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~Identyfikacja genetyczna grzybow halucynogennych
w badaniach sadowych”

Przedtozona mi do oceny praca mgr Matyldy Czosnykowskiej - tukackiej wykonana
pod kierunkiem naukowym promotora prof. dr hab. Tadeusza Dobosza oraz promotora
pomocniczego dr Marka Halamy zostata poddana ocenie pod katem kolejnych, wymaganych
kryteridw:

Ocena merytoryczna

Praca koncentruje sie na temacie identyfikacji grzybdw wytwarzajgcych substancje
psychotropowe o silnym oddziatywaniu na osrodkowy uktad nerwowy, ktdre zagraza zdrowiu
i zyciu cztowieka. Cho¢ w Polsce zgodnie z Ustawa o przeciwdziataniu narkomanii posiadanie
i handel grzybami w postaci preparatéw zawierajgcych psylocybine i jej pochodne jest
nielegalne, to jednak restrykcje nie obejmujg handlu zarodnikami pozbawionymi tych
substancji. Dziatanie narkotyczne bez przeszkdd dostepnych grzybdw neurotropowych moze
mie¢ tez negatywne skutki spoteczne zwigzane z przejawami nasilonej przestepczosci po ich
spozyciu. Tym niemniej jest to rzadko poruszana problematyka badawcza. Prezentowane
podejscie do niej przez pryzmat identyfikacji genetycznej w aspekcie sagdowym w Polsce jest
podejsciem oryginalnym. Opracowanie testow DNA do identyfikacji gatunkowej grzybdéw
psychoaktywnych, jakie stawia sobie za cel autorka pracy, w oparciu o ich wczesniej
przeprowadzong prawidtowg klasyfikacje taksonomiczng, stanowi w ww. kontekscie bardzo
trafnie podjetg problematyke.

Autorka jasno i wilasciwie sformutowata na wstepie cele badawcze i wykazata sie
szerokg wiedzag w omawianiu istotnych aspektdow zwigzanych z tematem realizacji pracy.
Niewatpliwie bardzo przydatny poza omdwionymi zagadnieniami bylby rozdziat wstepu
opisujacy teoretyczne aspekty zwigzane z klasyfikacjg grzybow w okreslone taksony czy
klady. Stanowitby on dobry punkt wyijscia do ,przedstawienia” wszystkich analizowanych
gatunkéw, nie tylko tych wykorzystanych do izolacji DNA i analizy PCR, ale rowniez
zaczerpnietych z zewnetrznych zrdédet.
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W kontekscie braku wczesniejszego odniesienia sie do zaczerpnietych z baz danych
gatunkéw zaréwno we Wstepie, jaki w Materiatach i metodach, do$¢ zaskakujgce jest
pojawienie sie zestawienia analizy ich sekwencji w Aneksie na kofcu pracy oraz udziat kilku
z nich w zestawieniu filogenetycznym przedstawionym w czesci wynikowej.

Wyniki badan zostaty zaprezentowane na 16 stronach, z czego 4 strony przypadajg
na analize morfologiczng, 10 stron na analize genetyczng, a 2 strony na analizg
filogenetyczng. Zestawiajg one zakresy przeprowadzanych analiz oraz dokumentujg ich
rezultaty. Dyskusja ztozona z 7 stron nawigzuje do uzyskanych wynikdw w odniesieniu do
rezultatéw badan innych autoréw.

Szeroko opracowane zostaty wyniki badan uwzgledniajace pie¢ réznych metod
izolacji, ktore zakonczyly sie konkluzjg o najwiekszej przydatnosci jednego z testowanych
protokotéw. Jest to o tyle istotne, ze izolacia DNA z grzybdéw zawierajacych wysoka
zawartos¢ polisacharyddw stanowita bardzo trudne zadanie badawcze. Skala trudnosci tego
zadania byta tym wieksza, iz ponad 90% izolacji wykonanych zostato z materiatu
zasuszonego.

