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Vliv podminek prostfedi na vztah kultury hlivy
ustricné (Pleurotus ostreatus), Trichoderma

pleuroti a mikrobiota v substratu

Souhrn

Péstovani jedlych hub je ve svété stale popularnéjsi. Lidé si stale vice
uvédomuji jejich pozitivni Ucinky, a proto jsou houby vyuzivany nejen
v gastronomii, ale také stale castéji v humanni a veterinarni mediciné.
S jejich péstovanim se ale poji také napadeni péstovanych kultur §ktdci a
chorobami. V péstirnach se nejCastéji objevuji zelené plisné rodu
Trichoderma, které zpusobuji znacné ztraty. Pfi péstovani hlivy ustficné je
nejvét§im problémem Trichoderma pleuroti, pfi péstovani zampionu je to
Trichoderma aggressivum. Proto je vyzkum ochrany proti témto plisnim
dtlezity a v poslednich letech nabyva na vyznamu.

Predlozena prace se zabyva studiem tolerance vybranych kmenu
Pleurotus ostreatus vQ¢i Trichoderma pleuroti a riznymi tepelnymi oSetfenimi
substratu. V pokusech byl zjiStovan vztah mezi Pleurotus ostreatus,
Trichoderma pleuroti a Bacillus subtilis, dale ruzné formy tepelného oSetfeni
substratu a jeho obohaceni. Pokusy byly statisticky vyhodnoceny metodou
ANOVA.

V pripadé spoleéného riastu Trichoderma pleuroti a Bacillus subtilis byl
rust Trichoderma pleuroti znacné omezen, zejména v pripadé plosSné
inokulace Bacillus subtilis. Také u spolecného rustu Bacillus subtilis a
Pleurotus ostreatus byl rist Pleurotus ostreatus omezen, u ploSné inokulace
Bacillus subtilis bylo omezeni rustu Pleurotus ostreatus vyrazné;jsi.

V pripadé fermentace substratu a jeho nasledného tepelného oSetreni
bylo zjiSténo, Ze obohaceni substratu a jeho nasledna fermentace neni

vhodné oSetfeni pro rast mycelia Pleurotus ostreatus. V pfipadé, ze byl



substrat infikovan Trichoderma pleuroti, se jako nejvhodnéjSi oSetreni
ukazala fermentace substratu a nasledné tepelné oSetreni pri 60 °C. Pridani
prorostlého vyplozeného substratu se neprojevilo jako vyznamné pro rust

mycelia Pleurotus ostreatus.

Klicova slova: hliva Ustfi¢na, substrat, Trichoderma pleuroti



Influence of environmental conditions on
relation between Pleurotus ostreatus,
Trichoderma pleuroti and microbiota in

substrate

Summary

Cultivation of edible mushrooms in the world is becoming increasingly
popular. People are increasingly aware of their positive effects and therefore
are mushrooms used not only in restaurants but also increasingly in human
and veterinary medicine. With their growing, but also associated infestation
of cultivated cultures of mushrooms by pests and diseases. The farms are
most often appear green mold of the genus Trichoderma which cause
considerable losses. When growing oyster mushroom is the biggest problem
Trichoderma pleuroti, the cultivation of Agaricus is a Trichoderma
aggressivum. Therefore, the research of protection against these fungi and
important in recent years, importance.

Presented work studies the tolerance selected strains of Pleurotus
ostreatus against Trichoderma pleuroti and different heat treatments of the
substrate. In experiments was examined relationship between Pleurotus
ostreatus, Trichoderma pleuroti and Bacillus subtilis, as well as various forms
of heat treatment of the substrate and its enrichment. The experiments were
statistically analyzed using ANOVA.

In the case of a common growth Trichoderma pleuroti and Bacillus
subtilis was Trichoderma pleuroti considerably restricted, especially in the
case of surface inoculation of Bacillus subtilis. Also in a common growth of

Bacillus subtilis and Pleurotus ostreatus, Pleurotus ostreatus growth was



limited by surface inoculation of Bacillus subtilis was to restrict the growth of
Pleurotus ostreatus pronounced.

In the case of the fermentation substrate and subsequent heat
treatment, it was found that the enrichment of the substrate and its
subsequent fermentation treatment is not suitable for the growth of mycelia
of Pleurotus ostreatus. In case the substrate has been infected Trichoderma
pleuroti the most appropriate treatment showed fermentation substrate and
subsequent heat treatment at 60 ° C. Adding mingled substrate is not proved

crucial for the growth of mycelium Pleurotus ostreatus.

Keywords: oyster mushroom, substrate, Trichoderma pleuroti
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1 Uvod

Péstovani jedlych hub je ve svété stale popularné¢jsi. Lidé si stale vice
uveédomuji jejich pozitivni ucinky, a proto jsou houby vyuzivany nejen
v gastronomii, ale také stale castéji v humanni a veterinarni mediciné.
Nejvice péstovanymi zastupci hub jsou hliva ustficna (Pleurotus ostreatus),
zampion dvouvytrusy (Agaricus bisporus) a Supinovka nameko (Pholiota
nameko). S jejich péstovanim se ale poji také napadeni péstovanych kultur
Sktdci a chorobami. V péstirnach se nejcastéji objevuji zelené plisné rodu
Trichoderma, které zpusobuji znacné ztraty. Pfi péstovani hlivy ustficné je
nejvetSim problémem Trichoderma pleuroti, pfi péstovani Zampionu je to
Trichoderma aggressivum. Proto je vyzkum ochrany proti témto plisnim

dtlezity a v poslednich letech nabyva na vyznamu.
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2 Cil prace

Cilem prace je zhodnotit vliv podminek prostredi na vztah kultury
Pleurotus ostreatus (hlivy ustricné), Trichoderma pleuroti a mikrobiota v

substratu.
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3 Literarni resSerse

3.1 Rod Trichoderma

3.1.1 Taxonomické zafazeni

RiSe: Fungi (Houby)

Oddéleni: Ascomycota (Vieckovytrusné)
Podkmen: Pezizomycotina

Trida: Sordariomycetes

Rad: Hypocreales (Masenkotvaré)
Celed: Hypocreaceae (Masenkovité)
Rod: Hypocrea

Anamorfa — Trichoderma

3.1.2 Rod Trichoderma

Rod Trichoderma je celosvétové rozsSireny v pudach a rozkladajicim se
drevé a rostlinném materialu. Druhy rodu Trichoderma jsou vétSinou
prevladajicimi prvky v pudé v riiznorodych lokalitach. Jejich metabolické
schopnosti jsou moznou pri¢inou agresivni povahy rodu Trichoderma.
Pritomnost rodu Trichoderma je casto spojovana s chorobami rostlin a
komercnim péstovanim hub (Gams, Bissett, 2002).

Druhy rodu Trichoderma se vyuzivaji také v biotechnologiich. Vyuziti
maji pro své schopnosti produkovat celulazy a omezovani nékterych
fytopatogennich hub (napf. Supresivit nebo Trichodex - pfipravky pro
biologickou ochranu rostlin) (Kubatova et al., 2009).

Rod Trichoderma je studovan jiz od 18. stoleti, pfesto se jeho studiu
dostalo nejvét§iho zajmu v poslednich desetiletich z divodu problémt pfi
peéstovani jedlych hub a wvyuziti v biotechnologiich. Diky vyuziti
molekularnich metod jsou v soucasnosti popsany nové druhy (Kirk et al.,
2008; Antonin, 2006).

Poznatky o rodu Trichoderma ucinil uz roku 1794 Persoon, dalSimi

ktefi se zabyvali studiem rodu Trichoderma byli Dingley, Rifaie, Bissett,
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Kubicek ¢i Samuels. Studium tohoto rodu bylo znacné problematicke,
protoze se fenotypové znaky mnohdy prekryvaji a jsou velice variabilni.
V soucasnosti je znamo vice nez 100 druhu, pricemz velka ¢ast byla popsana
v poslednich 10 letech (Samuels, 2006).

U rodu Trichoderma dochazi k fazeni teleomorfnich stadii hub do rodu
Hypocrea. Zastupci tohoto rodu se nachazeji jako saprofyti zijici v pudé,
v rostlinném odpadu, na mrtvém drevé a nékdy parazituji na ostatnich
houbach. Pro svou vyzivu v tomto prostredi vyuzivaji celulolytické enzymy.
Druhy rodu Hypocrea vytvaii na povrchu substratu stromata. Stromata jsou
nepravidelné ohranicena nebo poduskovita az rozptylena. Maji svétlou
barevnou nebo ¢ernou barvu, uvnitf jsou stromata hyalinni a masita. Ve
stromatu je zanofené askoma, coz je ostiolatni perithecium, kulovitého az
vejCitého tvaru. Stény askomat jsou tvoreny plochymi protahlymi bunkami.
Viecka maji 8, nékdy 16 spor a jsou unitunikatni, cylindricka. Askospory
jsou dvoubunécéné. Bunky askospor jsou zaoblené, hluboce stazené v misté
septa, casto se déli na skorokulovité bunky, hyalinni neb zelenavé.
Anamorfni stadia rodu Trichoderma se fadi do rodt Acremonium,
Gliocladium, Trichoderma a Verticilium

(http:/ /www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=2432).

V soucasnosti je rod Trichoderma délen do S5 sekci: Hypocreanum,

Longibrachiatum, Saturnisporum, Pachybasium a Trichoderma.

Sekce Hypocreanum

Druhy této sekce se vyznacuji stromkovité vétvenymi konidiofory
nepravidelného tvaru. Fialidy jsou protahlé cylindrické az elipsovité nebo
uzce lahvicovité. Konidiofory jsou nezakfivené a vétSinou nejsou nahloucené.
Konidie maji bélavou nebo svétlou barvu, mohou byt variabilni tvarem a

velikosti (Bisset, 1991).

Sekce Longibrachiatum
Zastupci  sekce  Longibrachiatum  maji  mycelium  vzdusSne,
pavucinkovité az vlockovité. Kolonie maji prirtstky v pruméru 6 — 9 cm za 4

dny pfi 20 °C. Konidie jsou rozptylené nebo fidce chomacovité nahloucené.
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Masa konidii je zelena. Chlamydiospory mohou nebo nemusi byt pritomny.
Konidiofory jsou omezené rozvétvené. Primarni vétev konidiofort je dlouha,
sekundarni vétve jsou veétSinou kratké nebo ojedinéle jesSté jednou
rozvétvené. Fialidy jsou samostatné, ojedinéle ve vietenech po 2 nebo po 3.
Maji tuzce az Siroce lahvicovity nebo cylindricky tvar. Konidie jsou
jednobunécné, hladkosténné, maji zelenou barvu a elipsoidni az obvejCity

tvar (Bisset, 1991).

Sekce Saturnisporum

Omezené mycelium je vzdu$né, rozcuchané az vlockovité. Kolonie
rostou v prumétu 4 — 7 cm za 4 dny pfi 20 °C. Konidie se obvykle tvori
v kompaktnich shlucich a maji zelenou nebo Sedavou barvu. Chlamydospory
jsou obvykle pfitomny. Konidiofory s vétvemi v parech vznikaji v
pravidelnych intervalech. Vétve konidiofori jsou pomeérné Siroké a casto
prohnuté. Fialidy jsou obvykle v parech nebo preslenech po 3. Konidie maji
zelenou nebo Sedou barvu, jsou hladkosténné se zretelnymi prohnutimi
(Bisset, 1991).
Sekce Pachybasium

Vzdusné mycelium je zpravidla omezené, vice nebo méné vlockovite.
Kolonie rostou v pruméru 2 — 9 cm za 4 dny pfi teploté 20 °C. Konidie se
tvofi rozptylené, nahloucené nebo v charakteristicky nahloucené v
kompaktnich svazcich. Chlamydospory jsou zpravidla pritomny. Konidiofory
jsou mnohdy shloucené ve svazcich, které jsou komplexné a opakované
vétvené v pravidelnych intervalech. U nékterych druht jsou vrcholky
konidioford nevétvené. Mohou se vytvafet anastomoézy mezi nedalekymi
konidiofory. Fialidy jsou v preslenech po 2 — 7, maji tizce az Siroce lahvicovity
tvar. Konidie jsou jednobunécné, maji elipsoidni, obvej¢ity nebo Siroce
kulovity tvar. Barva konidii je bezbarva az Seda, zelena nebo hnéda (Bisset,

1991).
Sekce Trichoderma

VzdusSné mycelium je zpravidla omezené, vlockovité az pavucinovité.

