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Jestesmy jednym z 31 zespotdw, ktére uczestniczyty w roku 2023 w globalnym projekcie naukowym
SPUN (Society for the Protection of Undreground Networks)®. Prowadziliémy wyprawy do
potudniowo-wschodniej czesci otuliny Bieszczadzkiego Parku Narodowego (BdPN), aby dostarczy¢
wiedzy o réznorodnosci gatunkowej zyjgcych tam spotecznosci grzybowych. W tym celu pobieralismy
probki glebowego DNA w ryzosferze (strefie korzeniowej) monumentalnych bukéw i jodet. Drzewa te
osiaggnety rozmiary pomnikdéw przyrody dlatego mozna spodziewac sig, ze zaréwno one jak i
mikroorganizmy wystepujgce w glebie otaczajgcej ich najdrobniejsze korzenie, wspotzyjg w
zageszczeniu, ktére mozna uznac za tzw. hot spoty bioréznorodnosci laséw gorskich tego regionu.

Gtéwna idea SPUN skupia sie na utworzeniu globalnej mapy hot spotéw grzybéw mykoryzowych,
pobierajac probki w miejscach najmniej zaktdconych ingerencjg cztowieka. Ma to na celu inicjacje
globalnych dziatan ochronnych dla ekosysteméw mykoryzowych. Sg to grzyby symbiotyczne,
centralnie wazne dla utrzymania kondycji roslin w ekosystemach lgdowych, gdyz wchodzg z nimi w
gtebokie interakcje odzywcze, antystresowe, a hawet fitosanitarne?. Sg one ponadto odpowiedzialne
za zatrzymywanie w glebie wegla organicznego, ktéry w sSwiecie bez mykoryz uwalniatby sie do
atmosfery jako gaz cieplarniany w ilosci odpowiadajgcej ok 36% rocznej emisji CO; ze spalania paliw
kopalnych3.

Nasz zespot identyfikowat oprécz mykoryz takze pozostate grzybowe grupy ekologiczne zyjgce w
ryzosferze bukdw i jodet, czyli inne gatunki symbiotroficzne, patogenne i saprofityczne. Kazdy z tych
gatunkdw jest integralng czescig ekosystemu glebowego, gdyz oddziatuje w skomplikowanych, a w
wiekszosci nierozpoznanych jeszcze interakcjach, z roslinng czescig laséw. W projekt zaangazowane
sg takze artystki z Uniwersytetu Artystycznego w Poznaniu, czyli prof. Joanna Hoffmann-Dietrich,
Jadwiga Subczynska i Maria Subczynska. Braty one udziat w naszych wyprawach, a ich artystyczna
wrazliwosé ma pomadc wszystkim osobom zainteresowanym naszymi dziataniami poczué sie czescia
Swiata Przyrody. Nasze srodowiska wspdtpracuja ze sobg od lat w artystyczno-naukowo-edukacyjnym
projekcie ,,Rhizosphere: The Big Network of Small Worlds”. Na stronie www tego projektu
zamieszczamy informacje o wspdlnych ekspedycjach SPUN*.

Probki DNA pobieralismy podczas dwdch wizyt w Bieszczadach, w maju i pazdzierniku 2023.
Badalismy 10 miejsc, odnajdujgc 35 bukdéw i 35 jodet o rozmiarach pomnikéw przyrody, wskazanych
nam przez Piotra Kluba, lesnika i aktywisty Fundacji Dziedzictwo Przyrodnicze. Piotr jest autorem
mapy otuliny BdPN, zawierajgcej lokalizacje 3675 drzew o rozmiarach pomnikowych, z ktérych my
odwiedzilismy tylko niektore.