Jak podajg wiarygodne zZrddta, ok. 20 % sekwencji w krdlestwie grzybdw nie posiada
prawidlowej klasyfikacji taksonomicznej. Bardzo dobrze udokumentowana przynaleznos¢
gatunkowa badanych grzybdw to niewatpliwie niezwykle mocny element pracy mgr Matyldy
Czosnykowskiej - tukackiej. Na jej podstawie mozliwe byto prawidtowe przypisanie
okreslonych sekwencji do wtasciwego gatunku, a tym samym ,rzetelne” wzmocnienie
istniejacych baz danych sekwencji. Stanowito to dodatkowy cel przeprowadzonych analiz
genetycznych.

Gtownym celem byto natomiast opracowanie multipleksowego testu do szybkiego
wykrycia grzybdw zawierajgcych substancje narkotyczne. Praca mgr Matyldy Czosnykowskiej
- tukackiej wniosta do tego istotny wkiad. Autorka wykazata, iz skonstruowane startery sa
specyficzne dla badanych gatunkdéw grzybdw Psilocybe oraz dla muchomora czerwonego
w obrebie gromady podstawczakdw. Co wazne, nie interferujg one z ludzkim DNA i nie dajg
produktow niespecyficznych z drozdzakami z gatunku Candida. W wynikach swych badan
prezentuje trzy niezalezne amplifikacje, kazda z uzyciem innej pary starteréw, specyficznych
dla jednego =z trzech badanych gatunkéw grzybéw neutropowych, jak rdéwniez
przeprowadzong dla kazdego gatunku amplifikacje w oparciu o startery specyficzne dla
badanej grupy taksonomicznej Basidiomycetes. Zabrakto jednak udokumentowania wynikéw
opisanej w metodyce faktycznej multipleks PCR, tj. jednoczesnej amplifikaciji trzech réznych
matryc DNA pochodzacych z trzech gatunkdw badanych grzybdéw w oparciu o zmieszane trzy
pary odpowiednich starteréw.

Analiza sekwencji umieszonych na koncu pracy w kontekscie planowanych badan
wewnetrznego niekodujgcego regionu jadrowego DNA ITS1, ITS2 oraz kodujgcej
podjednostki rybosomalnego DNA 5.8S5 jest zbyt ogdlnikowo potraktowana zarédwno
w metodyce pracy, jak i dalszej jej czeSci. Powigzanie jej z danymi sekwencyjnymi
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wybranych gatunkéw grzybéw pod wzgledem komplementarnosci do wybranych dwdch par
starteréw specyficznych dla Psilocybe semilanceata i Psilocybe subcubensis (cubensis) za
prezentowanych w Aneksie w Tabelach II-V wymaga zdecydowanie szerszego oméwienia.
Opisy starteréw PSYL2F i PSY2R podane w tytutach tabel IV i V Aneksu nie zgadzajq sig z
tymi, umieszczonymi wewnatrz tabel przy konkretnych sekwencjach. Zastrzezenia budzi tez
niezbyt jasne zobrazowanie badanych sekwencji na Rycinie 3. Nie zaznaczono na niej
regiondw zewnetrznych jadrowego DNA: ETS1, ETS2 oraz podjednostek rybosomu 18S czy
28S, uwzgledniono natomiast podjednostke 5S, co nie znajduje odbicia w charakterystyce
opisowej ryciny 3 podanej na str. 21.

Dyskusja jest sprawnie, ciekawie przeprowadzona. Aczkolwiek niektdre
sformutowania zaskakujg. Przyktadem jest zdanie na str. 64, ktdrego sens trudno pojac.
+PCR w czasie rzeczywistym jest niewatoliwie bardziej czutg metodg niz klasyczny PCR,
Jednak w przypadku zastosowania tej metody w celu identyfikacji grzybow - nieuzasadniony,
gadyz samo operowanie na sekwencjach ITS zwieksza znacznie czufosc testu, ze wzgledu na
swoje liczne powtorzenia w genomie”.

Whnioski sg poprawnie, czytelnie sformutowane. Brakuje jedynie w nich jasnej
konkluzji, iz identyfikacja za pomocq starterow specyficznych dla gatunku Psilocybe
subcubensis jest tozsama z identyfikacja Psilocybe cubensis. Zastanawiajgce jest w tym
kontekscie, czy istnieje mozliwo$¢ genetycznego zréznicowania tych dwu gatunkdw ? A moze
jest to jeden i ten sam gatunek o dwdch nazwach? Takie wnioskowanie chwilami nasuwa sig
w toku analizy pracy. Kwestia ta wymaga przedyskutowania jako istotna w aspekcie
prowadzonych badan.