Kolonie roste v pruméru 5 — 9 cm za 4 dny pfi teploté 20 °C. Konidie jsou
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tvoreny rozptylené€, ridceji nebo kompaktné nahloucené. Masa konidii ma
zprvu bilou barvu, pozdéji zelenou nebo hnédou. Chlamydospory jsou
pritomny. Konidiofory jsou uzké a zahnuté s primarnimi vétvemi. Tyto vétve
vznikaji v pravidelnych intervalech a vétve jsou parové nebo v preslenech po
3. Konidie jsou jednobunécné, hladkosténné az vyrazné drsné, maji zelenou
az hnédou barvu. Tvar konidii je skoro kulovity az obvejcCity nebo elipsoidni

(Bisset, 1991).

3.1.3 Skodlivost rodu Trichoderma

V soucasné dobé je sveétova produkce hlivy ustriéné ohrozovana
zelenou plisni rodu Trichoderma. Vyskyt zelenych plisni v péstirnach byl
zaznamenan jiz pred 10 lety v Severni Americe. Zavazné pripady napadeni
plisni byly zjiStény v Jizni Koreji, Italii, Madarsku a Rumunsku (Komon-
Zelazowska et al., 2007).

V 80. letech byl =zaznamenan vyskyt Trichoderma harzianum
v péstirnach po celém svété. Tato plisen zpusobila §kody v produkci hub
v rozmezi 30 — 100% ztrat. V pripadé napadeni dochazi k destrukci mycelia
zampionu. Pozdéji bylo zjisténo, Ze Slo o dva nové druhy rodu Trichoderma, a
to Trichoderma aggressivum fsp. europeae a Trichoderma aggressivum fsp.
aggressivum. V péstirnach zampionu zpusobuje nejvétsi Skody Trichoderma
harzianum, v péstirnach hlivy oproti tomu Trichoderma pleuroti S. H. Yu &
M. S. Park a Trichoderma pleuroticola S. H. Yu & M. S. Park
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles /PMC2886115/).

K ochrané a prevenci proti napadeni Trichoderma agressivum je
dulezita jeji determinace. Pro odliSeni od podobné Trichiderma harzianum je
nutné vyuzit molekularni metody, jako jsou napr. sekvence ITS rDNA, TEF-
lav, metoda RAPD-PCR ¢i PCR s druhové specifickymi primery (Chen et al.
1999a, b; Szczech et al., 2008).

Trichoderma pleuroti se vyskytuje pouze v péstirnach hlivy a neni
znama z jinych substrati. Oproti tomu Trichoderma pleuroticola je rozSifena
kosmopolitné. Vyskytuje se v puadé, rostlinnych zbytcich a kmeny

Trichoderma pleuroticola jsou diky svym mykoparazitnim schopnostem
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pouzivany pfi biologické ochrané rostlin proti houbovym parazitim. Do
péstiren se Trichoderma pleroticola dostala pravdépodobné prostfednictvim
kontaminovaného substratem z rostlinnych zbytk (Hatvani et al., 2007).

Pro péstovani hub jsou vhodné podminky zdroje uhliku a dusiku, vyssi
teploty a vySsi relativni vzdusna vlhkost. Pokud dojde ke kolisani téchto
parametrii a jsou horsi svételné podminky béhem plozeni, jsou toto idealni
podminky pro rozvoj Trichoderma pleuroti. Pti téchto podminkach roste tato
konkuren¢éni houba velmi rychle. Trichoderma pleuroti ma schopnost
produkovat toxické sekundarni metabolity, extracelularni enzymy a takeé
tékavé organické slouceniny. Tyto produkty mohou mit za nasledek snizeni

vynosu nebo likvidaci celé kultury (Hatvani, 2008).

3.2 Rod Pleurotus

3.2.1 Zarazeni do systému

Rise: Fungi (Houby)

Oddéleni: Basidiomycota (Houby stopkovytrusné)
Podkmen: Agaricomycotina

Trida: Basidiomycetes (Stopkovytrusné)
Podtrida: Agaricomycetidae (Houby rouskaté)
Rad: Agaricales (Pecarkotvaré)

Celed: Pleurotaceae (Lupenotvaré)

Rod: Pleurotus (Hliva)

Hliva astficna

Hliva ustricna se fadi mezi gymnokarpni druhy kloboukatych hub.
V prabéhu vyvoje plodnic nejsou lamely nikdy kryty obalem. Jiz mladé
plodnice uvolnuji spory z postupné zrajicich lamel, vyjimkou je Pleurotus
calyptratus (hliva cepicata). Hliva cepicata ma v mladi lupeny kryté
castecnym obalem (Jablonsky a Sasek, 2006).

Klobouky hlivy ustficné jsou 5 - 15 cm velké a masité. Pokozka
klobouku je hladka, lysa a leskla, ocelové Sedé nebo modroSedé barvy, Casto

muze byt také olivova nebo nahnédla. Lupeny houby jsou bélavé nebo
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krémové barvy, sbihavé, husté a Casto navzajem srostlé. Podlouhlé vytrusy
maji elipsoidni tvar a dosahuji velikosti 8 - 12 x 3 - 4 um. Tren je valcovity,
bélavé barvy, na bazi casto plstnaty. Trené hlivy ustfricné jsou 6 - 12 cm
dlouhé a 1 - 3 cm silné, obvykle jsou asymetricky prirostlé ke klobouku.

(Kothe, 2012)
3.2.2 Ekologické pozadavky Pleurotus ostreatus

V prirodé vétSinou hliva ustficna roste na odumfrelém dfeveé. Rostouci
mycelium hlivy tstficné dokaze rozlozit 5 liber dfeva na polovinu hmotnosti
béhem nékolika meésici. Meziprodukty tohoto rozkladu jsou voda, oxid
uhlic¢ity, enzymy, uhlovodiky a dalsi latky, které slouzi jako vyziva dalSich
zivych organismu. Dale hlivy rostou na organickych odpadech napfiklad na
slamé, kukuficnych vietenech, hrachoviné, pazderti, vojtésSkovém sené nebo
papiru. Tyto suroviny obsahuji ligninocelulézové odpady, a to lignin, celulézu
a hemicelulozu. Aby tyto suroviny mohly byt pouzity pro péstovani hlivy,
musi byt teplotné oSetfeny (pasterace, sterilizace) (Jablonsky a Sasek, 2006;

Stamets,1993).

Teplota

Optimalni teplotou pro kliceni spor a rast mycelia je 28 °C. Pokud je
teplota okolo 20 °C dochazi ke zpomaleni rastu mycelia a ten muze byt
znevyhodnén oproti jinym mikroorganismtim. Pfi teploté 5 °C dochazi
k zastaveni rustu, ani pfi mrazu nedochazi k poSkozeni mycelia. Pokud je
substrat kolonizovan myceliem muze byt vystaven teplotam pod nulou a pfi
zvySeni teploty se rust mycelia obnovi a vytvafi se plodnice. V letnim obdobi
pfi intenzivnim peéstovani je problémem prehfivani substratu. Toto
prehfivani je zplsobeno zvySenou aktivitou mycelia houby. V zavislosti na
vlhkosti substratu mycelium odumira pri vystaveni teplotam vysSSim nez 32 -
35 °C (Jablonsky a Sasek, 2006).

RUzné druhy hliv maji v prubéhu tvorby plodnic sva teplotni maxima.
Pokud je maximum prekroceno znemozni se nasazovani plodnic. Optimalni
teplotou pro nasazovani zarodkl plodnic je teplota 8 - 12 °C. Nasazovani se

zcela zastavuje pri teplotach nad 15 °C. V pripadé hlivy ustricné Ize
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dosahnout nasazeni plodnic i pfi teplotach nad 15 °C pokud je kultura
vystavena tzv. chladovému Soku, kdy je substrat po dobu nékolika dnu

v teploté 5 °C (Jablonsky a Sasek, 2006).

pH

Pfi rstu podhoubi hlivy ustficné je vhodné pH v rozmezi 5,5 - 6,5, u
hlivy mackové je to pH S - 6. Mimo tyto hodnoty je rast mycelia pomalejsi.
K tpraveé substratu na vhodné hodnoty pH lze pouzit pridavek vapence. pH
se v prubéhu rastu mycelia méni, v povrchové vrstvé je hodnota pH nizsi nez

ve vnitfnich vrstvach (Jablonsky a Sasek, 2006).

Svétlo

V prubéhu kolonizace substratu myceliem hlivy neni potfeba osvétleni.
Béhem nasazovani a vyvoje plodnic je nutna urcita intenzita osvétleni 100-
400 luxti po dobu 12 hodin za den. Pri vysSich teplotach je potreba zvySit
intenzitu osvétleni az na 400 luxu, hliva roste rychleji nez pfi nizSich
teplotach. V pripadé nedostateéného osvétleni se vyskytuji protahlé tfené a
zakrnely klobouk. Optimalni intenzita osvétleni ovliviuje vybarveni
klobouku, pfi nizsi intenzité jsou plodnice svétlé barvy (Jablonsky a Sasek,

2006).

3.2.3 Péstovani Pleurotus ostreatus

Volné rostouci plodnice hlivy lze nalézt v obdobi léta a podzimu,
vyrustajici na kmenech a pafrezech v trsech nebo jednotlivé. Rod Pleurotus se
vyskytuje na obou polokoulich ve vSech zemépisnych Sifkach a vegetacnich
pasech. Osidluje vétSinou listnaté dfevo stromu.

Pro péstovani se pouziva velké spektrum druhu hlivy, teplomilné,
chladnomilné i tropické druhy. Nejcastéji péstovanym druhem je hliva
ustricna, ktera je chladnomilna, dale jeji kultivar Florida a vzajemni kfizenci.
Dalsimi péstovanymi druhy je hliva miskovita (Pleurotus cornucopiae), hliva

mackova (Pleurotus eryngii), hliva plicni (Pleurotus pulmonarius), Pleurotus
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sajor-caju, Pleurotus flabellatus, Pleurotus djamor, Pleurotus cystidiosus a

Pleurotus tuber-regium (Jablonsky a Sasek, 2006).

Historie péstovani

Historie péstovani hlivy zacala jiz pred staletimi, kdy si lidé odnaseli
domt hlivu i se substratem. Dfevo bylo umisténo na vlhké misto a lidé zde
sbirali houbu po nékolik let. Produkéni péstovani bylo zahajeno v Madarsku
v poloviné 60. let. Madarsti mykologové zakladali v Podunajské niziné
plantaze naockovanych Spalkti. Nevyhodami této produkce byly pouze jedna
sklizen o roka, nevyznamné hospodarské vysledky, nedostatek topolového
dreva a kolisava jakost produkce. Tato metoda je nicméné vhodna pro
amatérské péstovani, kdy si péstitelé mohou vypéstovat radu drevokaznych
hub v domacich podminkach (Jablonsky a Sasek, 2006).
Na pocatku 70. let se zacala hliva péstovat i v Italii, kde hlivu péstovali na
pSenicné slamé a kukuficnych vretenech. Substrat byl pfripravovan
v naparovacich tunelech, které slouzily k pfipravé zampionového substratu.
V 80. letech se péstovani hlivy rozsSifilo i do Asie (Indie, Malajsie,
jihovychodni Asie), a to diky péstovani tropickych druhti hliv na rtznych
rostlinnych odpadech. V roce 2000 se nejvétSim producentem hlivy stala
Cina. Ve svété se vypéstovalo 1 300 000 tun hlivy. K nejvét§im producentiim
v Evropé patfi Italie, Francie, Madarsko a Polsko (Jablonsky a Sasek, 2006).

