apresentada neste capitulo.

Tabela 01 — Altura e diametro do pileo dos cogumelos de Psilocybe cubensis produzidos.

Cogumelo Altura (cm) Diametro pileo (cm)
1 5,0 19
2 3,0 2,3
3 3,5 2,0
4 4,0 1,0*
5 5,5 2,0
6 4,5 15
7 4,5 15
8 3,0 0,5*

*pileo deformado, formado préximo & parede do frasco.

Problemas observados durante a fase de formacéo dos cogumelos

O maior problema observado foi a contaminacdo do substrato por outros fungos,

principalmente devido ao aumento da umidade. A Figura abaixo apresenta o crescimento de

um mofo verde (provavelmente Penicillium) crescendo sobre o substrato com micélio dos

fungos.
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Figure 37 — Cresciento de mofo verde sobre o substrato colonizdo por Psilocybe

cubensis.

Producgao de micélio em novo meio agar

O proposito deste novo ensaio foi avaliar novos meios para serem inseridos nas técnicas de
producdo de micélio (spawn), objetivando um crescimento mais rapido e intenso. Ambas as
espécies de cogumelos foram cultivas em meios sélidos (dgar) compostos por farinha de
arroz, farinha de aveia ou a mistura de ambas. A concentracdo de ambos os compostos foi
de 60 g por litro de agua. Quando foram misturados, cada componente do meio foi utilizado
na concentracdo de 30 g por litro. ApGs autoclavagem, os meios foram depositados em

placas de plastico e um disco de micélio foi depositado no centro da superficie do &gar.

O Psilocybe cubensis apresentou um forte e denso crescimento micelial em todos 0os meios,
mas houve grande variancia nos resultados. Algumas placas apresentaram um crescimento
fraco, o que pode ser devido a variagdo na concentragcdo das substancias em cada placa,
uma vez que a suspensao ndo pode ser mantida homogénea durante todos o processo de

vertimento do meio (Figura 38).

Os meios de arroz e aveia podem ser bons complementos para os meios de producdo de
micélio (Spawn) na producéo de cogumelos. Estas substancias, nao isoladamente, mas em
mistura com graos, podem promover melhores condi¢cdes nutricionais para a producéo de

micélio.
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Figura 38 — Crescimento micelial de Psilocybe cubensis em meio de aveia e farinha de arroz.

Producgao de micélio e cogumelos em copos de poliestireno

Micélio produzido em substrato de graos (interior de sacos plasticos) foram misturados com
esterco de gado e casca de pinus e inseridos em copos de poliestireno. Os copos foram
furados na base para escoamento do excesso de umidade. Os copos foram entdo mantidos

sob 12 horas de fotoperiodo diario e irrigados com agua de torneira.

Apoés alguns dias, uma vez que ndo foi observado micélio ou houve a formacgéo de
cogumelos, os copos foram cobertos com saco plastico para aumentar os niveis de umidade
(Figura 39). Foi observado que neste tamanho do recipiente, a perda de umidade era muito
rapida, promovendo um alto estresse ao crescimento do fungo. Talvez recipientes maiores

possam manter mais constante a umidade do substrato, permitindo um melhor

desenvolvimento do micélio.

Figura 39 — Copos contendo a mistura de micélio com o substrato.
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N&o houve producgéo de cogumelos ou mesmo de micélio em quantidade significativa que

justificasse a utilizac@o desta técnica.
Novos Testes

Baseado nos resultados obtidos até o momento, novas técnicas de cultivo dos fungos foram
testadas, tendo como principal alteracdo o recipiente de cultivo. Estes recipientes,
confeccionados com aluminio ou plastico, eram menores, mais profundos ou mesmo bem

maiores que as bandejas utilizadas até o momento (Figura 40). O objetivo foi determinar se

a producéo estava de alguma forma relacionada com a forma e tipo do recipiente.

Figura 40 — Recipientes utilizados no cultivo dos fungos Psilocybe e Panaeolus apds mistura

do micélio com o substrato para producdo de cogumelos.

Neste teste, pela primeira vez, houve obtencdo de uma maior quantidade de cogumelos de
Psilocybe cubensis. Um fato interessante é que, em alguns potes, os cogumelos
apresentaram rachaduras na superficie do pileo. Estas rachaduras devem ser consequéncia

da presenca da casca de pinus sobre a superficie do micélio.
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Figura 41 — Cogumelos de Psilocybe produzidos nos potes de aluminio.
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O fungo Panaeolus cyanescens produziu maiores quantidades de cogumelo do que o
Psilocybe, e dados puderam ser obtidos pela avaliagdo numérica e peso dos cogumelos

(Figuras 42 e 43).

