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tysiczka lancetowata Psilocybe semilanceata nalezgca do
rodzaju Psilocybe, jest grzybem halucynogennym, czesto
wystepujacym w trawie i mchach na terenach o duzej
ilosci opadow. Szacuie sie, ze az 8 gatunkéw nalezacych
do Psilocybe zawiera psychoaktywne alkaloidy takie
jak psylocybina i psylocyna, ktére moga powodowaé
halucynacje wzrokowe, stuchowe oraz znaczne zmiany
w percepcji czasu i przestrzeni. W zwiazku z trudnosciami
zwigzanymi z identyfikacja tych grzybéw w innej postaci
niz $wiezy owocnik, podjeto prébe opracowania meto-
dy opartej na technice PCR, ktéra pomogtaby w walce
z niebezpiecznym zjawiskiem odurzania sie mtodziezy
psylocybing. Wykrywanie specyficznej dla P semilanceata
sekwencji DNA dato satysfakcjonujgce rezultaty, w przy-
sztosci test ten moze znalez¢ powszechne zastosowanie
w medycynie sgdowej.

Psilocybe semilanceata belongs to the genus of Psilocybe;
it is a hallucinogenic fungus, frequently found in regions
with high rainfall, in the grass and moss. There are
estimated to be as many as eight Psilocybe hallucinogenic
species containing psychoactive alkaloids, such as
psilocybin and psilocin, which may cause visual, auditory
and other hallucinations, as well as profound changes in
the perception of time and space. Since identification of
P semilanceata in a form different than a fresh mushroom
is almost impossible, the authors made an attempt at
developing a method of fungi identification based on
the PCR technique, which could be helpful in a fight
against dangerous consumption of these hallucinogens
by the youth. Detection of the specific DNA sequence for
P semilanceata brought good results; the test may be
commonly employed in forensic practice in the future.
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WSTEP

Grzyby halucynogenne cieszg sie coraz wiekszg
popularno$cig wsréd oséb zazywajacych srodki
odurzajgce. Sprzyja temu fakt, iz mozna je zdoby¢
bez wiekszego wysitku — badz podczas ,grzybo-
brania” w okresie jesiennym, badz korzystajac
z Internetu, praktycznie przez caty rok. Dostepno$¢
materiatbw pozwalajacych na zatozenie domowe;j
hodowli sprawia, ze problem staje sie niezaleznym
od pory roku. Zainteresowanie wymiaru sprawied-
liwosci problemem spozywania grzybéw halu-
cynogennych wydaje sie nie by¢ wystarczajace,
zwazywszy na zwiekszajgca sie skale zjawiska.
W pracy tej, bedacej kontynuacjg naszego artykutu
z 2005 roku [1] przedstawiono metode, ktdra po-
zwala na molekularna identyfikacje najpopularniej-
szego gatunku grzyba halucynogennego w Polsce,
w kazdej formie i kazdym stadium rozwojowym.

MATERIAL | METODY

Grzyby uzyte do badan

Badania obejmowaty materiat genetyczny wyi-
zolowany z tysiczki lancetowatej (Psylocibe semi-
lanceata) oraz innych gatunkéw grzybéw, ktére
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zostaty uzyte w celu udowodnienia specyficznosci
stosowanej metody.

Owocniki tysiczki w formie zasuszonej pochodzi-
ty ze zbioréw z roku 2004 oraz sprzed kilkudziesieciu
lat (préby oznaczono jako ,nowa” i ,stara”)

Pozostate gatunki wykorzystane podczas opra-
cowywania metody to:

Conocybe sp. (stozkogtowka);

Xerocomus chrysenteron (podgrzybek ztoci-

sty);
Xerocomus subtomentosus (podgrzybek zajg-
czek);

Agaricus (pieczarka);

Suillus bovinus (maslak sitarz);

Tricholoma flavovirens (gaska zielonka);

Boletus edulis (borowik szlachetny);

Amanita pantherina (muchomor plamisty);

Saccharomyces cerevisiae (drozdze piekar-

skie);

Epidermophyton floccosum (dermatofit);

Trichophyton mentagrophytes (dermatofit).

Sprawdzenie specyficznos$ci metody przepro-
wadzono zaréwno na grzybach o matym stopniu
pokrewienstwa w stosunku do tysiczek, czyli na
drozdzach i dermatofitach (nie bedacych grzy-
bami le$nymi, wywotujg one zakazenia grzybicze
u cztowieka). Z drugiej strony, wykorzystano gatunki
o duzym podobienstwie genetycznym, nalezace do
tego samego podtypu jak podgrzybki czy maslak
oraz, wedtug systematyki, jeszcze blizej spokrew-
nione z tysiczka pieczarke, gaske zielonke, mucho-
mora plamistego i stozkogtéwke, ktére rdznig sie na
poziomie rodziny.