V Ceskoslovensku vyvinula technologicky postup pro vyrobu sadby a
péstovani RNDr. Anastazia Ginterova z Bratislavy. Koncem 60. let byla v CR
vysazena prvni velkoplantaz S§palkti naockovanych myceliem hlivy, a to
vJZD Liptal u Vsetina. V tomto JZD byl pozdéji také pouzit zplisob
pestovani na slameé a kukurficnych vretenech. Roku 1975 byl zahajen provoz
pestirny v JZD v Kojatkach, kde se poprvé uplatnil systém plodicich stén ve
velkych paletach. V 80. letech doSlo k rozvoji dalSich podnikt, kde se
substrat pro péstovani oSetroval v proparovacich tunelech a osazeny se plnil
do pytld. Po roce 1989 bylo mnoho podnikti zrusSeno, protoze doSlo
k zastaveni zpracovatelského prumyslu, na ktery byl odbyt produkce hlivy
hlavné orientovan. V soucasné dobé se zajem o hlivu zvysil, a to diky novym

poznatklim o jejich lé¢ivych vlastnostech (Jablonsky a Sasek, 2006).
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3.2.3.1 Substraty pro péstovani hlivy ustficné

Pro pripravu substratu na péstovani hlivy je zakladni surovinou slama
obilnin, kukurice nebo kukuri¢na vretena, piliny, bavlnikové odpady,
bananovnikové odpady a také zbytky ze séjovych bobti. Po pfidani malého
podilu jecné slamy k pSenicné dochazi k rychlejS§i kolonizaci substratu a
plodnice se objevuji o 5 - 7 dnt dfive nez pfi pouziti pouze pSenic¢né slamy
(Jablonsky a Sasek, 2006).

Na rtast podhoubi a vynos ma vliv nejen druh pouzité slamy, ale také
sklizen a jeji skladovani. Vhodna vlhkost skladované slamy by méla byt 13 -
15%. Slama, ktera opakované zmokla a vyschla, je pro pouziti na vyrobu
substratu nevhodna. Z tohoto dtivodu se na slamé mnozi konkurenéni plisné
snizujici jeji vyzivovou hodnotu, a nelze je dokonale odstranit ani pfi
teplotnim oSetfeni slamy. Vhodna slama pro vyrobu substratu je sucha a ma
zlutou barvu. Pokud je slama Seda, cerna, plesniva ¢i se na ni objevuji cerna
mista, je nepouzitelna (Jablonsky a Sasek, 2006).

Studie provedené na National Pingtung University of Science and
Technology na Taiwanu porovnavala efekt rustu mycelia Pleurotus ostreatus
a Pleurotus cystidiosus na ruznych substratech zahrnujicich piliny,
kukuricéné klasy, vylisovanou cukrovou trtinu a jejich smeési v pomeéru 80:20
a 50:50. Vysledky ukazaly, ze substraty ze 100% kukuficnych klast a
vylisované cukrové trtiny byly nejvhodnéjsi pro riGst hlivy 2z hlediska
praméru klobouku, tloustky tfené€, hmotnosti houby a jejich obsahovych
latek. Nicméné u substratu slozeného pouze z vylisované cukrové trtiny
trvalo nejdéle, nez doslo k prvni sklizni (46 dnt1) (Ha Thi Hoa et al., 2015).

Pokus provedeny v Polsku zkoumal rust mycelia hlivy Ustficné na
substratech z pilin, obilné a ryzové slamy a meziproduktll textilniho
pruamyslu (len a konopi). Z testovanych substratu se jako nejvhodnéjsi pro
rust podhoubi ukazaly obilna a ryzova slama a pazdefi Inu (Sobieralski et al,

2011).
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Pfiprava substratu

Pro pouziti slamy, jako substratu pro péstovani hlivy ustficné, je treba
ji nejprve namocit a poté teplotné oSetrit. Pfred namocenim je slama natrezana
na stébla o délce 2 - 6 cm. Baliky slamy je mozno natezat na vertikalnich
nebo horizontalnich fezackach. Pokud je slama nafezana na pfiliS drobné
kousky, saje mnoho vody a substrat z ni neni strukturni. Béhem namaceni
je nutné, aby voda pronikla i do mezibunécénych prostor slamky a ne pouze
na jeji povrch. Pri maceni v mélkych bazéncich se slama ponofi na 24 hodin
do cisté vody. V bazénku se slama nasyti vodou a vyplavi se z ni rozpustné
latky, jako jsou cukry. Tyto cukry by se posléze mohly stat zivinou pro
ostatni konkurencni plisné. Pro pouziti bazéntl i v zimnim obdobi je nutné,
aby byly chranény pred mrazem. K maceni slamy je také mozné pouzit
betonové plochy, kde je slama skrapéna vodou po dobu 48 - 72 hodin za
stalého prehazovani. Pokud je pouzita tepla voda, ¢as namaceni se zkrati.
Teplota vody by pfi maceni nékolik dnti neméla prekrocit 60 °C, protoze by
v této dobé mohly nartist nékteré konkurencéni mikroorganismy. Vlhkost
slamy vhodné k teplotnimu oSetfeni je 70 - 76% vody (Jablonsky a Sasek,
2006).

Dalsim procesem pfi pripravé substratu pro hlivu ustficnou je
likvidace zarodkd ostatnich konkurenénich hub. K této likvidaci se ve svété
pouziva nékolik typu teplotnich oSetfeni a to, sterilizace, semistrerilizace,
pasterizace a fizena fermentace (Jablonsky a Sasek, 2006).

Pri sterilizaci je nutné dosahnout teploty 110 — 115 °C, aby doslo ke
zniceni vegetativnich i klidovych stadii konkurencnich hub ve vSech ¢astech
substratu. Doba sterilizace se 1iS§i podle mnozstvi a druhu materiala. BEéhem
sterilizace nedochazi ke ztratam susSiny a proces trva pouze nékolik hodin.
Nevyhodou sterilizace je potfeba tlakovych nadob (autoklavll) a energeticka
narocnost. Tato metoda se pouziva v asijskych zemich pro sterilizaci
substratu v malych polypropylenovych saccich (Jablonsky a Sasek, 2006).

Metoda pasterizace probiha v tunelech vybavenych privodem pary. Pri
plnéni tunelt je dulezité vytvofit vrstvu vSude stejné vysokou, aby vzduch

neunikal nizSi vrstvou substratu. Ke spolehlivému pribéhu pasterizace je
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nutné, aby meél substrat ve vSech mistech stejnou vlhkost, protoze vzduch
pronika sussim substratem nez vlhéim (Jablonsky a Sasek, 2006).

Rozdilem mezi pasterizaci a semisterilizaci je podle pouzité teploty a
doby trvani. Pri pasterizaci dochazi k oSetreni po dobu 24 - 48 hodin pri 60 -
70 °C. Semisterilizace probiha pri 80 — 100 °C po dobu 2 hodin. Pokud jsou
tyto hodnoty dodrzeny, dochazi ke spolehlivému zniCeni vegetativnich forem
konkurencnich hub a likvidaci vétsi casti spor (Jablonsky a Sasek, 2006).

V praxi se uplatnuji dvé metody pasterizace substratu. Pri takzvané
,rychlé“ pasterizaci je substrat zahtivan na teplotu 58 — 60 °C po dobu 18 -
21 hodin. K zahtati na vyslednou teplotu by mélo dojit béhem 5 - 6 hodin, je
proto dulezité tomu prizpisobit vybér vhodného zafizeni. Po ukonceni
pasterizace se substrat necha prirozené zchladnout na 43 °C. Po dosazeni
této teploty se substrat prudce zchladi na 25 °C. Celkova doba tohoto
oSetfeni trva 4 dny. Druha metoda je kombinace pasterizace s
skondicionaci“. Pfi pouziti této metody se substrat zahteje na teplotu 60 °C
po dobu 8 - 10 hodin, poté se teplota snizi na 48 — 52 °C. Pfi této teploté je
podpofen rozvoj termotolerantnich hub a aktinomycet, které spotfebuji
vSechny rozpustné cukry, a tim je vytvoren substrat, ktery je lépe chranény
pfed rozvojem konkurenc¢nich plisni. V dobé rozvoje téchto hub je nutné
vétrat a dodavat kyslik a podle potfeby udrzovat teplotu v zadoucim rozmezi

regulovanym pfivodem pary (Jablonsky a Sasek, 2006).

Sadba a prorustani substratu

K intenzivnimu péstovani hlivy ustricné se pouziva sadba narostla na
zrnech pSenice, prosa a zita. Sadba k inokulaci musi byt cerstva. Skladovani
hotové sadby probiha pfi 2 — 4 °C po dobu maximalné 2 tydnu. Pfi starnuti
sadby dochazi ke ztraté aktivity, ktera je podstatna pro rychlou kolonizaci
substratu. U vybéru sadby je dulezité pfihlédnout k vybéru kmene hlivy.
Kmeny hlivy maji rizné pozadavky na péstovani, optimalni podminky pro
tvorbu plodnic, vzhled plodnic a jiné. Optimalni teplota pro inokulaci
substratu je v rozmezi 22 — 24 °C. Obvykla davka sadby je 2 - 3% hmotnosti
hotového substratu. Pokud je sadby pridano vice, dochazi ke zvysSené

aktivité substratu a hrozi prehrati substratu. Pri sazeni je nutné sadbu
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rovnomérné promichat se substratem. Podniky pouzivaji razna zaftizeni
k osazeni substratu, jeho promichani a zhutnéni (Jablonsky a Sasek, 2006).
Po naplnéni pytla a bloku je tfeba folii, ve které je substrat umistén,
perforovat. Mnozstvi otvoru ¢ini 0,5 - 1,8 % z celkové plochy blokti. Pokud je
pocet otvorti mensi, dochazi k tvorbé vétSich trst. V pripadé, ze jsou otvory
prili§ malé, vytvareji se plodnice deformované. Pri teploté 24 — 28 °C prorusta
mycelium substratem 14 - 17 dnt. Béhem inkubace v péstirné ma byt
teplota o nékolik stupnu nizsi (18 — 20 °C). Tato niz§i teplota v péstirné
zajisti, aby byla teplota substratu ve vhodném rozmezi. Teplota substratu
nesmi prekrocit 30 °C. Bloky nebo pytle by se v péstirné nemély dotykat,
jinak muiZze dojit k pfehrati substratu v dusledku Spatné cirkulace vzduchu.
Ve fazi prorustani je nejaktivnéjSi mycelium mezi 6.- 9. dnem (Jablonsky a

Sasek, 2006).

Iniciace tvorby plodnic

K zahajeni tvorby primordii je treba, aby mycelium urcitou dobu zralo.
Béhem této doby dochazi k premisténi vody a zivin do vnéjSi vrstvy
substratu. Pfi tomto procesu je treba, aby doSlo ke sniZeni teploty. Pfi nizsi
teploté dosahuji plodnice vétsi kvality. Do doby, nez se zacnou objevovat
zarodky plodnic, se relativni vlhkost udrzuje v rozmezi 70 - 75% a béhem
vyvoje plodnic se zvysi na 85 - 90%. Pred sklizni se u zrajicich plodnic
snizuje vlhkost na 80%. Prili§ velka vlhkost v dobé sklizné zptisobuje slizké a
vlhké plodnice, které maji kratsi dobu trvanlivosti. Ve vlhkém prostredi také
muze dojit k rozvoji bakteriozy (Pseudomonas sp.), ktera zpusobuje oranzové
az hnédé skvrny na plodnicich. Naopak nizka vlhkost zptisobuje praskani
okrajui hub a zasychani zarodku. Vlhkost 1ze zvySit raznymi typy zvlhcovacu,
které se umisti do rozvodl vzduchu. U lépe vybavenych péstiren se pouziva
automaticka regulace vlhkosti, ktera za pomoci ¢idel ovlada vlhkost vzduchu
(Jablonsky a Sasek, 2006).