Panaeolus cyanescens

354

Number of mushrooms

5. Paneolus cyanescens

Mass of mushrooms (g)

Figura 42 - Producéo de cogumelos de P. cyanescens no primeiro experimento com 0s
novos recipientes.
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Figura 43 - Producéo de cogumelos de P. cyanescens no segundo experimento com 0s
novos recipientes.

Apesar de atingir a producdo de quase 30 cogumelos em um unico recipiente, houve muita
variacdo entre os diferentes recipientes, sendo que em alguns ndo houve producdo de

qualquer cogumelo.

Em uma repeticdo deste experimento, decidiu-se utilizar sacos de formagédo de mudas de

plantas florestais para cultivo dos fungos. Estes recipientes apresentam baixo custo e facil
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aquisicdo, o que tornaria economicamente mais viavel a producdo dos fungos. Ambos os

fungos foram testados para producéo de cogumelos em sacos de mudas. O procedimento é

semelhante ao realizado com as bandejas.

2 ™
y 5 R |
- 5 ) RO i,

Figura 44 — Recipientes utilizados para teste de produgcédo de cogumelos em Panaeolus e

Psilocybe.

Apbs a deposicao do substrato colonizado nos recipientes, os mesmos foram cobertos com
fina camada de palha de arroz e vermiculita. Os recipientes foram irrigados diariamente, e

deixados sob condic¢des de laboratorio a 25°C e 12 horas de fotoperiodo.

O cultivo em sacos plasticos de produgédo de mudas de plantas florestais, e a cobertura do
substrato colonizado com vermiculita apresentou um bom efeito na produgéo de cogumelos
de Panaeolus cyanescens (Figura 45). O mesmo nado correu com a palha de arroz. Pelo
observado, a cobertura com vermiculita permite a passagem da agua, evitando sua retencéo
e também permite uma maior aera¢do do substrato. Um fato interessante observado foi a
formacao de cogumelos a partir de orificios existentes nos sacos para eliminacéo do excesso

de umidade.
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Figura 45 — Producdo de cogumelos de Panaeolus cyanescens em sacos de mudas de

plantas florestais com cobertura de vermiculita.

Testes realizados em 2023

Os novos testes em 2023 iniciaram com a producéo de Spawn em frascos Erlenmeyer e em
sacos plasticos pequenos, fechado com plug de algod&o. A producdo foi realizada em
mistura de gréos de girassol, arroz e quirela de milho (Figura 46) devidamente esterilizados

em autoclave.
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Figura 46 — Producao Spawn em sacos plasticos e erlenmeyers contendo mistura de graos

de arroz, milho e girassol.

Os gréos, apos totalmente colonizados, apresentaram crescimento cotonoso de coloragéo
branca. Estes foram entdo depositados no interior de sacos plasticos contendo substrato
composto por esterco bovino, humus de minhoca e serragem de eucalipto. Os substratos
também receberam uma colher de carbonato de calcio. A grande variagdo desta nova
metodologia foi que os sacos com substrato, apds inoculacdo com o Spawn, nao sofreram
homogeneizagéo. Outra variagdo significativa foi que os casos foram acondicionados dentro
de outros sacos de producdo de mudas de coloracdo negra, para evitar entrada de luz e

permitir o desenvolvimento do micélio em condic¢des escuras (Figura 47).

Figura 47 — Saco de substrato acondicionado no interior de sacos de mudas para evitar

exposicao a luz do micélio.

O crescimento do fungo nestes sacos com substrato foi muito bom, com alta producédo de

micélio de coloracdo esbranquicada (Figura 48). Os sacos foram entdao abertura em sua
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parte superior, e um anel de plastico foi posicionado de modo a manter o saco aberto para

uma possivel emergéncia dos cogumelos (Figura 49). Os sacos foram acondicionados em

ambiente de laboratério a 25°C e 12 horas de luz.

Figura 48 — Crescimento micelial do Psilocybe cubensis em sacos de plastico com o

substrato em condi¢des de auséncia de luz, apés 25 dias.

