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Introduction

The fruiting body came from a pot of a Polyscias plant species which was bought in a chain store in Hungary. The fruiting body was
sent to the the National Food Chain Safety Office, Microbiological National Reference Laboratory, as it was suspected that a child
could have eaten from the mushroom that got into their household together with the pot.

The macroscopic (Figure 1) and microscopic examination (Figure 2) of the purple, wine-coloured fruiting body confirmed that the
mushroom in question probably belongs to the exotic, previously undescribed in Hungary, relatively well-defined Gymnopilus
(dilepis-lepidotus-subearlei group) species.

Materials and methods

We first studied the fruiting bodies macroscopically, then we analyzed the micromorphological features of the fungus under a
biological microscope (Zeiss Axioscop 2, 400x, 1000x magnification).
Later on, in order to determine the exact species of the fungus, we used molecular methods.

Molecular methods

From a sample taken from the cap tissue, we obtained DNA with a fungus-specific primer pair (ITS1F — CTT GGT CAT TTA GAG
GAA GTA A; ITS4 — TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) using the DNA extraction method (DNeasy PowerSoil Pro Kit) then we
amplified it in a polymerase (Thermo Scientific DreamTaq Green PCR Master Mix) chain reaction (PCR).

The PCR products were electrophoresed on 2% agarose gel, stained with nucleic acid stain and then visualized by UV
transilluminator.

The sequencing of the finished PCR products were performed by a third party, after cleaning, with the Sanger dideoxy method.

The chromatograms were checked, edited and assembled with the ChromasPro program.

We compared the obtained sequence with the sequences available in GenBank - using BLAST.

Afterwards, we supplemented our ITS data with additional high-quality sequences available from GenBank (Table 1.) and then we
created Phylogenetic trees by using the RaxmIGUI program, and the phylogeny.fr portal /maximum likelihood analysis (Maximum
Likelihood) using PhyML/.

In the first case, the Maximum Likelihood tree was created with 1000 bootstrap replications, and then the tree was visualized (Figure
3) by the UGENE program. In the second case, the reliability of the internal branch was tested by approximate likelihood-ratio test
/aLRT: SH-Like/ (Figure 4).

In both cases, the Gymnopilus penetrans taxon was used as an outgroup. Sequence alignments were performed by using SeaView.

Results

In the course of the ITS sequence analysis, we included 49 Gymnopilus ITS sequences in our phylogenetic analysis.
Our analysis identified four strongly supported species-level clades (without a closer examination of the Gymnopilus
purpureosquamulosus group).

The results of the BLAST search showed a high percentage of similarity with Gymnopilus dilepis sequences available from
GenBank, and a query coverage of 100-95-94% (Per. ident. 99.74%, E-value 0.00, ON715770.1; Per. ident. 99.73%, E-value 0.00,
MH185801.1;). It also showed similarity to the sequence of one of the G. lepidotus (Per. ident. 99.72%, E-value 0.00, KP764811.1).
The alignment of the sequences and the creation of robust phylogenetic trees also confirmed the results of the BLAST search, in
consensus with the micro- and macromorphological characteristics, on the basis of which we consider our material a Gymnopilus
dilepis species.

In our opinion, following the necessary multi-gene examination of the Gymnopilus dilepis group, taking the principle of priority into
account, the Gymnopilus lepidotus Hesler (1969) and G. subearlei taxon R. Valenz., Guzman & J. Castillo (1981) will most probably
be considered a synonym of Gymnopilus dilepis (Berk. & Broome) Singer [1949], regardless of the micro- and macromorphological
differences of the described specimens from different continents.

At the same time as our present publication, we would like to mention that, as far as we know, this is the first confirmed
documentation of the Gymnopilus dilepis species in Hungary.

Since the possibility of accidental consumption arose at the time of notification, we also assessed the toxicological data of the species
in order to evaluate the possible risk.
Discussion

14 species of the Gymnopilus genus contain psilocybin, one of which is Gymnopilus dilepis.
Psilocybin (4-phosphoryloxy-N,N-dimethyl-tryptamine) is a psychoactive alkaloid which belongs to the tryptamine family.
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After chewing in the mouth, it starts working in 10 minutes, after consumption, within 30-60 minutes, but it may also occur that the
first signs only appear 2 hours after consumption.

The effect of psilocybin lasts for 2-6 hours and gradually decreases in the last half or third.

Chills, nausea, increased intestinal gas activity, pupil dilation, dizziness may appear. In case of higher doses, vomiting is also a
possible occurence. Most of the unpleasant physical effects are primarily characteristics of the first stage of the change of
consciousness; with the fulfillment of the mental effects, they are mostly pushed into the background. The perception, the way of
thinking, the feelings and the percieving of being changes. In addition to the changes in perception, heightened thinking and
sometimes an increased ability to concentrate are typical. Extreme emotional reactions might take place, repressed memories or latent
psychic crises may surface.