Pti péstovani hlivy je duilezita i koncentrace COaz. V obdobi sklizné by
koncentrace CO2 nemeéla byt vyssi nez 800 ppm. Pokud je koncentrace 1500
-1800 ppm tvoii se deformované zarodky, které se dale nevyvijeji. Intenzita

vymény vzduchu je zavisla na mnozstvi substratu v koéji, teploté a vyvojové
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fazi houby. Pokud je teplota vysSi, intenzivnéj$i dychani mycelia vyzaduje
vétsi vymeénu vzduchu. Kvalita plodnic je také ovlivinovana rychlosti proudéni
vzduchu. Pri vysSi vlhkosti vzduchu je mozné rychlejsi proudéni vzduchu
v péstirné. Pfi hodnoté 83% vlhkosti vzduchu by rychlost proudéni na
povrchu plodnice neméla pfekrocit 6 - 8 cm za sekundu (Jablonsky a Sasek,
2006).

V prubéhu nasazovani plodnic je dulezité nastavit optimalni intenzitu
osveétleni. Osvétleni by meélo byt v péstirné umisténo minimalné 90 - 100 cm
nad posledni vrstvou substratu. Na 4 m? se instaluje jedna zarivka o vykonu
40 W. Doba osvétleni, by nemeéla byt kratsi nez 12 hodin za den (Jablonsky a
Sasek, 2006).

Plodnice rostou a sklizeji se v trsech rostoucich taskovité nad sebou.
Jejich velikost zavisi na poctu otvoru v bloku nebo pytli. Pfi mens§im poctu je
velikost vétsi a naopak. Sklizné probihaji ve vinach. Prvni sklizen probiha po
12 dnech od nasazeni primordii. Plodnice se sbiraji podle jejich vzhledu, a ne
podle velikosti. Plodnice vhodné ke sklizni maji podvinuty okraj klobouku.
Pokud jsou plodnice prezralé, klobouk ma nalevkovity tvar a byva porostly
bilym myceliem. Sklizen probiha vétSinou ve dvou vlnach a poté se substrat
vyuziva k dalSim ucelim. Vynos druhé vlny byva oproti prvni viné mensi.
Pouze pokud byly podminky béhem fruktifikace hor§i béhem prvni viny,
vynos druhé vlny je vyssi (Jablonsky a Sasek, 2006).
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3.3 Rod Bacillus

3.3.1 Taxonomické zarazeni

Rise: Bakteria
Kmen: Firmicutes
Trida: Bacilli
Rad: Bacillases
Celed: Bacillaceae
Rod: Bacillus

(Ehrenberg, 1835; Cohn, 1872)

3.3.2 Rod Bacillus

Rod Bacillus je rozsahly a jeho druhy jsou v pfirodé velmi rozSifeny.
Druhy rodu Bacillus diky produkci enzymut dobfe rozkladaji nejriznéjsi
Mnohé druhy maji pektolytické enzymy, které Stépi rostlinné pektiny.
VétSina druht rodu Bacillus ma velmi aktivni proteolytické enzymy, které se
uplatnuji pfi aerobnim a anaerobnim rozkladu bilkovin. Nékteré druhy
produkuji polypeptidova antibiotika, z nichz néktera se diky témto bakteriim
vyrabéji pramyslové. Jiné druhy vytvareji slizovita pouzdra polysacharidové
povahy, které zpusobuji nitkovitost peciva, ktera je nezadouci. Nékteré druhy
rodu Bacillus se vyuzivaji pro prumyslovou vyrobu enzymu. Bakterialni
amylasy, které jsou ziskané z Bacillus subtilis, se pouzivaji v pivovarnictvi.
V textilnim primyslu se vyuzivaji proteinasy, a to zejména do pracich
prostfedkti (Demain, A. L., Vanishav, P., 2009).

Rod Bacillus je grampozitivni, nékdy mutze vykazovat reakci
gramnegativni nebo promeénlivou. Vegetativni bunky jsou aerobni, peritrichni
tyCinky, které jsou rovné a maji oblé nebo hranaté zakonceni. Velikost je 0,5
x 102 ym az 2,5 x 10 um. Bunky jsou jednotlivé nebo tvorici retizky o poctu
az stovek bunék. V cytoplazmé jsou zretelné globule kyseliny

polyhydroxymaselné. Spory maji veétSinou cylindricky, elipsoidni nebo
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sféricky tvar, nékteré kmeny jsou ledvinovité. Kazdy druh ma typické
umisténi spory ve sporangiu, a také je pro kazdy druh typické zda je
sporangium zduftelé (Demain, A. L., Vanishav, P., 2009).

Do rodu Bacillus patri Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus anthracis,
Bacillus cereus, Druh Bacillus marcescens, Bacillus subtilis a Bacillus

thuringiensis (Demain, A. L.; Vanishnav, P., 2009).

3.3.2.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je grampozitivni aerobni bakterie, ktera sporuluje.
Nachazi se v ptdé, potravinach a vodé. Bacillus subtilis je nepatogenni. Tvori
ty¢inky a jeho spory jsou ovalné nezdurujici bunky. Velikost bunky 2 - 3 x
0,7 — 0,8 um. Bacillus subtilis ma chemoorganotrofni vyzivu. Nejvhodnéjsi
teplota pro kultivaci je 30 °C (Demanin, A. L.; Vanishnav, P., 2009).

Bacillus subtilis je bakterie odolna extrémnim teplotam, diky tomu
zvladne vysoké teplotni upravy. Je predpokladano, ze tato vSudypfitomna
bakterie se v prostfedi nachazi neaktivnhé ve formé spor. Aktivni bakterie
produkuje fadu enzymu. Jeden z téchto enzymu se podili na degradaci
lignocelulézniho materialu. V soucasné dobé se pouziva jako fungicidni
pfipravek pro okrasné rostliny a semena, a také v zemédélstvi (Kirk, 2009).

Bacillus subtilis také podporuje rast rostlin. Tato bakterie vytvari
hrubé biofilmy, které jsou organické komunity na rozhrani vzduchu a vody.
Biofilmy, které Bacillus subtilis tvori, umoznuji kontrolu infekci rostlinnych
patogenti. Tato bakterie preemptivné kolonizuje substrat, coz zabranuje
jinym patogentm v jeho napadeni (Larsen, 2013).

Dale se Bacillus subtilis vyuziva v biologické ochrané rostlin, ktera
snizuje zatéz zivotniho prostredi na zakladé vyuziti biologickych

antagonistickych preparatt, jako je napft. Ibefugin (Hysek a kol., 2008).

3.3.2.2 Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis je gram pozitivni bakterie tycinkového tvaru. Tato
bakterie je fakultativné anaerobni, nachazi se nejcastéji v ptidé a to ve formé

spor (http://web.mst.edu/~microbio/BI0221_2005/B_lichenformis.htm).
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Velikost bakterie je 1,5 — 3,0 x 0,6 — 0,8 um. Spory jsou eliptické nebo
cylindrické, centralni, paracentralni nebo subterminalni, tobolka neni
pritomna. Vhodna teplota je od 15 - 55 °C. Kolonie jsou kruhové az
nepravidelné s okraji vlnitymi az vlaknitymi. Barva kolonie je bila az hnéda
(http:/ /www.tgw1916.net/Bacillus/licheniformis.html).

Bacillus licheniformis se vyuziva k biologické ochrané rostlin pred
houbovymi patogeny. Bakterie produkuje antibiotika, ktera putisobi proti
plisnim. Bacillus licheniformis se vyuziva proti chorobam zpusobujicim
listové skvrnitosti. Nedoporucuje se jeho pouziti, pokud je rostlina dale
vyuzita jako krmivo pro zvitrata nebo jako potravina

(http:/ /web.mst.edu/~microbio/BI0221 2005/B lichenformis.htm).

Bakterie se vyuziva v prumyslové vyrobé enzymu, a to zejména alfa —
amylaz a proteaz. Enzymy jsou vyrabény za pomoci fermentace. Tyto enzymy
se pridavaji do cisticich prostredkd s cilem zvysit jejich ti¢innost. Enzymy
ziskané z Bacillus licheniformis maji oproti jinym vyhodu, Ze velmi dobre
funguji v teplém alkalickém prostiedi, které u pracich prostfedkut je. Dale se
Bacillus licheniformis vyuziva kvyrobé polypeptidového antibiotika
bacitracin. Bacitracin je U¢inny zejména proti gram pozitivnim bakterii a
vyuziva se pri lécbé drobnych poranéni, aby bylo zabranéno rozvoji infekci

(http:/ /web.mst.edu/~microbio/BI0221 2005/B lichenformis.htm).
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3.3.2.3 Bacillus macerans - Paenibacillus macerans

Taxonomické zarazeni

Rise: Bakteria

Kmen: Firmicutes

Trida: Bacilli

Rad: Bacillases

Celed: Paenibacillaceae

Rod: Paenibacillus Ash et al.1994
Druh : Paenibacillus macerans

Paenibacillus macerans je gram variabilni ty¢inka, ktera ma peritrichni
biciky. Velikost bakterie je 2,5 — 5 um x 0,5 — 0,7 um. Spory Paenibacllus
macerans jsou subterminalni, terminalni a elipsoidni. Tobolka se
nevyskytuje. Optimalni teplotou pro rust je 30 °C. Bakterie je pfitomna
v pudé a rostlinnych materialech. Spory mohou pretrvavat v piadé po mnoho
let. Produkce velkého mnozstvi histaminu muze u lidi zptisobovat alergické

reakce (http://www.tgw1916.net/Bacillus/macerans.html).

3.3.2.4 Vyuziti bakterii pfi péstovani jedlych hub

Pfi péstovani jedlych hub muze byt v riznych fazich vyuzito bakterii.
V pokusech bylo zjiSténo, ze po pridani Pseudomonas spp. pri pé€stovani
Pleurotus ostreatus byla podpofena tvorba primordii (Cho et al., 2002).

V laboratornich podminkach bylo zjiSténo, Ze Bacillus subtilis a
Bacillus amyloliquefaciens jsou antagonististé k Trichoderma pleuroti a
zaroven nebyl negativné ovlivnén rist Pleurotus ostreatus (Nagy et al., 2012).

Pleurotus ostreatus je nejCast€ji pé€stovan na slamovych substratech,
které jsou fermentované pii teploté 50 — 55 °C po dobu 2 dnu. U takto
pfipravenych substrati jsou pfitomny termofilni bakterie rodu Bacillus.
Pokud byla doba fermentace prodlouzena na 4 — 7 dnt byl substrat osidlen

termofilnimi aktinomycety, které rozkladaji celuléozu. U substratti s vlhkosti
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vyS$i nez 72% byl pocet bakterii vySSi a pocet plisni nizsi, nez u substrati
s niz§1 vlhkosti. Pfi pfidani Bacillus macerans pred fermentaci
kontaminovaného plisnémi se pocet plisni snizil a vynos Pleurotus ostreatus
zvysil (Stanék a Bisko, 1982).

Velazquez-Cedeno et al. (2008) zkoumali v laboratornich podminkach
roli Bacillus spp. jako antagonisty mezi Pleurotus ostreatus a Trichoderma
harzianum na tepelné oSetfeném substratu ze slamy. Bacillus spp. inhiboval
svou zvySenou enzymatickou aktivitou Trichoderma harzianum a stimuloval
obranyschopnost Pleurotus ostreatus.