Figura 49 — Sacos com Psilocybe cubensis abertos para emergéncia dos cogumelos.

Apesar do crescimento micelial ter sido muito satisfatério, ndo houve producao significativa
de cogumelos com excecdo de poucos cogumelos pequenos de Panaeolus. Os sacos
plasticos ndo permitem que a agua saia e, portanto, acabam por criar uma condicao de
anaerobiose no meio. Esta condicdo permite a proliferacao de bactérias e causa a morte do
fungo pela auséncia do oxigénio (Figura 50).
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Figura 50 — Fermentacdo anaerobica causada pelo excesso de agua nos substratos.

Uma outra hipotese testada foi a possibilidade de producdo de cogumelos a partir
unicamente do Spawn produzido em graos. O micélio foi produzido em grédos no interior de
pequenos sacos plasticos fechados com plug de algodao. Ap6s completa colonizacdo os
sacos foram abertos, aspergidos com &agua e submetidos a 12 horas diarias de luz

fluorescente (Figura 51).

Figura 51 — Sacos com
Spawn abertos sob a luz.

Nao houve producdo de cogumelos ou mesmo maior crescimento de micélio nos sacos

abertos. A inconstancia da umidade provocou a morte do fungo.

Nova hipétese testada foi o envolvimento do micélio produzido em pano de juta, visando
aumentar o fluxo de ar em toda a superficie do micélio. O substrato colonizado foi retirado
do saco de cultivo e envolto em pano de juta como uma bala de coco (Figura 51). As
extremidades foram amarradas com barbante, conjunto foi irrigado pelo borrifo de agua em

sua superficie e submetido a 12 horas de luz diariamente.
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Figura 52 — Inducéo da producédo de cogumelos pelo envolvimento do micélio de Psilocybe
cubensis em sacos de juta.

Apesar do crescimento micelial ter ocorrido, ndo houve producéo de cogumelos, mesmo
guando submetidos a condi¢cdes de alta umidade (envoltos em sacos plasticos). Com o
tempo, o micélio comegou a escurecer e morreu. Provavelmente este procedimento ndo é

condi¢do necessaria para induzir & producao de cogumelos.
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Aquisicao de novos Genétipos

No comeco dos trabalhos com os fungos produtos de psilocibina, foram adquiridas duas
espécies (3 linhagens): Psilocybe cubensis Cambodian, Psilocybe cubensis TKSSS e
Panaeolus cyanescens. Uma vez que a metodologia testada n&o permitiu a producdo de
cogumelos, decidiu-se pela aquisicdo de novas linhagens ou espécies: Psilocybe cubensis
M2020, P. cubensis Ecuador, P. cubensis BAPE e Psilocybe galindoi em 6 de outubro de
2022.

Os fungos foram repicados em placas de plastico contendo meio BDA. A placa originaria da
colénia original recebeu a denominacdo de R1. As recentes repicagens a partir desta

receberam as denominacdes de R2 e R3. N&o foram utilizadas repicagens superiores a R3.

Figura 53 — Aquisi¢éo de novas linhagens do fungo Psilocybe.

A producdo de Spawn e micélio destes novos fungos seguiram a mesma metodologia
realizada para os isolados TKSSS e para o fungo Panaeolus cyanescens. No entanto, agora
decidiu-se por manter os sacos de substrato posicionados de forma horizontal, aumentando

a area de contato do substrato com o oxigénio presente no saco plastico (Figura 54).
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Figura 54 — Novo posicionamento dos sacos para crescimento micelial dos fungos.

Reunido com a Lambert Spawn

Foi realizada reunido entre o pesquisador do projeto da Emerald (Robinson Luiz Pitelli) e a

equipe da Lambert Sapwn, representada pela Dra. Christine Smith.

A reunido foi dividida em duas partes. Na primeira parte participaram Jim DeMesa, Rick
Mcintyre, Leo, Christine Smith, Jeff Cretty, Gaetano Morelo, Jeremy Baker e o pesquisador
brasileiro Robinson Luiz Pitelli. Na segunda parte participaram somente a Dra Christine e

Robinson para discusséo de assuntos técnicos.
Dentre os pontos discutidos destacam-se o0s seguintes:

e Aumentar a presenca de compostos ricos em energia nos substratos, como o melago
de cano ou agucar mascavo;

o Producao de um fluxograma apresentando as etapas e procedimentos realizados no
laboratorio para producgédo dos fungos;

e Emissdo de um relatério de atividades bi-semanal.