The effect, until the perception of everyday reality completely returns, can last up to 8 hours; during this time, pathological insomnia
can appear as a side effect. [1]

It does not cause physical addiction, and the development of psychological addiction is unlikely. [2-4]

In China in 2022, out of 482 mushroom poisoning incidents (28 deaths occurred out of 1332 affected persons), G. dilepis caused the
illness in 10 incidents involving 34 affected persons. Among all the cases, among the 32 species that cause psycho-neurological
symptoms, one of the first 5 most common fungal species is the new species that has just been detected in Hungary. [5]

In conclusion, it can be said that the identified species is one of the psychoactive mushrooms, the consumption of which causes
mental symptoms through psilocybin, and this implies a serious risk, especially after accidental consumption by children.

A Gymnopilus dilepis (jelenleg Hymenogastraceae részeként leirt) elsé6 magyarorszagi dokumentalt adata
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Bevezetés

A termétest egy lzletlanc magyarorszagi aruhdzédban vasarolt arnyékaralia (Polyscias sp.) cserepébdl keriilt a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Mikrobiologiai Nemzeti Referencia Laboratoriumaba, mivel felmeriilt a gyan(, hogy egy
kisgyermek fogyaszthatott a gombabdl, amely a cseréppel egyiitt keriilt a haztartasukba.

A lilas, borvéros szinli gombatermétest makroszkopikus (Abra 1.) és mikroszkopikus vizsgalata (Abra 2.) megerésitette, hogy
vélelmezetten, egy egzotikus, hazankban kordbban még leirasra nem keriilt, viszonylag jol koriilhatarolhatd Gymnopilus (dilepis-
lepidotus-subearlei csoporthoz) fajhoz tartozhat a kérdéses gomba.

Anyagok és médszerek

A termotestet eldszor makroszkopikusan tanulmanyoztuk, majd fénymikroszkop (Zeiss Axioscop 2, 400x, 1000x nagyitas) alatt
analizaltuk a gomba mikromorfoldgiai jegyeit.
A gomba pontos, fajszintli meghatarozasahoz a tovabbiakban molekularis modszereket alkalmaztunk.

Molekularis modszerek

A gomba kalapszovetébdl vett mintabol torténé DNS kivonassal (DNeasy PowerSoil Pro Kit) nyert DNS-t gombaspecifikus
primerparral (ITS1F — CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A; ITS4 — TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) polimeraz (Thermo
Scientific DreamTaq Green PCR Master Mix) lancreakcioban (PCR) amplifikaltuk.

A PCR termékeket nukleinsav festéssel 2%-os agardz gélen elektroforetizaltuk, majd UV fénnyel vizualizaltuk.
A kész PCR termék szekvenalasa harmadik fél altal, egyszeres tisztitast kovetéen, Sanger dideoxy eljarassal tortént.

A kromatogramok ellendrzését, szerkesztését és dsszeallitasat a ChromasPro programmal végeztiik.

Az igy megkapott szekvenciat a GenBank rendelkezésre allo szekvenciaival — BLAST segitségével — hasonlitottuk dssze.

Ezt kovetéen az ITS-adatunkat, kiegészitve a GenBank kinalataban elérhetd jo mindségli tovabbi szekvencidkkal (Tablazat 1.)
torzsfat készitettink a RaxmIGUI programmal, valamint a phylogeny.fr portdl segitségével /maximalis valdszinliségi analizis
(Maximum Likelihood) PhyML hasznalataval/.

Az elsd esetben a maximalis valoszintiségi (ML) torzsfat 1000 bootstrapreplikacioval készitettiik, majd a torzsfat az UGENE
alkalmazéssal vizualizaltuk (Abra 3.).

A masodik esetben a belsé ag megbizhatosaga approximate likelihood-ratio teszttel /aLRT: SH-Like/ vizsgalt (Abra 4.).

Kiilsé csoportként mindkét esetben a Gymnopilus penetrans taxont hasznaltuk. A szekvencidk illesztését a SeaView programmal
végeztiik.

Eredmények

Az ITS szekvencia elemzések soran 49 Gymnopilus ITS szekvenciat vontunk be a filogenetikai elemzésiinkbe.
Az analizisiink négy er6sen tamogatott fajszintii kladot azonositott (a Gymnopilus purpureosquamulosus csoport alaposabb vizsgalata
nélkiil).
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A BLAST keresés eredménye 100-95-94%-os lekérdezési lefedettség mellett, magas szazalékos hasonldsagot mutatott a GenBank-
bol elérheté Gymnopilus dilepis szekvenciakkal (Per. ident. 99.74%, E-value 0.00, ON715770.1; Per. ident. 99.73%, E-value 0.00,
MH185801.1;), tovabba az egyik G. lepidotus szekvenciajaval (Per. ident. 99.72%, E-value 0.00, KP764811.1).