Antagonisticky ti¢inek vacéi patogenum (Trichoderma harzianum, Trichoderma
koningii, Trichoderma viridescens) byl zkouman u 20 izolatd Bacillus ssp.,
které byly ziskany ze statkovych hnojiv. Kvuli existenci moznosti, Zze Bacillus
ssp. muze ovliviiovat rast nékterych hub, byl zkouman antagonismus i mezi
témito druhy (Flammulina vultipes, Lentilnula edodes a Pleurotus ostreatus).
Z 20 izolatt Bacillus ssp. dva inhibovaly rist Trichoderma harcianum, sedm
Trichoderma koningii a osm Trichoderma viridescens. Izolaty M27 a RM29
silné inhibovaly rist mycelia vSech Trichoderma ssp.. Posléze byl izolat M27
oznacen jako nejucinnéjsi pfi omezovani rustu mycelia vSech zkoumanych
druhti Trichoderma. Dale bylo zjiSténo, ze vétSina izolatd Bacillus ssp.,
kromé 5T33, prfinejmensSim z ¢asti inhibuje rtist mycelia nékterého ze tfi
druhti zkoumanych hub. Inhibice rdstu se ménila v zavislosti na druhu
houby, coz poukazuje na roli druhu hub pfi mechanismu inhibice. Izolaty
M27 a RM29 byly urceny jako druhy s nejvétSim antagonismem vuci
Trichoderma ssp. a také vii€i vSem tfem houbam. Tento vyzkum naznacil, Ze
izolaty Bacillus ssp. a jejich antagonismus vic¢i Trichoderma ssp. by mély byt
dale zkoumany pro jejich praktické vyuziti v biologické kontrole zelenych

plisni pfi péstovani jedlych hub (Kim et al., 2008).
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4 Materialy a metody

4.1 Material

4.1.1 Agarova zivna média

Pro pokusy byl jako kultivacni médium pouzity sladinovy a slamovy

agar, nality do Petriho misek.

Sladinovy agar 2%

20 g agar

20 g sladina

1000 ml destilovana voda
Uprava pH na hodnoty 7,0 a 8,0

Sterilizace média 20 minut pri teploté 110 °C

Slamovy agar

20 g agar

20 g slamovy extrakt
1000 ml destilovana voda
Uprava pH na hodnoty 7,0 a 8,0

Sterilizace média 20 minut pri teploté 110 °C

Medium 10 - BACILLUS MEDIUM

Sg Peptone

3g Beef extract
0,01g MnSO4.H20
20 g Agar

1000 ml Destilovana voda
Uprava pH na hodnotu 7,0

Sterilizace média 20 minut pfi teploté 110 °C
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4.1.2 Pelety

Pfi pokusech byly pouzity slaméné tlakem lisované pelety pouzivané
pro péstovani hub rodu Pleurotus.

Pelety byly zality teplou vodou, promichany a ponechany k nasaknuti.
Po zchladnuti byly plnény do PE rukavli, Omnia sklenic, zkumavek a
kbelikti.

4.1.3 Pouzité organismy

Pleurotus ostreatus P35
Pleurotus eryngii
Trichoderma pleuroti

Bacillus subtilis
414 Propafovaci komora

Propatfovaci komora je zhotoven z PUR paneltl o sile 70 mm. Vnitfni
plocha komory je z nerezového plechu. Jednotlivé panely komory jsou
spojeny L profily. Komora je opatfena kolecky. Uvnitf komory se nachazi
konstrukce s vystupky, na kterych je umisténo 7 podlazek ze sit€é umoznujici
prostup pary mezi podlazimi. Do jednoho podlazi je mozné umistit 12
kbeliktl se substratech o obsahu 3500 ml. Celkovy pocet kbelikti, které se
daji do komory umistit je 96 po 3 kg. Celkové mnozstvi substratu, které je
mozno oSetrit je 288 kg.

Komora je uzaviena deskou s panty a cely prostor okolo dvefi je
parotésné uzavien. Do komory je zaveden privod pary z vyvijece. Shora je do
komory umistén rotor ventilatoru, ktery zajiStuje promichavani vzduchu
uvnitf komory.

K zajisSténi teploty uvnitf propafovaci komory je pouzit zdroj o vykonu
12 kW.
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4.2 Metody

V diplomové praci Studium tolerance vybranych kment Pleurotus
ostreatus vuci Trichoderma pleuroti bylo provedeno S pokusu, které se
zabyvaly problematikou vlivu Pleurotus ostreatus na kolonizaci substratu
Trichoderma pleuroti.

Reinfekce substratu z pelet Trichoderma pleuroti

Porovnani rustu a interakci Pleurotus ostreatus, Trichoderma pleuroti a
Bacillus subtilis na 2 typech kultivacnich medii

Fermentace obohaceného substratu oSetfeného v ruznych teplotnich
rezimech

Inokulace rizné teplotné oSetrenych substrata ze slamy

Vliv pridavku vyplozeného substratu do namocené slamy kontaminované

Trichoderma pleuroti pti raznych teplotnich oSetfenich

4.2.1 Infekce substratu z pelet houbou Trichoderma pleuroti

Cilem pokusu bylo zjistit, jak reaguje mycelium hlivy v substratu
infikovaném sporami Trichoderma pleuroti na rizné teplotni oSetfeni.
Nesterilizované slaméné pelety byly navazeny v poméru 1 : 2,5
s vlaznou vodou. Vznikly substrat byl naplnén do tlacenkovych rukava a
umistén do termostatu pfi teploté 30 °C po dobu 3 dnti.
Substrat byl rozdélen do nasledujicich variant:
1. Kontrolni varianta bez fermentace
2. Kontrolni varianta fermentovana

3. Pokusna varianta s koncentraci spor Trichoderma pleuroti:

e 3,68 -102
e 3,68-103
o 3,68 10%

Substrat téchto variant byl naplnén od kazdé varianty do 32 zkumavek
(celkem 160 zkumavek). Z kazdé varianty bylo 16 kusti oSetfeno pfi teploté
70 °C a 16 kust pfi teploté 65 °C. Po 24 hodinach bylo vyjmuto 8 zkumavek

z kazdé varianty a zbytek byl ponechan k teplotnimu oSetreni jesté dalSich
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24 hodin (48 hodin celkem). Po ukonceni teplotniho oSetreni bylo 80
zkumavek inokulovano sadbou Pleurotus ostreatus a 80 zkumavek Pleurotus
eryngii na povrch substratu.

Hodnoceni rastu bylo provedeno kazdy tyden a bylo skonc¢eno, jakmile
mycelium v prvni zkumavce dosahlo dna zkumavky. U Pleurotus ostreatus
bylo provedeno meéreni 3 krat, u Pleurotus eryngii bylo provedeno méreni 5

krat.

4.2.2 Porovnani rustu a interakci Pleurotus ostreatus,
Trichoderma pleuroti a Bacillus subtilis na 2 typech

kultivacénich medii v podminkach in vitro

Cilem pokusu bylo porovnat rust a nasledné interakce Pleurotus
ostreatus, Bacillus subtilis a Trichoderma pleuroti na sladovém agaru a agaru
slamovém, ktery je pfrirozen€jsi jejich fyziologickym pozadavkum. U obou
kultivacnich medii bylo upraveno pH na hodnoty 7,0 a 8,0. Zminéné
organismy byly proti sobé inokulovany bodové a v pripadé variant s Bacillus
subtilis, byl Bacillus subtilis naockovan také ploSné. Jako kontrola byly
hodnoceny misky s kultivacnimi meédii s jednotlivymi organismy. Misky byly
umistény v teploté 30 °C ve tmé. Hodnoceny byly prirtstky a interakce mezi

organismy. Od kazdé varianty bylo inokulovano 5 Petriho misek s médii.

Slozeni kultivacnich médii:
Sladinovy agar:

20 g agar

20 g sladového vytazku (Diamalt)
1000 ml voda

Slamovy agar
20 g agar
20 g slamového extraktu

1000 ml vody
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Varianty:

.Pleurotus ostreatus bodove

. Trichoderma pleuroti bodové
. Bacillus subtilis bodove

. Bacillus subtilis ploSné

a A W NN

. Bacillus subtilis plosné + Trichoderma pleuroti bodové
6. Bacillus subtilis bodové + Trichoderma pleuroti bodové
7.Bacillus subtilis bodove + Pleurotus ostreatus bodove
8. Bacillus subtilis ploSné + Pleurotus ostreatus bodové

9. Trichoderma pleuroti + Pleurotus ostreatus

4.2.3 Fermentace obohaceného substratu osSetfeného v riznych

teplotnich rezimech

Cilem pokusu bylo ovérit pripadny efekt fermentace substratu
(slaménych pelet) na rychlost rastu podhoubi Pleurotus ostreatus. K pfipravé
byly pouzity slaméné pelety, pSeni¢né otruby a voda. Varianty substratu byly
rozdéleny na polovinu, jedna polovina byla podrobena fermentaci pfi 30 °C
po dobu 3 dnti, druha polovina zustala nefermentovana. Dale byly vSechny
varianty oSetfeny pfi 90 °C. Po teplotnim oSetfeni byl substrat plnén do
Omnia sklenic a 2500 ml kbelikti. Od kazdé varianty bylo naplnéno 5
kbeliki a 5 Omnia sklenic. Hodnoceny byly pfiristky mycelia za tyden,
meéfeni bylo provedeno dvakrat. Byla také stanovena susSina u substratti a

prubéh teploty fermentace pomoci datalogeru.

SlozZeni substratu:
Kontrolni varianta:
40% slaméné pelety
60% voda
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Pokusna varianta:
27% slaméné pelety
13% pSenicné otruby

60% voda

4.2.4 Rust mycelia Pleurotus ostreatus na ruzné osetfenych
substratech ze slamy inokulovanych substratem

kontaminovanym Trichoderma pleuroti

V pokusu s kultivaci Pleurotus ostreatus byla pouzita slama namocena
na 75% vlhkost za pridavku 10% substratu kontaminovaného Trichoderma

pleuroti. Jako kontrola byla pouzita slama neinfikovana Trichoderma pleuroti.

Varianty:

A: Namocena a nafezana slama byla smichana s 10% substratu
inokulovaného Trichoderma pleuroti a podrobena fermentaci. Fermentace
probéhla pfi 30 °C po dobu 3 dnu. Po ukonceni fermentace byl substrat
plnén do kbelikti o obsahu 450g s vickem. Celkem bylo naplnéno 40 kbelik,
ty byly rozdéleny po 10 kusech a byly podrobeny teplotnimu oSetfeni na
60 °C, 65 °C a 70 °C. Dale byla naplnéna kontrolni varianta, ktera nebyla
podrobena teplotnimu oSetfeni.

B: Substrat ze slamy a kontaminovaného substratu nebyl podroben
fermentaci. Bylo plnéno 40 plastovych kbeliki o obsahu 850g s vickem.
Kbeliky byly rozdéleny po 10 kusech a podrobeny teplotnimu oSetfeni jako
varianta A.

C: Substrat nebyl inokulovan Trichoderma pleuroti. Po naplnéni do kbelikt o

obsahu 850g byl podroben stejnému teplotnimu oSetfeni jako varianty A a B.
Po teplotnim oSetfeni byla polovina kbelikti (5 ks od kazdé varianty)

osazena na povrch sadbou Pleurotus ostreatus. Druha polovina kbeliki

zUstala bez osazeni. VSe bylo inkubovano pfi teploté 24 °C svételného rezimu
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12 hodin tma a 12 hodin svétlo. Po 7 a 14 dnech byl vyhodnocen rust
mycelia Pleurotus ostreatus a pripadny vyskyt Trichoderma pleuroti.

Po vyhodnoceni rastu mycelia Pleurotus ostreatus bylo nékolik stébel (4 — 5
ks) preneseno na Petriho misky se sladinovym agarovym médiem (z 1
kbeliku 3 misky). Po tydnu kultivace ve 24 °C ve tmé byla vyhodnocena

pritomnost hub, pripadné bakterii.

