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Abstract: Fruiting of Psilocybe cubensis (Earle) Sing. on a horse dung / rice-grain medium begins
earlier than the formation of fruit bodies of Psilocybe semilanceata (Fr.) Kumm. from a similar solid
substratum. Analysis of cultivated Psilocybe semilanceata revealed the presence of psilocybin and baeo-
cystin which were in the same order of magnitude as the amounts of the alkaloides in the naturally grown
mushrooms.

There was no variation of the psilocybin and baeocystin levels with repeated flushes from a single
culture of Psilocybe semilanceata. The psilocybin, psilocin and baeocystin levels of laboratory grown
fruit bodies of Gymnopilus purpuratus (Cooke & Mass.) Sing. were also in the same order of magnitude
as that found in mushrooms from heaps of mixtures of pig dung and wood chips in the district Rostock.

The alkaloids were absent in cultivated mushrooms of the three species which were grown on phosphate
containing media. No blueing of these mushrooms could be observed.

Under the same culture conditions, the fructification times and sizes of mushrooms were equal when the
growth media also contained high concentrations of phosphate.

Zusammenfassung: Psilocybe cubensis (Earle) Sing. fruktifizierte auf einer Pferdedung/Reis-
Mischung eher als Psilocybe semilanceata (Fr.) Kumm. von einem #hnlichen, festen Substrat.

Die Psilocybin- und Baeocystin-Mengen in kultivierten Fruchtkdrpern der Psilocybe semilanceata lagen
in den gleichen GroBenordnungen wie in natiirlich gewachsenen Pilzen vor, wobei sich die Mengen in
den Pilzen aus verschiedenen Fruktifikationswellen nicht wesentlich unterschieden.

Der Gehalt an Psilocybin, Psilocin und Baeocystin in kultivierten Pilzen des Gymnopilus purpuratus
(Cooke & Mass.) Sing. war weitgehend mit den Mengen in den natiirlichen Fruchtkérpern der Standorte
des Bezirkes Rostock identisch, wo die Pilzart auf Mischungen aus Schweinegiille und Holzabfillen
fruktifiziert.

Ein Zusatz von Phosphat zu den Nihrmedien der drei Pilzarten verhinderte die Bildung der Alkaloide in
den Fruchtkorpern.

Bei sonst gleichen Kulturbedingungen war die Kultivierungszeit und das Aussehen der jetzt nicht mehr
blauenden Pilze identisch mit denen der Fruchtkdrper von den Substraten ohne Phosphatzusatz.

In einer friiheren Arbeit wurde nachgewiesen, daB die Variation der Kulturbedingungen
der Psilocybe cubensis (Earle) Singer Auswirkungen auf die Morphologie der Fruchtkor-
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per sowie deren Gehalt an Indolderivaten hat Gartz 1987). Weiterhin konnte gezeigt
werden, daB auch in Oberfldchenkulturen der gleichen Pilzart durch zunehmenden Anteil
an Malzextrakt in den Nahrlosungen schlieBlich die Fruktifikation unterdriickt wird und
gleichzeitig eine Reduktion des Gehaltes an Psilocybin und Psilocin resultiert (Gartz
1989c).

Durch Zugabe von synthetischen Tryptaminderivaten lduft bei gleichzeitiger Unterdriik-
kung der Synthese dieser beiden Alkaloide in den Myzelien eine Biotransformation zu
neuen indolischen Inhaltsstoffen ab (Gartz 1989b).

Mikrobielle Sekundarstoffsynthesen werden durch die angebotene Menge an Phosphat in
den Kulturmedien entscheidend mitbeeinfluBt, wobei ein UberschuB bei niederen Pilzen,
z. B. die Antibiotikabildung, vollig inhibieren kann (Grife 1988).

In dieser Arbeit wird der EinfluB von Phosphat auf die Fruktifikation von Psilocybe cuben-
sis und Psilocybe semilanceata (Fr.) Kumm. sowie auf deren Alkaloidgehalt untersucht.