Um novo substrato foi elaborado contendo como constituintes: bagaco de cana, humus de
minhoca, aglcar mascavo e agua. A producdo de Spawn também sofre alteracdo em seu
substrato, o qual agora contem gréos de arroz, girassol, milho e aveia. A umidade foi mantida
a 60& (p/p).

Meios de cultivo liquido também foram confeccionados para avaliar a producao de micélio

dos fungos e permitir a analise de sua concentracao de psilocibina. Esta metodologia é
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essencial, uma vez que fica praticamente impossivel avaliar estes compostos em presencga

de fragmentos de meio ou sementes.

Uma vez que nao foi adquiro até o momento um agitador de meio (mesa agitadora) o
experimento foi realizado com cultivo em meio liquido sem agitacdo. Apesar de permitir o
crescimento, a falta da correta oxigenagdo do meio impede um bom desenvolvimento

micelial. O crescimento do micélio foi expressivo, mesmo sem a agitacdo necessaria.

it

Figura 55 — Meio liquido composto com agucar mascavo.

O micélio foi coletado em peneiras plasticas descartando-se o excesso de meio. O micélio
coletado foi depositado sobre papel filtro para retirar excesso de umidade e posteriormente
pesado em balanca digital. Os dados de producéo para cada 100 mL de meio estdo

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 02 — Peso fresco de micélio de Psilocybe cubensis e P. galindoi produzidos em meio

liquido.
Fungo Peso fresco do micélio (g) por 100 mL
P. cubensis M2020 8,26
P. cubensis M2020 7,24
P. galindoi 7,69
P. galindoi 3,05
P. cubensis BAPE 571
P. cubensis BAPE 6,33
P. cubensis Ecuador 6,55
Fungos Peso fresco (g) em 700 mL
Total 44,83 g
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A producé@o de micélio em meio liquido também foi testada em condicdes de placas de
plastico. O meio liquido foi vertido nas placas e deixado esfriar dentro da camera de fluxo
laminar. Apds resfriado, um disco de micélio de 0,9 cm foi depositado na parte central da
superficie do meio. O mesmo foi deixado dentro da camara de fluxo para crescimento

micelial.

O micélio produzido foi retirado com auxilio de uma espatula ou alca de platina e depositado
em um papel filtro para retirada do excesso de humidade (Figura 56). O material foi pesado
em seguida. Cada placa contém um volume de meio aproximado de 22,7 mL. Os resultados

estdo apresentados na tabela a seguir.

Figura 56 — Psilocybe cubensis produzido em placas contendo meio liquido.
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Tabela 02 — Peso fresco (g) de micélio produzido em meio liquido no interior de placas de

plastico.
Fungo Placal Placa 2 Placa3 Placa 4 Total
P. cubensis BAPE 1,54 1,35 1,37 1,25 5,49
P. cubensis Ecuador 2,22 1,45 1,75 1,62 7,04
P. cubensis Cambodian 1,88 2,15 1,63 - 5,66

Extrapolando para um volume previsto de 1000 mL de meio de cultura, os fungos P. cubensis
BAPE e fungos P. cubensis Ecuador produziram quantidades de micélio equivalentes a 60,4
(até 62,3) g e 77,5 g, respectivamente.

Novos Testes com Cobertura (Casing)

Neste caso, os fungos apds colonizar o substrato no interior dos sacos plasticos, foram
acondicionadas em pratos de aluminio e cobertos com diferentes tipos de substancias. O
termo utilizado para descrever as substancias que cobrem o micélio € CASING. Os materiais
utilizados como casing foram: Sphagum, casca de arroz, feno de Coast Cross, fibra de coco

e serragem de eucalipto (Figura 57).

A serragem é uma 6tima cobertura pois permite a passagem de ar e nao forma uma barreira
fisica a emergéncia do cogumelo. No entanto este material provoca a atragéo de insetos que

podem contaminar o produto.

A serragem é muito facil de dispor sobre o substrato e ndo representa barreira fisica. Pode
vir a ser uma barreira luminosa se colocada em maiores quantidades. A fibra de coco
apresenta os mesmos problemas discutidos para a serragem, mas sua disposi¢do sobre o

substrato é dificil.