4.2.5 Vliv pfidavku vyplozeného substratu do namocené slamy
kontaminované Trichoderma pleuroti p¥i riznych teplotnich

oSetrenich

Cilem pokusu bylo zjistit vliv pfidavku vyplozeného substratu do
namocené slamy kontaminované Trichoderma pleuroti. K Cisté namocené
slamé byl pridan substrat kontaminovany Trichoderma pleuroti v mnozstvi 5
vahovych %. VSechny varianty pokusu byly plnény do plastovych kbelikti o
objemu 2500 ml. Od kazdé varianty bylo plnéno 5 kbelikti. Hodnoceny byly
prirtstky mycelia hlivy Ustficné a pripadny vyskyt kolonii Trichoderma
pleuroti. Po skonceni kolonizace substratil myceliem Pleurotus ostreatus, byly
ze vSech variant odebrany slamky, které byly preneseny na agarové
kultivaéni médium. Z kazdého kbeliku byly odebrany slamky z prorostlé (2

misky) a neprorostlé (2 misky) ¢asti substratu.

Varianty:

1: Knamocené slamé byl pridan kontaminovany substrat Trichoderma
pleuroti (5 vahovych %) a poté byl substrat fermentovan pfi 30 °C po dobu 4
dnti. Po fermentaci probéhlo teplotni oSetfeni pfi 70 °C po dobu 24 hodin.

2: Knamocené slamé byl prfidan substrat kontaminovany Trichoderma
pleuroti (5 vahovych %) a substrat byl podroben fermentaci pti 30 °C po dobu
4 dnu. Po fermentaci byl pfidan vyplozeny substrat hlivy astficné. Poté byl
substrat podroben teplotnimu oSetfeni pfi 70 °C po dobu 24 hodin.

3: Knamocené slamé byl pfidan vyluh z kontaminovaného substratu

Trichoderma pleuroti (5 vahovych %). Substrat byl fermentovan pri 30 °C po
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dobu 4 dnu. Po fermentaci byl substrat podroben teplotnimu oSetfeni pfi
70 °C po dobu 24 hodin.

4: K namocené slameé byl pfidan vyplozeny substrat hlivy ustfricné (5
vahovych %) a substrat kontaminovany Trichoderma pleuroti (5 vahovych
%). Substrat nebyl dale fermentovan, ale byl podroben teplotnimu oSetreni
pti 70 °C po dobu 24 hodin.

5: Kontrola — fermentovana slama bez teplotniho oSetreni.

VSechny varianty byly po teplotnim oSetfeni inokulovany sadbou hlivy

ustficné (kmen 35) na povrch substratu.
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5 Vysledky

5.1 Infekce substratu z pelet houbou Trichoderma pleuroti
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Graf: Prirustky mycelia Pleurotus ostreatus v zavislosti na teploté a
koncentraci spor Trichoderma pleuroti

Legenda:
K: kontrola
KF: kontrola fermentovana
102: nejnizsi koncentrace spor
103: stredni koncentrace spor
10%: nejvyssi koncentrace spor
Z vysledktl pokusu vyplyva, ze nejvétsSich pfirtstkt dosahlo mycelium
hlivy ustricné v kontrolni varianté pfi oSetfeni 65 °C po dobu 24 hodin.
NejmenSich pfiristki dosahlo mycelium hlivy Gstficné u kontrolni varianty

fermentované pri vSech variantach teplotniho oSetreni.
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Graf: Prirastky mycelia Pleurotus eryngii v zavislosti na teploté a koncentraci
spor Trichoderma pleuroti

Legenda:

K: kontrola

KF: kontrola fermentovana
102: nejnizsi koncentrace spor
103: stredni koncentrace spor
10%: nejvyssi koncentrace spor

V pfipadé vyhodnoceni ristu mycelia hlivy kralovské dosahlo nejvétsiho
pfirustku u varianty s nejnizSi koncentraci spor Trichoderma pleuroti
oSetfené pri 70 °C po dobu 24 hodin. Ve vétSiné variant byl vétsi prirustek u

oSetfeni po dobu 24 hodin nez 48 hodin.
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5.2 Porovnani rustu a interakci Pleurotus ostreatus,
Trichoderma pleuroti a Bacillus subtilis na dvou typech
kultivacnich médii v podminkach in vitro
Z uvedeného pokusu vyplynulo, Ze u bodové naockovaného Bacillus

subtilis dosahovali kolonie vét§iho primeéru na sladinovém nez na slamovém

agaru. Kolonie byli veétsi pri pH 7,0 nez pfi hodnoté pH 8,0. V pripadé

Pleurotus ostreatus byl vét§i nartist kolonii na sladinovém agaru a také pfi

pH 7,0. Kolonie Trichoderma pleuroti dorostly k okrajim Petriho misky

v nékterych pripadech jiz pfi prvnim meérfeni. U varianty plosné inokulace

Bacillus subtilis a bodového mnaockovani Trichoderma pleuroti rostla

Trichoderma pleuroti pomaleji nez pfi samostatném rGstu. Na sladinovém

agaru byly kolonie vétSi nez na slamovém agaru, a také pri pH 7,0 rostly

kolonie Trichoderma pleuroti rychleji nez pfi pH 8,0. Pri bodové inokulaci

Trichoderma pleuroti a Bacillus subtilis proti sobé doslo k tvorbé barazi mezi

jednotlivymi organismy, po 7 dnech Trichoderma pleuroti prerostla Bacillus

subtilis. U varianty ploSné inokulace kulturou Bacillus subtilis a bodového
naockovani Pleurotus ostreatus byl rast hlivy pomalejsi nez pfi samostatném
rustu. VétSich kolonii dosahla kultura Pleurotus ostreatus na sladinovém
agaru a také pri pH 7,0. Pfi bodové inokulaci Pleurotus ostreatus a Bacillus
subtilis prerostla kolonie hlivy Bacillus subtilis. U varianty bodové inokulace

Trichoderma pleurotus a Pleurotus ostreatus doSlo k tvorbé barazi mezi

kulturami, po 7 dnech prerostla Trichoderma pleuroti kolonie hlivy.

Z celkového pohledu vyplyva, Ze na sladinovém agaru dosahovaly
jednotlivé kultury vétSiho praméru kolonii nez na slamovém agaru. Takeé
bylo vidét, Ze kolonie dosahovaly vétSich pfirastk pfi pH 7,0 nez pfi

hodnoté pH 8,0.
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Graf: Prirastky u plo$né inokulovaného Bacillus subtilis a bodové
inokulované Trichoderma pleuroti na dvou kultivacnich médiich

Legenda:
TP: Trichoderma pleuroti
BS: Bacillus subtilis
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Graf: Prirastek u ploSné inokulovaného Bacillus subtilis a bodové
inokulované Pleurotus ostreatus na dvou kultivacnich médiich

Legenda:
PO: Pleurotus ostreatus
BS: Bacillus subtilis
V grafech je vidét, ze pritomnost plosné inokulovaného Bacillus subtilis

vyrazné zpomalila rust Trichoderma pleuroti, ale také Pleurotus ostreatus,

Oproti tomu kontrolni varianty jednotlivych organismt dosahovali vétSich
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prirtstkt a také varianty inokulované proti sobé bodové dosahovaly vétSich

prirtistkd, nez varianty s ploSnou inokulaci Bacillus subtilis.

5.3 Fermentace obohaceného substratu oSetfeného v ruznych
teplotnich rezimech

NejvysSich pfirastktl bylo dosazeno u obohaceného nefermentovaného
substratu. Nejpomalejsi rust mycelia byl zaznamenan u obohaceného
fermentovaného substratu. Priristky mycelia na kontrolnim fermentovaném
a kontrolnim nefermentovaném (neobohaceném) substratu byly na stejné
urovni.

Pred fermentaci bylo zjiSténo procento vody u obohaceného a
neobohaceného substratu.

Obohaceny substrat: 69,5 % vody
Neobohaceny substrat: 66,1 % vody

9,0

85

8,0

75

1.méfeni (mm)

6,5

6,0 1

55

KF PF K P
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Graf: PrirGistky mycelia Pleurotus ostreatus pfi rliznych variantach oSetfeni

obohaceného a neobohaceného substratu
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Legenda:

KF: neobohaceny fermentovany substrat
PF: obohaceny fermentovany substrat

K: neobohaceny nefermentovany substrat

P:obohaceny nefermentovany substrat

120

100

80

U 60 — ——Teplota substr.

Teplota vzduch

40

20
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Graf: prubéh teploty béhem teplotniho oSetfeni

5.4 Rust mycelia Pleurotus ostreatus na riazné osetfenych
substratech ze slamy inokulovanych substratem
kontaminovanym Trichoderma pleuroti

Bylo zjiSténo, ze nejvysSSich pfirtistkt dosahla hliva ve fermentovaném
substratu, pricemz nejrychlejsi rist byl zaznamenan pfi oSetfeni teplotou
60 °C. Nefermentovanym substratem oSetfenym jednou ze tfi zvySenych
teplot (60 °C, 65 °C a 70 °C) prorustalo mycelium nejpomaleji, protoze v

prabéhu kolonizace se projevila pfritomnost Trichoderma pleuroti. Vysledky
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dokazaly, ze u vSech teplotnich oSetreni byla Trichoderma pleuroti pritomna.
V kontrolni neinfikované a nefermentované varianté nedosahlo mycelium
hlivy takové rychlosti rtstu jako ve fermentovaném substratu. Z grafu
vyplyva, ze nejvétsi prirastky méla varianta fermentovana oproti
nefermentované a kontrole. Nejvétsiho prirustku dosahlo myceliu Pleurotus
ostreatus u varianty fermentované a nasledné osSetrené pri teploté 60 °C.
Z vysledki druhého méreni u nefermentované kontaminované varianty je
vidét, ze po tydnu rGstu mycelia Pleurotus ostreatus doslo k rozvoji
Trichoderma pleuroti a tim padem ke zpomaleni rtstu mycelia Pleurotus

ostreatus.
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]
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50 ] % % ] ¢
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40 ]
30 1 ({)
20
teplota: 65 teplota: 65 teplota: 65
60 70 60 70 60 70 vy .
_®_ 1.méfeni (30.10.)
varianta: A varianta: B varianta: C 0 2.méfeni (6.11)

Graf: Prirastek mycelia Pleurotus ostreatus pfi rizném oSetfeni substratu
Legenda:

A - fermentovany infikovany substrat oSetfeny pfi 60 °C, 65 °C a 70 °C

B - nefermentovany infikovany substrat oSetfeny pfi 6 0°C, 65 °C a 70 °C

C - kontrolni substrat osetreny pfi 60 °C, 65 °C a 70 °C

44



INOKULOVANY SUBSTRAT

Vyskyt kolonii na fermentovaném substratu inokulovaném Trichoderma
pleuroti a po teplotnim osSetfeni zaockovaném Pleurotus ostreatus

Trichoderma Penicilium Rhizopus Aspergilus Bacteria Kvasinka larvy Humicola
60°C x X X
65°C x X X
70°C x X X X X

Vyskyt kolonii na nefermentovaném substratu inokulovaném Trichoderma
pleuroti a po teplotnim oSetfeni zaockovaném Pleurotus ostreatus

Trichoderma Penicillium Rhizopus Aspergillus Bacteria Kvasinka larvy Humicola

60°C x X X X
65°C X X
70°C X X

Vyskyt kolonii na nefermentovaném kontrolnim neinokulovaném substratu a
po teplotnim oSetreni zaockovaném P. ostreatus

Trichoderma Penicillium Rhizopus Aspergillus Bacteria Kvasinka larvy Humicola

60°C x X X X
65°C X X X X
70°C x X

NEINOKULOVANY KONTROLNI SUBSTRAT
Vyskyt kolonii na fermentovaném substratu inokulovaném Trichoderma
pleuroti a po teplotnim oSetfeni nezaockovaném Pleurotus ostreatus

Trichoderma  Peniciliium Rhizopus  Aspergillus  Bacteria Kvasinka Humicola Fusarium Doratomyces

60°C X
65°C X X X
70°C X

Vyskyt kolonii na nefermentovaném substratu inokulovaném Trichoderma
pleuroti a po teplotnim oSetfeni nezaockovaném Pleurotus ostreatus

Trichoderma Penicillium  Rhizopus Aspergillus  Bacteria Kvasinka Humicola Fusarium Doratomyces

60°C X X X X
65°C
70°C X X X X
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Vyskyt kolonii na nefermentovaném kontrolnim neinokulovaném substratu a
DO te lotn1m osetrenl nezaockovanem Pleurotus ostreatus

Z vyhodnoceni misek je vidét, ze pritomnost hlivy podnécovala rust
Trichoderma. Na kontrolnich variantach bez hlivy Trichoderma pleuroti

nerostla.