Ocena metodologiczna

Analiza polimorfizmu DNA wykorzystywana w genetyce sadowej pozwala na
identyfikacje osdb. Polimorfizm ten nie jest jednak unikalny dla gatunku Homo sapiens,
a wystepuje powszechnie w catym $wiecie ozywionym. Identyfikacja okreslonych gatunkéw,
zwierzat, rodlin, grzybdw czy bakterii moze by¢ bardzo istotna w analizach
kryminalistycznych, jak choéby badania zmiennosci DNA konopi Cannabis — zrddia
marihuany. Zatozenia badawcze stawiajgce sobie za cel identyfikacje wybranych gatunkéw
grzybow halucynogennych w oparciu o prosty test multipleksowy byly wiec bardzo zasadne
i zostaly one poprawnie sformutowane.

Jak podaje autorka w podrozdziale Materiat na str. 30, podstawowy materiat do
badan obejmowat 45 préb z owocnikdw grzybow Basidiomycetes oraz pojedynczg probe
grzyba z rodzaju Candida, czyli razem 46 prdb. Nie bardzo zgadza sie tutaj arytmetyka, bo
Aneksie pracy w Tabeli I majgcej zawierac petng charakterystyke materiatu wykorzystanego
do badan liczba osobnikéw wynosi 47. Rozbieznosc¢ tych danych wymaga wyjasnienia.

W gtéwnej mierze, bo az 43 préby pochodzity z owocnikéw wczesniej zasuszonych
i zachowanych w zbiorach muzealnego Herbarium oraz z zebranych wczesniej Swiezych
owocnikdw Psilocybe semilanceata i samodzielnie wyhodowanych Psilocybe subcubensis
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badz cubensis. Do analizy sekwencji i oceny filogenetycznej wykorzystano réwniez inne
gatunki zaczerpniete z baz internetowych. Jak juz wspomniatam w ocenie merytorycznej
odnosze wrazenie, Zze analiza sekwencji przeprowadzona z wykorzystaniem wsparcia
zewnetrznego w oznaczeniach nie stanowi dostatecznie klarownie i czytelnie omdwionego
i zrealizowanego aspektu. Natomiast pozostate procedury badawcze, ktére opieraty si¢ na
bezposrednim zaangazowaniu badawczym autorki zostaty jasno opisane i zgodnie z tym
opisem przeprowadzone. Zaréwno izolacja i kolejne etapy badan genetycznych opieraly sig
na dobrze zdefiniowanych metodach i technikach badawczych. Narzedzia badawcze zostaty
tutaj prawidtowo wykorzystane.

Do najciekawszych aspektéw metodyki ,przed genetycznej” nalezy opis prowadzonej
przez autorke i zakonczonej sukcesem hodowli z zarodnikdw grzyba Psilocybe subcubensis
(cubensis). Kolejne jej etapy i efekty opisane sg w sposdb niezmiernie szczegdtowy. Tak
doktadny opis metody $wiadczy o duzej wiedzy teoretycznej i wysitku badawczym, jaki
wlozyta autorka pracy celem uzyskania wzrostu tego gatunku grzyba halucynogennego.
Pozostaje mie¢ nadzieje, ze opis ten nie dostanie sie w niepowotane rece.

Bardzo waznym metodycznie aspektem pracy byta izolacja DNA z owocnikéw
grzybow. Szczegodlnie trudny element stanowit materiat suszony poréwnywalny do izolacji ze
Sladowej ilosci materiatu w genetyce sadowej. Izolacje DNA autorka przeprowadzata
w oparciu o pie¢ niezaleznych protokotdéw badawczych, przy czym dwa bazowaty na
zestawach komercyjnych, a trzy opracowane byly w oparciu o dane zawarte w literaturze
z zastosowaniem wiasnych modyfikacji. Przeprowadzone badania pozwolity na wyciagnigcie
wnioskéw, co do konkretnej przydatnosci testowanych protokotow i wytypowanie takiego,
ktdry przyniost najwiekszy odzysk DNA o najwyzszej jego czystosci.

