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Orchidaceae

* mlada Celed ~ 100mil let

* druhové extrémné bohata: pres 20000 druhu

* velka bohatost rustovych forem (terrestriti, epifyti,
epiliti..)

* kosmopolitni rozsireni, osidleni v podstate vsech
biotopu




Orchidaceae

* vSechny druhy vytvari unikatni typ mykorhizy — orchideoidni
mykorhizu (OrM) y
v
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Orchidaceae

* vSechny druhy obligatné mykorhizni
* mala semena s minimem zasobnich latek
(~150-200 um)
* naprosta zavislost na vyziveé houbou behem
Kliceni
* parazitismus (Uplna mykoheterotrofie) v rané
fazi vyvoje




‘'staré’' vs. 'mladé’ symbiozy...

AM houby ~ 200 druhu vs. AM rostliny ~ 200 000 druh
ECM houby ~ 6000 druht vs. ECM rostliny ~ 20 000 druhu

\'%
,staré” typy mykorhiz, vetSinou mutualistické symbidzy (sensu lato)

malo specificka, Casto fakultativni pro
VS. rostliny, ale obligatni pro houby

,2mladé” typy (100mil), parazitické symbidzy (+ monotropoidni, pyroloidni)

Casto velmi specificka, pro rostlinu /parazita/
obligatni, pro houbu /hostitele/ lehce postradatelna

evolucni ,souboj“ mezi parazitem a hostitelem
a velka ekologicka rozriznénost hub

> rozSifeni niky skrze ruznorodé hostitele, specializace,
diverzifikace !




Vzhled mykorhizy (dualniho organu)

U ,slusnych® mykorhiz zalezi vzhled na druhu houby (CasteCné asi i rostliny)

AM mykorhizy (foto zapuj¢eno od Petra..)

100 um

.
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Scutellospora

Acaulospora

ECM mykorhizy (oto z http;//www.deemy.de/Taxa/Images.cfm)

-

Tuber (Ascomycota) ToMehtel/a (Basidiomycota)  Russula (Basidiomycota)



U paraziti vysledny vzhled mykorhizy nejspis dosti v rezii rostliny...

u OrM vypada jakykoliv druh houby na prvni pohled viceméné jednotné
jako ,hnéda koule”

Listera cordata +

Epi actisrtr‘rubns + . _—
PP Sebacina (Basidiomycota)

Epipactis helleborine + Wilcoxina (Ascomycota)

Tuber (Ascomycota)

Leucorchis + Tulasnella (Basidiomycota)

-




Russula (Basidiomycota)

Ectomycomhizas

mutualismus =

Hartig n=t
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Orchideje Uspésné parazituji na Sirokém spektru ekologicky
i taxonomicky rozriiznénych hub .. uhlik jde ziskat z c¢ehokoliv..

ECM Basidiomycota ECM Ascomycota
Russula Tuber

— > Trojstranna symbidza/
epiparazitismus
(parazitismus na ECM
mutualismu)




Orchideje uspésné parazituji na Sirokém spektru ekologicky
i taxonomicky rozriznénych hub .. uhlik jde ziskat z ¢ehokoliv..

ECM Basidiomycota ECM Ascomycota drevpka;ne Basidiomycota
Armillaria

Russula __Tuber

patogeni rostlin
Ceratobasidium (Basid.)




Jak se k orchideoidnim mykorhizam dostat..

..vétsina druhu je chranénych..

* kofeny dospélych rostlin maji kolem 5mm v pruméru
* mykorhiza je dobfe viditelna i bez barveni
* nutna pouze sterilizace povrchu pro kultivace in vitro

* vysev miniaturnich semen pomoci diaramecku a planktonni
sitky




Jak urcit, ktery druh houby je ona ,,hnéda koule“?

..vzdy je lepsSi kombinace vice metod..

1. Molekularni analyzy — sekvenace useku ITS nrDNA

Vyhody

* pomérné snadné zpracovani mnoha vzorku

* velka diverzita ziskanych hub

* relativné presna identifikace asociovanych hub pomoci databazi
(Genbank, UNITE, EMBL)

Nevyhody
* ziskam celé spektrum hub, nevim, ktera je/muze byt mykorhizni..