5.5 Vliv pfidavku vyplozeného substratu do namocené slamy
kontaminované Trichoderma pleuroti pfi raznych
teplotnich osetfenich

Z uvedeného grafu vyplyva, ze varianty 2, 3 a 4 dosahly témeér stejnych

prirastka. Nejmens$iho prirastku dosahlo mycelium Pleurotus ostreatus

infikovaného Trichoderma pleuroti bez pridavku vyplozeného substratu.

90
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40
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mm

1.méféni m2.méfeni

Legenda:
Varianta 1: slama + substrat s Trichoderma

Varianta 2: slama + substrat s Trichoderma + vyplozeny substrat
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Varianta 3: slama + vyluh s Trichoderma
Varianta 4: slama + vyplozeny substrat + substrat s Trichoderma

NEFERMENTOVANY

Vyhodnoceni organismu pfitomnych v substratu

Prorostly substrat

Varianta Trichoderma  Penicillium  Rhizopus Bacteria  Kvasinka Humicola  Doratomyces

1 X

2 X X
3 X X
4 X X
kontrola

Neprorostly substrat

Varianta Trichoderma  Penicillium  Rhizopus Bacteria  Kvasinka Humicola  Doratomyces

1 X X
2 X X
3 X X
4 X X X
kontrola X

Pri vyhodnoceni misek byla zjiSténa nejvétSi pritomnost Trichoderma
pleuroti u varianty 1 (slama a slama infikovana Trichoderma pleuroti). U

vSech variant byla zjisténa pfitomnost Humicola.
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6 Diskuze

Pfi testovani vlivu koncentrace spor Trichoderma pleuroti, teploty a
délky oSetreni substratu bylo zjisténo, Ze pfi teplotnim oSetreni 65 °C nebyl
vyznamny rozdil pfirastku mycelia v zavislosti na délce oSetfeni a
koncentraci spor. U variant, které byli oSetfeny pii 70 °C byl prirastek
mycelia menSi pri oSetfeni 48 hodin. Toto zjiSténi naznacuje, ze pri delSim
teplotnim oSetfeni mohou byt postizeny také organismy priznivé pro rust
Pleurotus ostreatus. V zadné varianté se neprojevila infekce Trichoderma
pleuroti. Zadrobilova (2015) uvadi, ze letalni teplota pro preziti nékterych
kment Trichoderma pleuroti je 60 °C az 65 °C, coz tento pokus potvrzuje.

Komon - Zelazowska (2007) uvadi, ze Trichoderma pleuroti je znacné
antagonisticka vaci Pleurotus ostreatus, tvofi se inhibi¢ni zény a Trichoderma
pleuroti je schopna prertst kolonie Plerotus ostreatus. V. mém pokusu doS§lo
také po 4 dnech kultivace k tvorbé barazi mezi organismy a po 7 dnech
Trichoderma pleuroti prerostla kolonie Pleurotus ostreatus. V tomto pokusu
se potvrdil antagonisticky vztah mezi Trichoderma pleuroti a Pleurotus
ostreatus, jak Komon - Zelazowska (2007) uvadi. Jak uvadi Zadrobilova
(2015) Pleurotus ostreatus se projevil jako lépe rostouci oproti Bacillus
subtilis. Pti bodové inokulaci Bacillus subtilis a Pleurotus ostreatus po 7
dnech kultivace pferostla kolonie Pleurotus ostreatus kolonii Bacillus subtilis.
U varianty s ploSnou inokulaci Bacillus subtilis a bodovou inokulaci
Pleurotus ostreatus byl rist houby znacné omezen. Oproti tomu Bacillus
subtilis kolonizoval po 7 dnech cely substrat. Toto omezeni ristu muize byt
zpusobeno rychlejs§i kolonizaci substratu bakterii a zamezeni pfistupu
k zivinam pro Pleurotus ostreatus, ktera roste pomaleji. V pripadé vztahu
mezi Bacillus subtilis a Trichoderma pleuroti zalezi na zpusobu inokulace
obou organismu. U varianty s bodovou inokulaci obou organismu byl rust
Trichoderma pleuroti agresivni a po 4 dnech kultivace doslo k tvorbé barazi
mezi organismy a po 7 dnech kolonie Trichoderma pleuroti prerostla kolonii
bakterie. V pfipadé varianty s ploSnou inokulaci Bacillus subtilis a bodovou

inokulaci Trichoderma pleuroti byl rust vlaknité houby znaéné omezen a jeji
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kolonie nedosahla takové velikosti jako v prfipadé samotného rustu bez
Bacillus subtilis. Toto zpomaleni ristu muze byt zptisobeno antagonistickym
vztahem Bacillus subtilis a Trichoderma pleuroti jak uvadi Nagy et al. (2012).
Zadrobilova (2015) se domniva, ze je toto omezeni rastu zplsobeno rychle;jsi
kolonizaci substratu bakterii, ktera poté znepfistupni ziviny pro Trichoderma
pleuroti.

V dalsich pokusech byl zjiStovan vliv fermentace a nasledného
teplotniho oSetfeni substratu. Balikova (2015) uvadi, ze pfi fermentaci pfi
30 °C nedoslo ke zni¢eni spor Trichoderma pleuroti a nasledné se v substratu
projevila infekce. Pfi zvySeni teploty na 50 °C k objeveni Trichoderma pleuroti
nedoslo. U pokusu v nasi praci se infekce Trichoderma pleuroti pti fermentaci
pfi 30 °C a nasledném teplotnim oSetfeni projevila také. Z vyhodnoceni
mikroorganismu pritomnych v substratu inokulovaném a neinokulovaném
Pleurotus ostreatus bylo zjiSténo, ze pritomnost Pleurotus ostreatus
podnécuje rust Trichoderma pleuroti, protoze v nezaockovaném substratu se
T. pleuroti neobjevila, coz potvrzuje zkuSenost z péstirny R. Ryznera v
Kojatkach (Jablonsky, 2015).

U pokusu s obohacenim substratu pSeni¢nymi otrubami bylo zjiSténo,
ze pokud je substrat obohacen a nasledné fermentovan je rust mycelia
Pleurotus ostreatus znacné zpomalen. Toto zpomaleni mtize byt zplisobeno
tim, Ze béhem fermentace jsou ziviny ze substratu vyuzity jinymi organismy
a pozdé€ji nejsou pristupné pro mycelium Pleurotus ostreatus. Pokusy
provedené Zadrobilovou (2015) prokazaly, ze Trichoderma pleuroti se projevi
jako velmi agresivni a preroste kolonii mycelia Pleurotus ostreatus. V tomto
pokusu se infekce Trichoderma pleuroti projevila, ale nekolonizovala cely
substrat a mycelium Pleurotus ostreatus v substratu podrobeném fermentaci
rostlo i pres infekci plisni. Po identifikaci organismt pfitomnych v substratu
bylo zjiSténo, ze Trichoderma pleuroti se vyskytovala i na slamé neinfikované
pfi provadéni pokusu, coz vede k zaveéru, ze pouzita slama byla jiz infikovana
u zdroje.

Jablonsky a Sasek (2006) uvadéji, ze ke zniceni spor Trichoderma
pleuroti se vyuziva pasterizace pii 60 — 70 °C po dobu 20 - 48 hodin.
V pokusech v této praci byla vyuzita teplota oSetfeni 60 °C, 65 °C a 70 °C po
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dobu 24 hodin a infekce Trichoderma pleuroti se presto projevila. Nicméneé
pokud byl substrat podroben fermentaci, byl riist mycelia Pleurotus ostreatus
veétsi, nez pokud k fermentaci nedoSlo. Po pridani prorostlého vyplozeného

substratu nebyl zjistén vliv na rychlost rstu mycelia Pleurotus ostreatus.
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7 Zaveér

Predlozena prace se =zabyvala vztahem Pleurotus ostreatus,
konkurenc¢ni houby Trichoderma pleuroti a mikrobiota v substratu.

V pripadé infekce substratu konkurenc¢ni houbou Trichoderma pleuroti
v ruznych koncentracich nebyl zjiStén podstatny vliv koncentrace na rust
mycelia Pleurotus ostreatus. VEéts§i vliv na rlist mycelia méla doba a teplota
oSetfeni substratu. Bylo zjiSténo, Ze doba oSetfeni 24 hodin je vhodnéjsi nez
teplotni oSetfeni po dobu 48 hodin.

Pfi spolecném rGstu Bacillus subtilis a Trichoderma pleuroti v in vitro
podminkach doslo k omezeni rastu Trichoderma pleuroti. V pripadé plosné
inokulace Bacillus subtilis bylo omezeni ristu Trichoderma pleuroti vyraznéjsi
nez pri bodové inokulaci.

Pfi spoleéném rastu Bacillus subtilis a Pleurotus ostreatus v in vitro
podminkach bylo zjiSténo, ze Bacillus subtilis omezuje rust Pleurotus
ostreatus a v pripadé ploSné inokulace Bacillus subtilis je rust Pleurotus
ostreatus témeér zastaven.

V pripadé fermentace obohaceného substratu o pSeni¢né otruby byl
rust mycelia Pleurotus ostreatus znacné zpomalen oproti fermentovanému
substratu, ktery nebyl obohacen. Jako nejvhodnéj$i oSetfeni se ukazalo
fermentovani neobohaceného substratu a to v pfipadé substratu
infikovaného i neinfikovaného Trichoderma pleuroti.

Po  vyhodnoceni organismu  pritomnych v inokulovaném a
neinokulovaném substratu Pleurotus ostreatus se Trichoderma pleuroti
vyskytla nejvice v substratu inokulovaném Pleurotus ostreatus, coz
naznacuje, ze pritomnost mycelia Pleurotus ostreatus podnécuje rust
Trichoderma pleuroti.

Pritomnost Trichoderma pleuroti byla zjiSténa také na substratu, ktery
nebyl infikovan Trichoderma pleuroti, coz ukazuje na skutecnost, ze slama
byla infikovana jiz u zdroje.

Cilem prace bylo zhodnotit vliv prostfedi na kulturu hlivy ustricneé,
Trichoderma pleuroti a mikrobiota v substratu. Bylo zjiSténo, ze pokud je

zvolen vhodny druh tepelného oSetfeni substratu je mycelium Pleurotus
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ostreatus schopno odolat Trichoderma pleuroti a pokracovat v rustu. Cil

prace byl proto naplnén.

52



8 Literatura

Antonin, V. 2006. Encyklopedie hub a liSejnikti. Academia Praha. 472 s.
ISBN: 80-200-1476-4.

Bissett J. 1991. A revision of the genus Trichoderma. II. Infrageneric

classification. Canadian Journal of Botany. 69 (11). 2357-2372.