Da in jiingster Zeit Psilocybin und seine Derivate Psilocin und Baeocystin auch in Gymno-
pilus purpuratus (Cooke & Mass.) Sing. nachgewiesen werden konnten (Gartz
1989b;Kreisel & Lindequist 1988) und es uns gelang, von der Pilzart Myzelkulturen
anzulegen (Gartz & Miiller 1990), wurde diese Pilzart in die Untersuchungen ebenfalls
mit einbezogen.

Material und Methoden

Die Isolierung der verwendeten Stimme von P. cubensis (Gartz 1987; 1989b, c), P. semilanceata (Gartz
1989b) und G. purpuratus (Gartz & Miiller 1990) sowie auch deren Eigenschaften wurden bereits ausfiihr-
lich beschrieben.

Fruktifikationsversuche

Nach der entsprechenden Vorkultur auf 60%igem Malzagar wurden zur Fruktifikation verschiedene, autoklavierte
Medien benutzt, wobei mit Myzelsuspension beimpft wurde (Gartz 1987).

Alle Versuche wurden jeweils mit und ohne Zusatz von 0,6 g KHpPO4 pro 100 g Nihrboden durchgefiihrt. Zur
Fruktifikation von G. purpuratus wurde ein Gemisch aus Reiskérnern und Wasser (1:2) verwendet (Gartz
1987), wihrend P. cubensis auf einem Gemisch von Pferdedung / Reis / Wasser (1:2:6) bei 23°C leicht fruktifi-
zierte.

Ein Gemisch aus Grassamen / Reiskornern und ca. 1 Jahr auf einer Weide liegenden Kuhdung unter Zusatz von
Wasser (2:1:1:7) diente zur Kultur der P. semilanceata. Der véllig durchwachsene Nihrboden (3—4 Monate
Kultur) fruktifizierte nach Abdecken mit einer feuchten, sterilen Mischung aus Torf und Calciumcarbonat (2:1)
entsprechend einer Methode zur Kultivierung anderer Pilzarten (Stamets & Chilton 1983). Zur Vermeidung
von Austrocknung wurde die Deckschicht alle 2 bis 3 Tage mit sterilem Wasser bespriiht.

Alle Pilze wurden aseptisch mit einem gebogenen, scharfen Metallspatel geerntet und danach gefriergetrocknet.

Extraktion der Pilze und Analyse der Indolderivate

Zur Mittelwertbestimmung des Gehaltes an Indolderivaten erfolgte die gemeinsame Pulverisierung der Pilze von
den entsprechenden Fruktifikationswellen. Die Extraktion mit Methanol und die nachfolgenden Analysen mit
HPLC und DC wurden bereits beschrieben (Gartz 1985, 1987; Semerdzieva & al. 1986).

Ergebnisse und Diskussion

P. cubensis bildete auf dem Pferdedung / Reisgemisch Fruchtkérper aus (Abb. 1), die
robuster als die von Malzagar und Reismedium waren (Gartz 1987). Gegeniiber den
Pilzen vom entsprechenden Kuhdungsubstrat Gartz 1989b) unterschieden sich die
Fruchtkérper durch breitere und weniger kegelige Hiite und durchschnittlich 50 % hohere
Trockenmassen. Als weitere Auffilligkeit hatten die Pilze von beiden Dungsubstraten
braunere Hiite als die vom Agar oder Reis. Bei Zusatz von Phosphat zum Nihrmedium
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wurden morphologisch gleiche Pilze nach 3 bis 4 Wochen Kulturzeit erhalten, die jedoch
keine blauen Verfiarbungen mehr zeigten. In friiheren in-vitro-Versuchen konnte gezeigt
werden, daB Psilocin zu blauen Produkten oxydiert wird und in Pilzen mit spontaner,
blauer Verfarbung groBer Intensitét der Gehalt an Indolderivaten signifikant sinkt (Gartz
1989c). Neal & al. (1968) untersuchten den EinfluB von Phosphationen auf die Psilocy-
binbildung bei der submersen Kultur der P. cubensis und wiesen bei Substanziiberschufl
eine Reduktion der Alkaloidkonzentrationen in den gewonnenen Pellets nach.