Warto takze zauwazyé, iz poza podobienstwem
taksonomicznym w wyborze materiatu badawczego
postuzono sie réwniez kryterium morfologicznym.
Poddano analizie materiat genetyczny stozkogtéw-
ki, ktéra jest bardzo podobna do tysiczki, przez co
grzyby te bywajg mylone przez zbieraczy. Co wazne,
niektdre gatunki z rodzaju Conocybe takze zawierajg
pewne ilosci psylocybiny.

Izolacja DNA
Izolacja zaréwno z Psylocibe semilanceata jak
i z pozostatych gatunkéw grzybdéw byta prowadzona
przy uzyciu protokotu z wykorzystaniem CTAB, opi-
sanego po raz pierwszy przez Murray’ai Thomsona
w 1980 roku [3]. Procedura zostata zmodyfikowana
i jej wykonanie przebiegato wedtug nastepujacego
schematu:
1. Rozcierano w ciektym azocie 2-3 g Swiezego
grzyba (lub grzybni) i przenoszono okoto 100
mg materiatu do probéwki Eppendorfa;
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2. Dodawano 500 ul buforu do lizy (sktad: 100
mM Tris pH 7,5; 10 mM EDTA; 1% SDS; 100
ug/ml proteinazy K; 1% p-merkaptoetano)
i inkubowano 1 godzine w 60°C;

3. Dodawano 200 ul 5M NaCl oraz 0,1 obje-
tosci odczynnika CTAB (sktad: 10% CTAB
w wodzie, w/v) i inkubowano w 65°C przez
20 minut;

4. Schtadzano na lodzie i dodawano réwna
objeto$é mieszaniny chloroform: alkohol
izoamylowy (24:1) — mieszano przez cztero-
krotne odwracanie (worteksowanie);

5. Inkubowano w temperaturze 0°C przez 30
minut, wirowano w 4°C przez 10 minut na
obrotach ok. 12 000 rpm;

6. Przenoszono faze wodng do nowej probowki
i dodano 1 objeto$¢ izopropanolu;

7. Inkubowano 20 minut w 20°C, nastepnie wiro-
wano 10 minut w 4°C na obrotach ok. 12 000
rpm;

8. Usuwano supernatant i dwukrotnie przemy-
wano osad 70% etanolem;

9. Osad osuszano na powietrzu i zawieszano
w 100 ul TE z RNaza A.

Po przeprowadzeniu izolacji DNA przeprowadzo-
no elektroforeze w 1% zelu agarozowym z brom-
kiem etydyny (0,5 ug/ml) co pozwolito stwierdzi¢
pozytywny wynik izolacji (obecnosci materiatu ge-
netycznego). Zbadano takze stezenie uzyskanego
DNA przy uzyciu spektrofotometru PHARMACIA
GENEQUANT. Uzyskane stezenie miescito sie
w zakresie od 6 do 14 ug/ul w zaleznosci od gatunku
grzyba.

Amplifikacja DNA

Uzyskanie specyficznych starteréw byto z zatoze-
nia najwazniejsza czescia pracy. Aby zaprojektowac
potrzebne sekwencje oligonukleotydéw przejrzano
dane dostepne w banku gendéw na stronie http://
ncbi.nim.nih.gov, a takze skorzystano z wynikéw
pracy Nugent i Saville [2].

Praca projektowa polegata na odnalezieniu
fragmentu DNA, ktéry teoretycznie nie wystepuje
w najblizej spokrewnionych gatunkach rodzaju
Psylocibe, a nastepnie wykluczenie istnienia tej
sekwenciji takze i w innych, mniej spokrewnionych
gatunkach.

Na podstawie wykonanych studiéw zapropono-
wano nastepujace startery do genu ITS-17:
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PSYL2R: 5 - TCATTATTG AAT GAACTT GGC TC -3
PSYL2F: 5’ - AGC TTG TGAA AGC AAT CCT CTT - 3".