A szekvencidk illesztése, valamint a robusztus filogenetikai fak elkészitése is megerdsitette a BLAST keresés eredményét,
konszenzusban a mikro- és makromorfologiai jegyekkel, amely alapjan az anyagunkat Gymnopilus dilepis fajnak tekintjiik.

Véleményiink szerint a Gymnopilus dilepis csoport sziikségszeri, tobbgénes vizsgalatat kdvetden, a prioritas elvét figyelembe véve,
nagy valoszintiséggel a Gymnopilus lepidotus Hesler (1969) és a G. subearlei R. Valenz., Guzman & J. Castillo (1981) taxonokat a
Gymnopilus dilepis (Berk. & Broome) Singer [1949] szinonimajaként kell majd tekinteni, fiiggetleniil a kiilonb6zé kontinensekrol

Jelen publikdcionkkal egyidejlileg meg kivanjuk emliteni, hogy tudomdsunk szerint, Magyarorszagon ez az elsd igazolt
dokumentalasa a Gymnopilus dilepis fajnak.

Mivel a bejelentéskor felmeriilt a véletlen fogyasztas lehetdsége, felmértiik egyuttal a gombafaj toxikologiai adatait a lehetséges
kockazat értékelése érdekében.

Diszkusszio

A Gymnopilus nemzetség 14 faja tartalmaz pszilocibint, ezek egyike a Gymnopilus dilepis.

A pszilocibin (4-foszforiloxi-N,N-dimetil-triptamin) a triptamin csaladba tartozé pszichoaktiv alkaloid. Megragas utan a szajban
tartva 10 perc alatt, elfogyasztva 30-60 perc alatt kezd hatni, de el6fordul az is, hogy az elsé jelek csak 2 éraval az elfogyasztas utan
jelentkeznek.

Hatasa 2-6 6ra hosszan tart, és utolsé felében-harmadaban fokozatosan csokken.

Megjelenhet hidegrazas, émelygés, fokozott bélgaztevékenység, pupillatagulat, szédiilés. Nagyobb dozis esetén hanyas is
eléfordulhat. A kellemetlen fizikai hatasok nagy része elsGsorban a tudatvaltozas els szakaszara jellemz6; a mentalis hatasok
kiteljesedésével jorészt a hattérbe szorulnak. Megvaltozik az érzékelés és a gondolkodasmod, az érzésvilag és a Iétszemlélet.

Az érzékelésbeli valtozasokon kiviil jellemz6 a gondolati felfokozottsag, néha fokozott koncentralasi képesség. Szélsdséges érzelmi
reakciok jelentkezhetnek, elnyomott emlékek vagy latens pszichés krizisek a felszinre johetnek.

A hatas, amig teljesen visszatér a hétkdznapi valosag észlelése, akar 8 oraig is eltarthat; ez id6 alatt mellékhatasként koros
almatlansag 1éphet fel. [1]

Nem okoz fizikai fligg6séget, és a pszichés fliggdség kialakulasa sem valdszinti. [2-4]

Kinaban 2022-ben 482 gombamérgezéses eseménybdl (1332 érintett személy koziil 28 halaleset tortént) 10 eseményben 34 érintett
személy esetén okozta a G. dilepis a megbetegedést. Az Gsszes megbetegedés kozott a pszicho-neurologiai tiinetegyiittest okozo 32
faj kozott az elsd 5 leggyakoribb gombafaj egyike a most kimutatott j hazai faj. [5]

Osszefoglaloan elmondhaté, hogy az azonositott gombafaj a pszichoaktiv gombak egyike, amely fogyasztisa a pszilocibin révén
mentalis tiineteket okoz, és ez sulyos kockazatot jelent, féleg kisgyermekek esetében torténd véletlen fogyasztast kdvetden.

Figure 1./Abra 1. Basidiomes of Gymnopilus dilepis / A Gymnopilus dilepis termbtestei.

a: Basidioma./Term&test. b: Basidioma section./Termé&test metszete. ¢: Pileus surface./Kalap felszine. d: Lamellae, remains of velum
partiale and upper part of stipe./Lemezek, a részleges burok maradvanyai és a tonk felsé része.