Die Konzentrationen an Indolderivaten in Pilzen vom Substrat ohne Phosphatzusatz (Tab.
1) iiberstiegen die Mengen an Metaboliten in den Fruchtkérpern vom Agar bzw. Reis
(Gartz 1987, vgl. auch Beug & Bigwood 1982).

Die Kulturansitze der P. semilanceata fruktifizierten erheblich spiter als die Myzelien von
P. cubensis (Abb. 2).

Uber die Kultur der Pilzart existieren in der Literatur nur sparliche Angaben. So erwihnen
Hofmann & al. (1963), da die Psilocybe-Art auf Kompost fruktifiziert, wobei die Pilze
sich im Alter vollig blau verfirbten. In den eigenen Versuchen blaute das ebenfalls lang-
samer als P. cubensis wachsende Myzel nach Verletzung innerhalb einer Stunde nur sehr
geringfiigig, enthielt aber ca. 0,2 % Psilocybin neben Baeocystinspuren. Die Myzelien, die
im Kiihlschrank vorher auf dem gleichen Nihrboden gewachsen waren, zeigten jedoch
eine kriftige blaue Verfarbung innerhalb weniger Minuten nach Abtrennung eines Stiickes
mittels Spatels. Weiterhin beschreiben Repke & al. (1977) die Kultur auf kompostierten
Eichenistchen, die sogar 84 Wochen (!) dauerte. Auffillig war weiterhin in dieser Unter-
suchung, da die kultivierten Pilze erheblich weniger Baeocystin enthielten als die Frucht-
korper von natiirlichen Weidestandorten. Die Konzentrationen an Psilocybin und Baeocy-
stin in den Pilzen aus den eigenen Kulturversuchen lagen dagegen vollig im Bereich der
natiirlich vorkommenden Fruchtkorper aus der Diibener Heide (Tab. 2) (Gartz 1989b;
Semerdzieva & al. 1986). Im Gegensatz zu den beiden anderen Pilzarten wurden nur
4 Fruktifikationswellen beobachtet. Psilocin lie8 sich in der 3. und 4. Welle lediglich in
Spuren, in den anderen iiberhaupt nicht nachweisen.

Sonst enthielten die Pilze die iiblichen Mengen um 1 % Psilocybin, im Gegensatz zu P.
cubensis waren die Mengen in den einzelnen Fruktifikationswellen aber sehr dhnlich
(Gartz 1987).

Stamets & Chilton (1983) zeigten in ihrem Werk iiber Kulturpilze ebenfalls die Myze-
lien von P. semilanceata beim Durchwachsen von Weizenstroh, machten jedoch keine
weiteren Angaben zur Kultur und Fruktifikation. SchlieBlich gibt es auch Berichte iiber die
Kultur der Pilzart auf Stroh aus Finnland und Italien (Miiller und Bianchi, miindl.).

In Analogie zu P. cubensis (Gartz 1987) kommen auch bei P. semilanceata unvollkom-
men entwickelte Fruchtkorper vor, die nach dem Wachstumsstop sich bléulich verfarbten.

Der Zusatz des Phosphates zum Substrat bewirkte ebenfalls keine Entwicklungsverzoge-
rung, inhibierte jedoch die Bildung der Alkaloide in den jetzt ebenfalls nicht mehr blauen-
den Pilzen.