O Sphagun forma uma barreira mecéanica e luminosa ao crescimento do fungo e emissao de
cogumelos. Sua capacidade de absor¢éo de 4gua também provoca dificuldade na passagem
do ar, o que ocasiona &reas de anaerobiose, causando a morte do fungo. A casca de arroz,
além de apresentar-se como barreira luminosa ao fungo, € relatada como tendo efeitos

antifangicos principalmente quando carbonizada.
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Figura 57 — Tipos de “casing” utilizados na cobertura do substrato colonizado por Psilocybe
cubensis.

As figuras abaixo apresentam os resultados obtidos com o0 uso das coberturas de feno de
capim, fibra de coco e serragem. As coberturas de casca de arroz e Sphagum néo

promoveram qualquer resultado positivo com relagdo a emissédo de cogumelos.

Figura 58 — Cogumelos de P. cubensis Ecuador (esquerda) e BAPE (direita) formados em
substratos contendo coberturas de fibra de coco e feno de capim.
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No total, os cogumelos produziram uma massa de 19,3 g, os quais foram macerados em
nitrogénio liquido, armazenados em freezer a -20°C e, posteriormente, encaminhados ao
laborat6rio do NUPAM em Botucatu (UNESP) para adequagéo dos métodos de analise dos

teores de psilocibina (Figura 59).

Figura 59 — Coleta e maceragdo em nitrogénio liquido dos cogumelos produzidos.

Nova reunido com a Lambert Spawn

Nova reunido foi marcada com a Dra Christine Smith da Lambert Spawn. O objetivo foi
discutir métodos de producao de cogumelos e micélio de Psilocybe cubensis.

Dentre os pontos discutidos, destacam-se 0s seguintes fatos:

e A umidade do ar deve ser aumentada

¢ Aluz ndo é necessariamente importante para a producao dos cogumelos

e Os testes com meio liquido devem ser continuados apenas quando o agitador for
adquirido
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¢ Que o “casing” deve ser colocado sob o substrato colonizado, de modo que o fungo

cresce para baixo

Com as novas informagBes obtidas através da Dra Christine, uma nova série de

experimentos de producgéo foram iniciados no més de dezembro.

O Spawn para o0s novos testes foi produzido em frascos erlenmeyers de 500 ml de
capacidade volumétrica preenchidos com substrato composto por grados de arroz e aveia,
quirela de milho e sementes de girassol, regulando a umidade para 60% (p/p). Os meios

foram incubados no escuro ate que o micélio cobrisse todos 0s graos.

Os graos colonizados foram entdo transferidos para sacos contendo meio composto por
bagacilho de cana e humus de minhoca (proporcéo 1:1) e farelo de soja (1 colher), regulando
a umidade para 60% (p/p). O fungo colonizou o substrato em 15 dias, evidenciando um

micélio de coloragdo branca sobre o substrato, formando uma massa compacta.

Até 0 momento estes passos ja eram realizados nos experimentos anteriores. No momento

da inducéo a formacao dos cogumelos foram realizadas algumas mudancgas.

As bandejas de aluminio foram furadas na base e na lateral, num total de 12 furos, os quais
permitirdo a passagem de ar (Figura 60). Um saco de substrato contendo esterco de gado,
humus de minhoca foi autoclavado por 20 minutos a 120°C e 1 atm de presséo e foi
depositado na base das bandejas (Figura 60). Sobre o substrato foi depositado o micélio
produzido nos sacos contendo o substrato, sendo espalhado sobre a superficie do substrato
da bandeja. No momento da deposi¢do do Spawn, este foi quebrado em diversos pedagos

pequenos e espalhados sobre a superficie do substrato.

. UU S
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Figura 60 — Etapas do processo de inducéo de formacéao de cogumelos.

As bandejas receberam mais uma pequena quantidade do substrato puro o qual foi
depositado sobre o micélio do fungo. As bandejas receberam agua suficiente para manter o
composto e o micélio do fungo em uma condicdo boa de umidade (avaliacdo visual). As
bandejas (j& com umidade adequada) foram pesadas e seu peso anotado em plaguetas
plasticas colocadas junto ao micélio em crescimento. A irrigacdo dos fungos era realizada
diariamente colocando a bandeja sobre uma balanca e completando o peso original com
agua. Dessa forma evitou-se o excesso de &gua que causou a morte do micélio no

experimento anterior.
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As badejas foram incubadas em laboratério a temperatura média de 25°C e sem incidéncia

direta de luz (Figura 61).