Drzewa te byty w poprzednich latach narazone na zniszczenie w wyniku rabunkowej gospodarki
lesnej, nie szanujgcej ich wartosci przyrodniczej. Na szczescie tuz po zakoriczeniu naszych badan
doszto do wielkiej zmiany politycznej w Polsce, dzieki ktorej wprowadzono zakaz wycinania takich
drzew w tym regionie. Czujemy dume z tego, ze wigczyliSmy sie w wieloletni wysitek aktywistow i
naukowcow, ktéry doprowadzit w Polsce do historycznej zmiany w podejsciu do ochrony ziemskiego

! https://www.spun.earth/expeditions/underground-explorers

2 https://www.autoportret.pl/artykuly/lepiej-razem-niz-osobno-symbiotyczna-wyprawa-do-lasu/
3 https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960982223001677

4 https://artscience-node.com/spun-mycorrhizal-wealth-of-carpathians/
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dziedzictwa przyrodniczego. Teraz oczekujemy, ze miejsca, ktére badaliSmy zostang wtgczone do
Bieszczadzkiego Parku Narodowego. Piotr Klub jest autorem kompleksowego opracowania,
wskazujgcego liste miejsc, ktdre powinny zostaé objete najwyzszymi formami ochrony w Polsce®.

Utrata réznorodnosci biologicznej jest uwazana za jedno z najwiekszych zagrozen, przed ktérymi stoi
dzi$ ludzkosé. Z tego powodu organizacje naukowe apelujg o to, by grzyby zostaty uznane jako cel
ochrony bioréznorodnosci Ziemi. Swiat grzybéw powinien byé chroniony na réwni ze zwierzetami i
roslinami jako ,trzecie F” —,flora, fauna & funga”. Nasz zapis bogatej bioréznorodnosci grzybowej
moze by¢ uzyty jako dane referencyjne dla innych bukowo-jodtowych laséw gorskich. Mozna go uzy¢
do oceny procesdw degradacyjnych, np. zwigzanych z presjg gospodarki lesnej lub zmianami
klimatycznymi, powodujgcymi wzrost srednich temperatur rocznych i osuszanie gleby

Inwentaryzacje przyrodniczg prowadzilismy metodami innymi niz tradycyjne, ktére mogty
identyfikowad gtdwnie gatunki grzybédw wielkoowocnikowych, czyli takich ktére specjalista-mykolog
rozpoznawat po charakterystycznych makroskopowych cechach morfologicznych, albo w wyniku
pracochtonnej obrébki mikroskopowej lub biochemicznej. My siegnelismy po najbardziej nowoczesne
narzedzia analityczne, jakim sg urzadzenia do szybkiego, wielkoskalowego i precyzyjnego
rozpoznawania sekwencji DNA z prébek glebowych, tzw sekwenatoréw nowej generacji.

Te ultranowoczesne techniki wymagajg od zespotéw naukowych nie tylko wiedzy ekologicznej, ale
takze zaawansowanych umiejetnosci programistycznych oraz wiedzy z dziedziny statystyki
obliczeniowej. To zadanie w naszym zespole wzieli na siebie studenci bioinformatyki — Maks
Chmielewski i Mikotaj Charchuta, nie tylko przypisujac rozpoznane sekwencje DNA do gatunkéw
grzybowych, ale przede wszystkim proponujac innowacyjne rozwigzania z dziedziny zwanej ,,Big Data
Approach”. Sg to sposoby interpretacji wielkich zestawdw danych molekularnych, drogg ich
przetwarzania, analizy i wizualizacji. Pozwalajg one ekstrahowac i porzadkowac¢ dane ,,big data” z
zestawow o czesto niepewnej strukturze, takze wedtug hipotez ekologicznych, ktére prébowalismy
formutowac w burzliwych i dtugotrwatych dyskusjach.