In Analogie zu den friilheren Versuchen (Gartz & Miiller 1990) fruktifizierten die My-
zelien des G. purpuratus auf den Reiskornern nach ca. 9 Wochen ohne Anwendung einer
Deckschicht (Abb. 3). Die Pilze enthielten wie die natiirlich vorkommenden Fruchtkorper
(Gartz 1989 a) neben wenig Baeocystin etwa gleiche Mengen an Psilocybin und Psilocin
(Tab. 3). Auch bei diesen Kulturversuchen trat eine Inhibierung der Biosynthese der Se-
kundédrmetaboliten durch Phosphat auf. Diese Pilze zeigten dann ebenfalls keine Blauung
mehr. Obwohl die Fruktifikation etwa 1 Woche spéter begann als bei den Ansitzen ohne
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Phosphatzusatz, 148t sich die Verzogerung eher aus der durch duBere Umstinde bedingten,
etwa 3°C niedrigeren Kultivierungstemperatur (20°C) erkléren.

Die Kulturversuche der 3 Pilzarten beweisen, da 1m Einklang mit den friiheren Submers-
versuchen der P. cubensis (Neal & al. 1968) ein UberschuB8 an Phosphat die Synthese der
Sekundirmetabolite hemmt, obwohl Psilocybin und Baeocystin im Molekiil Phosphat-
gruppierungen beinhalten. Es ist jedoch méglich, daB es auch Phosphat unempfindliche
Stamme der hier untersuchten und auch weiterer Pilzarten, die die Alkaloide bilden, gibt.
Ein analoges Verhalten ist fiir die Antibiotikabildung von einzelnen Schimmelpilzen be-
kannt (Grife 1988). Das vegetative Wachstum von Pilzmyzelien niederer Pilze wird
dagegen durch Zusatz von Phosphat nicht gehemmt (Grife 1988). Im Gegensatz zu frii-
heren Auffassungen ist man heute der Meinung, dal der Sekundérstoffwechsel eine Bedeu-
tung fiir Pflanzen und Mikroorganismen besitzt. Er soll u. a. durch eine entsprechende
Effektorproduktion die langzeitige Adaption des Organismus durch Forderung der Zytodif-
ferenzierung erleichtern, wobei seine Funktionen auf bestimmte Entwicklungsstadien be-
schriankt sind (Gridfe 1988).

Die Untersuchungen zur Inhibierung dieser Stoffwechselwege durch Phosphat bei P. cu-
bensis, P. semilanceata und G. purpuratus beweisen jedoch, daB die Differenzierung der
Myzelien zu den Fruchtkérpern durch den Sekundérstoffwechsel unter Bildung der Indol-
derivate nicht signifikant beeinfluft wird.

Herrn Gerhard Drewitz, Caputh, sei herzlich fiir seine Diskussionen gedankt.
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Tabelle 1: Gehalt an Indolderivaten von Psilocybe cubensis aus der Kultur auf
Pferdedung/Reis-Gemisch (%, berechnet auf die Trockenmassen)

Fruktifikationswelle ~ Psilocybin Psilocin
1. 0,61 -

2; 0,53 0,11

3. 0,45 0,09

4. 0,60 0,15

5. 0,38 0,22

Tabelle 2: Gehalt an Psilocybin und Baeocystin von Fruchtkérpem der Psilocybe semilan-
ceata vom Mischsubstrat ohne Phosphatzusatz (%, berechnet auf die Trockenmassen)

Fruktifikationswelle ~ Psilocybin Baeocystin
1. 0,91 0,15
2; 1,02 0,18
3. 0,93 0,13
4. 0,98 0,22

Tabelle 3: Indolderivate in Fruchtkdrpern von Gymnopilus purpuratus auf feuchten Reis-
kornern (%, berechnet auf die Trockenmassen)

Fruktifikationswelle ~ Psilocybin Psilocin Baeocystin
1. 0,13 0,15 0,03
2. 0,15 0,18 0,02
3. 0,23 0,21 0,04
4. 0,18 0,21 0,05
5. 0,15 0,14 0,02
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Abb. 1: Kultur der Psilocybe cubensis
auf Pferdedung/Reis-Gemisch

Abb. 2: Psilocybe semilanceata Abb. 3: Fruktifikation des Gymnopilus purpuratus
auf Grassamen/Reis/Dung/Wasser-Mischung auf feuchten Reisk6rnern
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