Photographs/Fotok: a-d (ex situ) by Anasztazia Beatrix Bar6ti
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Figure 2./Abra 2. Microscopical features of Gymnopilus dilepis (BBA_SSRD-812). / A Gymnopilus dilepis mikroszkopikus
jellemz6i (BBA_SSRD-812).

a: Basidiospores./Bazidiosporak. b: Pseudocystidia and basidiospores./Pszeudocisztidia és bazidiosporak. c¢: Pseudocystidia and
cheilocystidia./Pszeudocisztidia és keilocisztida. d: Basidia, pseudocystidia, cheilocystidia and basidiospores./Bazidium,
pszeudocisztidia, keilocisztida és bazidiosporak.

Photographs/Fotok: a-d by Anasztazia Beatrix Baroti

Table 1. The ntDNA ITS sequences of Gymnopilus species used in the phylogenetic analysis. Hungarian data is in bold. /
Tablazat 1. A filogenetikai analizisben hasznalt Gymnopilus fajok ITS szekvenciai. A hazai adat félkovér betiivel lathato.

No. Species name / Faj Country / Orszag ITS (Sequences ID)
1. Gymnopilus dilepis Hungary BBA_SSRD-812
2. Gymnopilus dilepis Australia AY386830.1
3. Gymnopilus dilepis Australia AY386825.1
4. Gymnopilus dilepis Christmas Island-Australia AY386828.1
5. Gymnopilus dilepis Australia AY386826.1
6.  Gymnopilus dilepis Australia AY386823.1
7. Gymnopilus dilepis United Kingdom AY386824.1
8. Gymnopilus dilepis Australia AY386827.1
9. Gymnopilus dilepis Australia AY386829.1

10.  Gymnopilus dilepis Malaysia AY280980.1
11.  Gymnopilus dilepis Thailand KX639496.1
12.  Gymnopilus dilepis USA MH211909.1
13.  Gymnopilus dilepis Singapore ORS527356.1
14.  Gymnopilus dilepis Singapore ORS527347.1
15.  Gymnopilus dilepis Australia ON715770.1
16.  Gymnopilus dilepis China 0Q641638.1
17.  Gymnopilus dilepis Thailand LC743755.1
18.  Gymnopilus dilepis New Zealand 0Q064813.1
19.  Gymnopilus dilepis Malaysia MN901949.1
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Table 1. (continued) / Tablazat 1. (folytatas)

No. Species name / Faj Country / Orszag ITS (Sequences ID)
20.  Gymnopilus dilepis USA ON554797.1
21.  Gymnopilus dilepis USA MH185801.1
22.  Gymnopilus lepidotus Sri Lanka KP764811.1
23.  Gymnopilus lepidotus Mexico AY280990.1
24.  Gymnopilus purpuratus Switzerland AY386818.1
25.  Gymnopilus mullaunius Australia AF501552.1
26.  Gymnopilus purpuratus Australia AY386819.1
27.  Gymnopilus purpuratus Australia AY386820.1
28.  Gymnopilus purpuratus Australia AY386822.1
29.  Gymnopilus purpuratus Australia AY386821.1
30.  Gymnopilus purpuratus New Zealand 0Q065112.1
31.  Gymnopilus purpuratus New Zealand 0Q064866.1
32.  Gymnopilus purpuratus Germany MF039258.1
33.  Gymnopilus purpuratus Germany EU401710.1
34.  Gymnopilus luteofolius USA AY280992.1
35.  Gymnopilus luteofolius USA OR944515.1
36.  Gymnopilus luteofolius USA OP784352.1
37.  Gymnopilus luteofolius USA MH127849.2
38.  Gymnopilus luteofolius USA MHO063271.1
39.  Gymnopilus luteofolius USA MT735147.1
40.  Gymnopilus luteofolius AF325668.1
41.  Gymnopilus purpureosquamulosus Zimbabwe EU401713.1
42.  Gymnopilus purpureosquamulosus Panama EU401712.1
43.  Gymnopilus purpureosquamulosus Italy EU401714.1
44.  Gymnopilus purpureosquamulosus Italy EU401715.1
45.  Gymnopilus subpurpuratus Mexico AY281016.1
46.  Gymnopilus purpureosquamulosus Italy EU401716.1
47.  Gymnopilus subearlei Mexico AY281013.1
48.  Gymnopilus cf. subearlei Mexico AY281014.1
49.  Gymnopilus penetrans Czech Republic AY925213.1

Figure 3. (Maximum Likelihood analysis, RaxmIGUI, bootstrap: 1000) / Abra 3. (Maximum likelihood analizis, RaxmlGUI,
bootstrap: 1000)
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Figure 4. (Maximum Likelihood analysis, PhyML, (aLRT) test) / Abra 4. (Maximum likelihood analizis, PhyML, (aLRT) teszt)
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