Figura 61 — Bandejas incubadas no escuro para desenvolvimento micelial.

Apds o crescimento micelial do fungo nas bandejas, o que pode ser observado pelo
desenvolvimento de micélio sobre os aglomerados de material organico, uma camada fina
de serragem ou chips de coco (pedacgos + fibra fragmentada) esterilizada foi colocada sobre
a superficie do substrato colonizado (Figura 62). O objetivo desta camada é induzir a
formacdo dos cogumelos. A partir deste momento a irrigacdo das bandejas é realizada a
olho, ou seja, sem o controle da balanca. Isso foi necessario devido ao peso diferencial do
material de cobertura quando molhado e a diferente absorcao de agua pelo substrato devido
o crescimento micelial (conforme discutido anteriormente). As bandejas s&o entédo

submetidas a 12 horas de luz diéria por meio de duas lampadas fluorescentes.
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Figura 62 — “Casing” formado por serragem e chips de coco colocados sobre o micélio do

fungo e submetidas a 12 horas de luz por dia.

Aos 21 dias apos a disposicéo do substrato colonizado na bandeja (7 dias apds o “casing”),
foi iniciada a emissdo de um Unico cogumelo na bandeja colonizada pelo isolado Psilocybe
cubensis M2020 em uma Unica bandeja. No dia seguinte novo cogumelo da mesma
linhagem foi produzido, enquanto que as demais bandejas ndo produziram qualquer

evidéncia de cogumelos (Figura 63).

Quando um bom stand de cogumelos foi produzido, estes foram enviados ao laboratorio do
NUPAM (FCA/UNESP) em Botucatu, para andlise dos teores de psilocibina e psilocina. Os
cogumelos foram enviados ainda no substrato, sendo sua coleta realizada no local da

andlise.
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Figura 63 — Cogumelos do isolado P. cubensis M2020 formados nas bandejas com “casing”

de chips de coco e serragem.

Conforme pode ser observado na figura acima, os cogumelos foram entregues em diferentes
estadios de desenvolvimento, variando do inicio de sua emissdo até seu periodo de
senescéncia e liberacao dos esporos. Este fato deve-se ao carater intermitente de emisséo
de cogumelos, requerendo a utilizacdo de uma técnica de conservacao para que estes

possam sempre ser coletados na melhor época, ou seja, na abertura do pileo.

Os testes realizados foram semelhantes aos realizados em dezembro, com uma Unica
alteracdo: o substrato colonizado, ao ser depositado nas bandejas contendo substrato novo
na base, nao foi fragmentado. Isso significa que o substrato colonizado foi depositado em
aglomerados grandes sendo, no maximo, dividido em trés ou quatro fragmentos grandes.
Sobre os aglomerados uma fina camada de substrato foi depositada de forma manter o teor
de umidade do micélio. O objetivo desta nova abordagem foi identificar se o micélio nao

fragmentado coloniza igualmente o substrato e induz mais rapidamente a formacdo dos
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cogumelos. O Unico inconveniente € que os aglomerados de micélio acabam por saltar na

superficie do substrato, o que pode facilitar sua secagem.
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Figura 64 — Utilizacdo de aglomerados de micélio dos fungos para mistura com substrato

nas bandejas de producédo de cogumelos.

O crescimento do fungo, sem a presenga da camada de cobertura (“casing”) promove o
crescimento de fungos oportunistas, como a Trichoderma e Penicillium, os quais interferem
no desenvolvimento micelial do Psilocybe. O ideal é depositar a camada de cobertura logo
apo6s o condicionamento do micélio nas bandejas ou vasos. Outro fator que dificulta nesta
técnica é que o micélio perde umidade muito rapido, o que impede um bom desenvolvimento

micelial. A cobertura passa entéo a ser indispensavel na producéo deste cogumelo.

PARTE 03 — Testes com meio liquido

Um equipamento fundamental para as pesquisas foi a mesa agitadora adquirida pela Fepaf
junto a empresa Tecnal para o projeto da Emerald (Figura 65). A mesa agitadora tem por
objetivo a producdo de micélio dos fungos do género Psilocybe, visando a extracdo de

psilocibina e psilocina.

No primeiro experimento foram utilizados 9 frascos de 500 ml de capacidade volumétrica.
Cada frasco recebera uma quantidade de 100 mL de meio liquido, os quais serdo

autoclavados a 120°C e 1 atm de pressao, por 20 minutos.