Efekty tych dociekan mogg Panstwo zobaczy¢ na wizualizacjach pokazanych nizej podsumowan. Sg
one podparte solidnymi przestankami statystycznymi, ktére pozwalajg na wyodrebnienie grup
gatunkéw grzybowych, ktdre najczesciej towarzyszg sobie nawzajem w badanych przez nas miejscach
w Bieszczadach, a wiec wspdttworzg wraz z drzewami goérskie siedliska lesne. Proponujemy podziaty
na kategorie grupowe nie tylko wedtug przynaleznosci taksonomicznej, ale takze rozpoznajac ,klany”
o ustalonych zwyczajach troficznych, ktore wspétwystepujg w mikrosiedliskach poszczegélnych jodet
lub bukéw. Uzylismy w tym celu bioinformatycznych narzedzi do analizy relacji sieciowych.

Prowadzac te analizy oparlismy sie na referencyjnych bazach danych, ktére przypisujg unikalne
sekwencje DNA do gatunkéw grzybdw i ich trybu zycia, rozpoznanych wczesniej technikami innego
rodzaju — morfologicznymi, mikroskopowymi i biochemicznymi. Takie bazy danych rozrastajg sie z
roku na rok, wiec nasza metodyka, zwana metagenomika, staje sie coraz bardziej wydajna w szybkim
rozpoznawaniu sktadu ekosystemow glebowych, nie tylko dla gatunkéw grzybowych, ale takze
bakteryjnych i mikroskopijnych eukariontéw. Odkrywane sg przy tym wielkie ilosci unikalnych
sygnatur DNA, nalezacych wprawdzie do znanych grup taksonomicznych, ale do tej pory nie
przypisanych do zadnego gatunku, poniewaz brakuje danych opisujgcych cechy tych organizmow.

3 https://przyrodnicze.org/25-nowych-parkow-narodowych-do-utworzenia-w-polsce/
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Po lewej: identyfikacja réznic sktadu gatunkowego grzybdéw glebowych towarzyszacych monumentalnym
bukom lub jodtom (diagram Venna). Liczby oznaczajg gatunki specyficzne dla tych drzew oraz wspdlne dla obu.
Po prawej: Diagram Venna pokazujgcy rdznice i podobienstwa w zestawach grzybow mykoryzowych
towarzyszacych bukom lub jodtom.
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Interaktywne narzedzie (Krona) do wgladu w sktad taksonomiczny oraz funkcje ekologiczne gatunkow
tworzgcych mykobiomy ryzosfery badanych drzew.



Clustering of Firs_1 rizosphere funga Clustering of Beeches_1 rizosphere funga

estimated association:

+

Grafy sieci grzybowych, pokazujgce rdznice struktur mykobiomow (spotecznosci grzybowych) dla siedliska
bukowego i jodtowego. Linie tgczace oznaczajg wspotwystepowanie gatunkdw o schemacie powtarzajacym sie
w prébkach z 35 badanych drzew dla danego gatunku. Kétkami o tym samym kolorze oznaczono tzw klastry
czyli grupy gatunkow tworzgce wspotpracujgcy wewnetrznie ,klan”. Uzyto narzedzia bioinformatycznego
narzedzia analizy potencjalnych relacji sieciowych — NetCoMi (Network Construction and Comparison for
Microbiome Data) z zastosowaniem metody wyszukiwania podobienstwa wystepowania (SPIEC-EASI).
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Uproszczony obraz sieci pokazujacy relacje pomiedzy poszczegdlnymi ,klanami” gatunkdw, czyli sie¢ pokazujaca
tylko klastry. Linie zielone — wspétwystepowanie, czerwone — wzajemne wykluczanie sie klastrow. Wielkos$¢
symbolu (pieciokat) oznacza, czy rozmiar ,klanu” (ilos¢ gatunkow i ich przedstawicieli) jest wiekszy czy mniejszy
w stosunku do pozostatych.



Density map of wanted species in Bkl
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Density map of wanted species in Jd2
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Przyktadowe mapy przewidujgce przyblizong gestos¢ wystepowania grzybow o charakterze mykoryzowym
wokét monumentalnych bukéw lub jodet tworzgcych wybrane dwa siedliska lesne. Uzyto technike obliczeniowg
typu ,,2D Gaussian kernel density estimation”.