* finanéné docela naro¢né
* problém s primery — nemame zadné opravdu univerzalni, nutné
kombinovat ruzné

Moznost amplifikace pfimo z
pelotonu! (Kristiansen et al. 2011)



2. l1zolace houbovych kultur na zivném médiu

vyhody:
- moznost izolovat houby pfimo z mykorhiznich struktur

- je mozné otestovat mykorhiznost houby pomoci symbiotickych
vysevl semen

- finanéné celkem nenarocné

nevyhody:
* nékteré druhy nejde napéstovat

* vzacna fruktifikace kultur, takze Spatné taxonomicke
rozliSeni, Casto nespolehlivé —— musi se sekvenovat

* pomalu rostouci mykorhizni taxony Casto prerostlé endofyty
* detekuji mensi diverzitu hub nez molekularni metody

200 wrm

Fig. 5. Selective culture and purification of strains, 5-1. Peloton in sterile distilled water with emerging hyphae. 5-2.
Selective culture of individual pelotons on agar disks. 5-3. Purification of pelotons from which hyphae have emerged.

Zhu et al. 2008
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3. Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) — analyza ultrastuktury
mykorhiznich hub

umozni hrubou identifikaci pravdépodobné mykorhiznich hub:
ty tvori pelotony a jsou obklopeny plazmatickou membranou
rostliny (=nejsou to paraziti na rostling)

ale docela naro¢né na optimalizaci fixace..

Atractiellomycetes
Tuber (Ascomycota)

Kottk et aI.200




4. Prirozeny obsah stabilnich izotopu (pfip. laboratorni ovéreni)

muZzZe napovedét, co je zdrojem zivin...

Form & relative

Percent molecular mass
Element Isotope abundance  difference
B
Hydrogen 'H 00,984 HD/'H'H
*H (D) 0.0TS 3/2). 50%
‘arbon B 08.082 1801280l
Bc 1.108 (45/44)\2.3%
Nitrogen N 09.63 ENBENANMN
BN 0.3663 29738), 3.6%
Oxygen 50 o, T59 BcttoBo/ticiolto
170 0.037 (46/44), 4.5%
150 0.204

vyhoda: zadné umélé experimentalni ovlivnéni, moznost
zpracovat mnoho druhd, hodné vzorku

pro vice informaci doporuéuji pfednasku Stabilni izotopy v biologii (Santr(ickovi)



ektomykorhizni i saprotrofni houby maji jiny izotopovy signal nez
autotrofni rostliny
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Autotrofni C3 rostliny
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Takze kdyz jim pouze ECM houbu, jsem obohaceny v obou!

(..nemam, stejny zdroj C ani N jako ostatni autotrofové)
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pokud se orchidej poji s ECM houbami a zarovern fotosyntetizuje, tak je taky
obohacena..

15N podobné jejich, 13C ,zfedeno” vlastni fotosyntézou.

... pfenos zatim experimentalné neprovéren
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Nové technologie jsou nutné...

high-resolution secondary ion mass spectrometry (nanoSIMS)
+ znaceni *CO,

za 216 h zadny prenos
pres zivé pelotony

Bougoure et al. 2013



Orchideoidni mykorhiza — koreny dospélych rostlin

Tvorba peloton( v kofenové kiife

stélé

degradovany
peloton

Skrobova zrna




Protokormy — semenace orchideji

Pseudorchis albida, protokormy po dvou letech v ptudé

osemeni (testa

nekliéici‘ @ ¢
¥

Listové

primordium
“

mykorhizni

semeno kolonizace

s nediferencovanym
embryem

kKliCici, zbytnéle, ale
nemykorhizni semeno

rhizoidy
Protokorm:
Semenac s
rozliSenymi
délivymi
meristémy pro
kofen a pryt




Protokormy — semendace orchideji (Pseudorchis) Budouci list

apikalni meristém
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