Reakcja PCR przebiegata wedtug schematu:
= wstepna denaturacja: 95°C — 2 minuty

= denaturacja: 95°C — 40 sekund
= przytgczanie starterow 57°C — 30 sekund 35 cykli
= elongacja: 72°C — 50 sekund

= dodatkowa elongacja: 72 °C — 5 minut

Proces amplifikacji prowadzono w objetosci Ryc. 2. Obraz elektroforezy po reakcji PCR: 1. marker;
25 pl, a sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepu- 2. tysiczka lancetowata; 3. Podgrzybek zajaczek; 4.

jacy: Podgrzybek zitocisty; 5. Drozdze; 6. Pieczarka.
Odczynnik llo$¢ w ul | Stezenie koncowe
bufor do PCR 10x 2,5 1x
mix dNTP (20 mM) 0,3 0,24 mM
starter PSY2F (20 uM) 0,3 0,24 uM
starter PSY2R (20 uM) 0,3 0,24 uM
polimeraza DNA (2U/ ul) | 0,5 1U
matryca DNA (1ug/ul) 1
woda 20,1

Ryc. 1. Obraz elektroforezy po reakcji PCR: 1. Marker;
2. tysiczka lancetowata; 3. Muchomor sromotnikowy;
4. Borowik szlachetny; 5. Ggska zielona; 6. Stozkogtéw-
ka.

Reakcja PCR powinna da¢ produkt o wielkosci
153 pz, ktdry uwidoczniono podczas elektroforezy
w Zelu agarozowym. Proces byt prowadzony w bu-
forze 1 x TBE przy napieciu 100 V przez 60 minut.
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Do produktow reakcji PCR (8 ul) dodawano
barwnika (1,2 ul) Loading Dye Solution firmy Fer-
mentas, a jako odno$nika dla okreslenia ciezkosci
DNA uzywano markera (6ul) GeneRuler™ 100bp
Ladder Plus.

WYNIKI

Wizualizacja wynikow PCR podczas elektrofo-
rezy (ryc. 1, 2) nie pozostawia watpliwosci, ze uzy-
skany produkt jest jedynie efektem amplifikacji DNA
tysiczki lancetowatej. Oznacza to, ze wykorzystane
startery nie rozpoznajg sekwencji DNA pozostatych
wykorzystanych do badan gatunkéw grzybow,
o réznym stopniu pokrewienstwa z R semilanceata.
Uzyskany obraz pozwala na wyciagniecie wniosku,
iz prowadzone badania wg protokotu przytoczonego
powyzej sg specyficzne dla grzyba halucynogennego
i cel zatozony w pracy zostat osiggniety.

DYSKUSJA

Jak wiadomo, kazdy organizm zyjacy na ziemi
ma swoj niepowtarzalny kod genetyczny zapisany
w DNA. Daje to ogromne mozliwo$ci do opracowy-
wania metod identyfikacji organizmow na poziomie
molekularnym. Rozpoznanie tysiczki lancetowatej
w postaci grzybni lub sproszkowanego, suchego
materiatu jest praktycznie niemozliwe bez uzy-
cia metod biologii molekularnej, bazujgcych na
identyfikacji niepowtarzalnego DNA tego grzyba.
Opracowana metoda jest prosta w wykonaniu
i dotychczasowe proby wykazaty jej niezawodno$é
w jednoznacznym rozpoznaniu tysiczki lancetowa-
tej. Powszechne jej uzycie mogtoby doprowadzi¢ do
polepszenia walki z wcigz narastajgcym problemem.
Uzyskanie dopracowanego protokotu umozliwia-
jacego obiektywna ocene posiadanego materiatu
jest nieoceniong pomocg w walce z osobami po-
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siadajacymi substancje nielegalne, ktérych forma
uniemozliwia ich identyfikacje drogg ogladania
tego materiatu. Swietnym przyktadem jest grzybnia
P semilanceata, uzyskana droga uprawy domowej
wedtug wskazdwek dostepnych w Internecie. Bada-
nia przedstawione w tej pracy nie obejmowaty DNA
innych gatunkoéw Psilocybe, ale pozostaje faktem,
ze jedynie P semilanceata wystepuje powszechnie
w polskich lasach i na tgkach, a wystepowanie
w naszym kraju pozostatych gatunkow jest nie do
konca potwierdzone, a nawet, jesli one wystepuija,
to do$¢ rzadko. W zwiazku z tym, z powodu braku
mozliwosci zdobycia prébek innych gatunkéw tego
rodzaju, w tej pracy poddano analizie tylko gatunek
Psylocibe semilanceata. Przedstawione wyniki jas-
no wskazujg, iz opracowane startery pozwalajg na
identyfikacje tysiczki lancetowatej, co pozwoli na
podjecie skuteczniejszej walki z rosngcym zagroze-
niem zwigzanym ze spozyciem tych grzybéw.
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