Kolejne istotne etapy badan genetycznych przyniosty amplifikacje w oparciu o
uniwersalng pare starterow dla wszystkich podstawczakdw oraz zaprojektowane w taki
sposOb trzy pary starterdw, aby byty specyficzne dla trzech réznych gatunkow z tej gromady.
Stanowily je najbardziej rozpowszechnione i powszechnie dostepne w Polsce grzyby
neurotropowe: tysiczka lancetowata (Psilocybe semilanceta), Psilocybe subcubensis
(cubensis) oraz trujgcy muchomor czerwony (Amanita muscaria). Opracowane reakcje PCR,
kazda specyficzna dla innego gatunku psychoaktywnego grzyba, dajg podstawe do
identyfikacji tych gatunkéw w aspekcie sgdowym.

Bibliografia liczaca 112 pozycji obejmuje pozycje literaturowe poczagwszy od roku
1958 (jedna pozycja jest nawet z XIX wieku), a konczac na roku 2014. Szeroki przekrdj
czasowy bibliografii jest tu jak najbardziej uzasadniony i wskazuje na duzy wysitek przy
penetrowaniu przez autorke wszelkich dostepnych Zrodet zwigzanych z realizacjg tematu
pracy. Opis bibliograficzny pozycji jest dobrze wystandaryzowany i nie budzi zastrzezen.
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Ocena formalna

Praca pod wzgledem struktury formalnej jest starannie dopracowana. Uktad rozprawy
i struktura jej podziatu jest prawidtowa z wyodrebnieniem: streszczenia, wstepu, zatozen
i celéw, materiatéw i metod, wynikdw, dyskusji, wnioskéw oraz pismiennictwa. Liczy ona 92
strony i zawiera ryciny w liczbie 10 oraz tabele w liczbie 11 w tekécie gtéwnym plus
dodatkowo 5 tabel tworzacych Aneks, zawierajacy opis i charakterystyke materiatu
badawczego z podaniem miejsca zbioru i klasyfikacji taksonomicznej oraz analizg¢ sekwencji
wybranych gatunkéw odniesieniu do par starterow PCUB i PSYL. Przydatny jest réwniez
Wykaz skrotow umieszczony na poczatku pracy oraz Spis tabel i Spis rycin, umieszczone przy
koncu pracy.

Autorka nie ustrzegta sie w pracy niewielkich ,niedoskonatosci” jezykowych. Polegaja
one gtéwnie na nadmiarze stawianych przecinkdw w zdaniu, jak na str. 18, 19, 26, 31;
literowek, jak na str. 42, 56, 60; braku spacji, jak na str. 38, 67, 68; niepotrzebnych
powtdrzen, jak na str. 18, 68. Odnotowano tez btedy w nazwach tacinskich Amanita musacia
zamiast Amanita muscaria na str 41, Psilocybe subcubemsis zamiast Psilocybe subcubensis
na str. 54 oraz wspomniang wczesniej omytke w tabelach Aneksu przy opisie starteréw
przedniego i wstecznego PSYL2.

Ocena koncowa

Ujawnione w toku analizy pracy ,niedoskonatosci” wymagajg wprowadzenia korekty
lub uzupetnienia przed ich dalszg publikacjg. Nie wptywaja jednak w sposdb zasadniczy na
dobry odbidr pracy. Autorka wiozyta duzy wktad w swoje badania, zaréwno pod wzgledem
opanowania szerokiej wiedzy teoretycznej w przedmiocie klasyfikacji taksonomicznej,
w zakresie metodyki badawczej dotyczacej hodowli i izolacji DNA z grzybdw
halucynogennych, jak réwniez opracowania testow do identyfikacji okreslonych grzybéw
o dziataniu neutropowym. Przeprowadzone badania wskazujg na umiejetnos¢ wiasciwego
postawienia hipotez oraz zaplanowania metod skutkujacych realizacja wytyczonych celéw
badawczych.

Wobec powyzszego stwierdzam, ze przeditozona mi do oceny rozprawa doktorska
spetnia warunki okresine w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595; z pdéin. zm.) i wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Matyldy Czosnykowskiej
- tukackiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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