No primeiro experimento serdo testados trés isolados para um mesmo meio de cultura.

Inicialmente foi utilizado um meio composto por: acicar mascavo, esterco de gado e agua.
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Cinco gramas de ac¢ucar mascavo foram fervidos em 450 ml de agua. Apoés a fervura o liquido
foi filtrado e depositado em um béquer (liqguido 01). Cinco gramas de esterco bovino seco
também foram fervidos em 450 ml de &gua e coados (liqguido 02). Cada Erlenmeyer com
capacidade volumétrica de 500 ml recebeu 50 ml do liquido 1 e 50 ml do liquido 2. Os frascos

foram autoclavados a 120C e 1 atm de pressé&o por 20 minutos.

Os frascos foram inoculados com fragmentos de micélio do fungo produzidos em meio BDA
e incubados sob condicbes de laboratério sem luminosidade por 5 dias, sob agitacdo

constante.

Figura 65 — Frascos em agitacdo na mesa agitadora.

Devido a forma de inoculacdo dos meios liquidos (poucos fragmentos grandes de micélio) e
a baixa concentracdo de nutrientes e carboidratos do meio, o crescimento do fungo foi muito

baixo apos 4 dias.

Desta forma, o fungo foi descartado e novos meios foram produzidos com maiores teores

de carboidratos.

Os novos meios produzidos foram:

o Meio 01: 5 g de agucar mascavo, 50 ml de agua de batata (200 g/L) e 50 ml de 4gua
de arroz (100 g/L)
o Meio 02: 5 g de agucar mascavo, 100 ml de agua de batata (200 g/L) e 100 ml de

agua de arroz (100 g/L)

o Meio 03: 5 g de acucar mascavo, 200 ml de agua de arroz (100 g/L)

Os frascos foram autoclavados a 120°C e 1 atm de presséo por 20 minutos.
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A inoculacdo dos meios serd realizada mediante a raspagem de placas com agua
esterilizada e depois vertendo o sobrenadante nos frascos erlenmeyers contendo 0s meios

de cultura.

O crescimento observado em 3 dias ainda foi pequeno, necessitando de mais dias de
incubagd@o para proporcionar uma biomassa adequada para analise. Provavelmente a
técnica de inoculacdo dos meios seja responsavel pelo crescimento lento, ou seja, a
densidade de in6culo inicial foi baixa. No entanto n&do foi observada contaminagdo com

bactérias ou outros fungos, o que garante uma boa qualidade da técnica de inoculacao.

PARTE 04 — Testes com casa-de-vegetacao

Uma nova etapa da producéo de cogumelos séo os testes em casa-de-vegetacdo. A casa-
de-vegetacdo apresenta um ambiente menos controlado que o laboratorio, com maiores
alternancias de luminosidade e temperatura ao longo do dia (periodo de 24 horas). Estas
alteracdes sdo essenciais para alguns fungos iniciarem a producdo dos primérdios de

basidiocarpo, assim como para seu desenvolvimento.

As duas primeiras fases do processo, a producdo do Spawn e a coloniza¢do do substrato,
continuardo a ser realizados em condi¢des de laboratério, com as devidas condi¢cdes de
esterilizacdo. A fase final, quando o substrato colonizado é depositado em recipientes
proprios e cobertos com substrato e matéria vegetal morta, é que sera realizado em casa-
de-vegetacdao climatizada. Nesta fase deverdo ser realizados 3 diferentes tratamentos com

os isolados de Psilocybe escolhidos:

. Tratamento 1 — micélio sem fragmentacg&o, substrato com humus e bagaco de cana,
cobertura com serragem + carvao;

. Tratamento 2 — micélio sem fragmentacgéo, substrato com humus e bagaco de cana,
cobertura com turfa + terra

. Tratamento 3 — Micélio sem fragmentacgéo, substrato com humus e bagaco de cana,
cobertura com serragem + carvao + calcario calcitico

. Tratamento 4 — Micélio sem fragmentacgéao, substrato com humus e bagaco de cana,

cobertura com turfa + terra + calcario calcitico
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Os experimentos seréo realizados com dois isolados de Psilocybe cubensis: Ecuador e
BAPE. O delineamento sera inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, totalizando 40

vasos. Os vasos foram mantidos em condi¢des de casa-de-vegetacdo por 30 dias.
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