Demain, L.A., Vaishnav,P. 2009. Production of recombinant proteins by

microbes and higher organisms. Biotechnology advances. 27(3):297-306

Hatvani L., Antal Z., Manczinger L., Szekeres A., Druzhinina I. S., Kubicek
C. P, Nagy A., Nagy E., Vagvolgyi C., Kredics L. 2007. Green mold diseases
of Agaricus and Pleurotus spp. are caused by related but phylogenetically

different Trichoderma species. Phytopathology. 97. 532-537.

Ha Thi, H, Chun-Li, W, & Chong-Ho, W 2015, 'The Effects of Different
Substrates on the Growth, Yield, and Nutritional Composition of Two Oyster
Mushrooms (Pleurotus ostreatus and Pleurotus cystidiosus)', Mycobiology,

43, 4, pp. 423-434.

Hysek, J. Vach, M. Javurek, M. 2008. Biologicka ochrana obilnin proti
houbovym fytopatogentim. Vyzkumny ustav rostlinné vyroby. Praha. 20 s.
ISBN: 978-80-87011-56-0

Chen X., Romaine C. P., Tan Q ., Schlagnhaufer B., Ospina- Giraldo M. D.,
Royse D. J., Huff D. R. 1999 a. A PCR-based genotyping of epidemic and
preepidemic Trichoderma isolates associated with green mold of Agaricus

bisporus. Applied and Environmental Microbiology. 65. 2674-2678.

53



Cho Y.S., Kim J.S., Crowley D.E., Cho B.G. 2002. Growth promotion of the
edible fungus Pleurotus ostreatus by fluorescent pseudomonads. FEMS

Microbiology Letters 218 (2003) 271-276.

Jablonsky, 1., Sasek, V. 2006. Jedlé a 1écivé houby, péstovani a vyuziti.
Brazda. Praha. 264 s. + 16 pfilohy. ISBN: 80-209-0341-0.

Kim W.G., Weon H.Y., Seok S.J., Lee K.H. 2008. In Vitro Antagonistic
Characteristics of Bacilli Isolates against Trichoderma spp. and Three

Speciesof Mushrooms. Mycobiology. 36 (4) 266-269.

Kirk P. M., Cannon P.F., Minter D.W. and Staplers J.A.. 2008. Dictionary of
The Fungi. CAB International Wallingford. p. 624. ISBN: 978 0 85199 826 8.

Komon-Zelazowska M., Bissett J., Zafari D., Hatvani L., Manczinger L., Woo
S., Lorito M., Kredics L., Kubicek C. P., Druzhinina I. S. 2007. Genetically
closely related but 92 phenotypically divergent Trichoderma species cause
green mold disease in oyster mushroom farms worldwide. Applied and

Environmental Microbiology. 73 (22). 7415 - 7426.

Kothe H. 2012. Houby. Euromedia Group, k. s. — Knizni klub. 256 s. ISBN
978-80-242-3523-3.

Kubatova A., Kolarik M., Jablonsky I. 2009. Trichoderma aggressivum -
prvni nalez v Ceské republice. Mykologické listy. 109. 18-24.

Nagy A., Manczinger L., Tombacz D., Hatvani L., Gyorfi J., Antal Z., Sajben
E., Vagvolgyi C., Kredics L. 2012. Biological control of oyster mushroom
green mould disease by antagonistic Bacillus species . Biological Control of

Fungal and Bacterial Plant Pathogens IOBC-WPRS Bulletin. 78. 289-293.

54



Park M. S., Bae K. S. and Yu S. H.. 2006. Two New Species od Trichoderma
Associated with Green Mold of Oyster Mushroom Cultivation in Korea.

Micobiology. 34 (3). 111 -113.

Samuels G. J. 2006. Trichoderma: Systematics, the sexual state, and

ecology. Phytopathology. 96 (2). 195-206.

Sobieralski, K, Siwulski, M, Sas-Golak, I, Mankowski, J, & Kotlinska, T
2011, 'Mycelium growth and yield of wild strains of Pleurotus ostreatus
(Jacq.:Fr.) Quel. cultivated on waste materials from the textile industry’,

Folia Horticulturae, 23, 1, Academic Search Complete, pp. 67-71.

Stamets, P. 1993. Growing gurmet and medicinal mushrooms. Ten Speed

Press. p. 586. ISBN: 0-89815-608-4.

Staneék M., Bisko N.A. 1982. Regulace mikrobiologickych procest v
substratech pro péstovani houby hlivy ustficné (Pleurotus ostreatus).

Sbornik VUTIZ - Zahradnictvi . 9 (3) 221 — 233.

Szczech M., Staniaszek M., Habdas H., Ulinski Z., Szymanski J. 2008.
Trichoderma spp. — the cause of green mold on Polish mushroom farms.

Vegetable Crops Research Bulletin. 69. 105-114.

Velazquez-Cedeno M., Farnet A.M., Mata G., Savoie J.M. 2008. Role of
Bacillus spp. in antagonism between Pleurotus ostreatus and Trichoderma
harzianum in heat-treated wheatstraw substrates. BIORESOURCE
TECHNOLOGY. 99(15) 6966-6973

55



Diplomové prace

Balikova, E. 2015. Diplomova prace. OSetfeni substratu pro péstovani hlivy
ustficné (Pleurotus ostreatus) vybranymi bakteriemi. Ceska zemédélska
univerzita v Praze. Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroju.

Praha. 101 s.

Zadrobilova, L. 2015. Diplomova prace. Vztah mikroorganismut v substratu k
myceliu hlivy ustficné (Pleurotus ostreatus) a konkurenéni houbeé
Trichoderma pleurotum. Ceska zemédélska univerzita v Praze. Fakulta

agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju. Praha. 97 s.

Elektronické zdroje

Anonym. Bacillus licheniformis [online]. ?. [cit. 2016-3-01]. Dostupné z

<http://www.tgw1916.net/Bacillus/licheniformis.html>.

Hatvani, L. Mushroom pathogenic Trichoderma species: occurrence,
biodiversity, diagnosis and extracellular enzyme production. [online].
Department of Microbiology. Faculty of Science and Informatics. University
of Szeged. 2008. 109 p. [cit. 2016-3-3]. Dostupné z <http://www2.sci.u-
szeged.hu/fokozatok/PDF /Hatvani Lorant/dissertation Hatvani L.pdf>.

Larsen, R. Pogliano, K. Bacillus subtilis. [online]. Microbewici. 5 March
2013. [cit. 2016-1-14]

Dostupné z <https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bacillus_subtilis>.

Kirk, E. Bacillus subtilis. [online|. Microbiology at Missouri. 2009. [cit.
2016-3-2].Dostupné z
<http:/ /web.mst.edu/~microbio/BI0221_2009/B_subtilis.html>.

56


http://www.tgw1916.net/Bacillus/licheniformis.html
http://www2.sci.u-szeged.hu/fokozatok/PDF/Hatvani%20_Lorant/dissertation_Hatvani_L.pdf
http://www2.sci.u-szeged.hu/fokozatok/PDF/Hatvani%20_Lorant/dissertation_Hatvani_L.pdf
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bacillus_subtilis

Pringle, E. Bacillus lichenformis [online] 22.1.2005. [cit. 2016-2-235].

Dostupneé z
<http://web.mst.edu/~microbio/BI0221 2005/B lichenformis.htm>.

Osobni sdéleni

Jablonsky, I. 2015. osobni sdéleni

57


http://web.mst.edu/~microbio/BIO221_2005/B_lichenformis.htm

9 Pfilohy

9.1 Infekce substratu z pelet houbou Trichoderma pleuroti

doba varianta Teplota 1.méreni 2.méfeni 3.méfeni
oSetreni [°C] (Primeér) (Prmér) (Prmér)
(hod.) [mm] [mm] [mm]
24 65 79,7 149,8 210,3
24 70 51,9 105,1 150,5
24 KF 65 52,4 98,9 144,0
24 KF 70 60,2 100,5 142,5
24 102 65 61,5 118,6 159,6
24 102 70 61,3 1254 157,9
24 103 65 68,5 134,1 184,0
24 103 70 61,9 118,5 169,9
24 104 65 52,0 107,4 155,9
24 104 70 57,9 111,3 157,9
48 K 65 74,0 133,2 180,8
48 K 70 63,6 112,5 153,0
48 KF 65 57,4 106,4 148,4
48 KF 70 61,0 105,4 151,3
48 102 65 61,7 103,3 157,7
48 102 70 56,9 110,1 142,5
48 103 65 54,0 98,6 141,6
48 103 70 47,5 94,6 132,5
48 104 65 56,0 108,8 157,1
48 104 70 56,9 100,0 131,6

Tabulka 1: Prirtistek mycelia Pleurotus ostreatus pfi riznych variantach

oSetreni
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doba varianta Teplota 1.méfeni | 2.méfeni | 3.méfFeni | 4.mé&feni | 5.méfeni
oSetreni [°C] (Prdmér) | (Prdmeér) | (Prtmér) | (Primér) | (Primeér)
(hod.) [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
24 K 65| 49,50000| 84,33333| 116,0000| 161,0000| 182,6667
24 K 70| 43,37500| 79,75000| 107,3750| 150,8750| 176,0000
24 KF 65| 42,00000| 74,75000| 106,7500| 149,1250| 174,3750
24 KF 70| 46,12500| 67,50000 95,0000 | 126,8750| 149,3750
24 102 65| 40,00000| 83,33333| 116,0000| 158,1667 | 183,3333
24 102 70| 47,50000| 86,16667| 117,1667| 158,1667| 194,8333
24 103 65| 39,66667| 76,16667| 103,6667| 143,6667| 166,5000
24 103 70| 45,75000| 84,50000| 114,8750| 163,5000| 189,2500
24 104 65| 40,00000| 81,12500| 113,6250| 163,0000| 191,2500
24 104 70| 34,62500| 68,62500 92,8750 | 137,0000| 166,0000
48 K 65| 49,75000| 86,87500| 113,5000| 149,3750| 171,0000
48 K 70| 41,33333| 73,83333| 103,0000| 142,1667| 162,5000
48 KF 65| 32,25000| 56,75000 78,1250 | 115,3750| 142,6250
48 KF 70| 48,50000| 82,12500| 114,0000| 143,0000| 173,5000
48 102 65| 40,50000| 70,33333 96,8333 | 137,5000| 162,1667
48 102 70| 36,00000| 59,50000 77,0000| 103,7500| 119,5000
48 103 65| 34,33333| 60,83333 81,6667 | 119,0000| 141,8333
48 103 70| 44,75000| 78,87500| 105,6250| 146,0000| 168,0000
48 104 65| 39,00000| 71,62500| 105,1250| 142,0000| 164,1250
48 104 70| 36,00000| 71,00000 97,7500 | 133,0000| 155,0000

Tabulka 2: Prirastek mycelia Pleurotus eryngii pfi ruznych variantach

oSetreni
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Foto 1: Pleurotus eryngii: OSetreni 24 hodin 70 °C, zprava: kontrola
fermentovana, kontrola, nejnizsi koncentrace spor, stfedni koncentrace spor,
nejvyssi koncentrace spor

—

™ b
Foto 2: Pleurotus eryngii: OSetfeni 24 hodin 65 °C, zprava: kontrola, kontrola
fermentovana, nejnizsi koncentrace spor, stfedni koncentrace spor, nejvyssi
koncentrace spor
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Foto 4: Pleurotus eryngii: OSetreni 48 hodin 65 °C, zprava: kontrola
fermentovana, kontrola, nejnizsi koncentrace spor, stfedni koncentrace spor,
nejvyssi koncentrace spor
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Foto 5: Pleurotus ostreatus: OSetfeni 48 hodin 65 °C, zprava: kontrola
fermentovana, kontrola, nejnizsi koncentrace spor, stfedni koncentrace spor,
nejvyssi koncentrace spor

nejvyssi koncentrace spor
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nejvyssi koncentrace spor
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9.2 Porovnani rustu a interakci Pleurotus ostreatus,
Trichoderma pleuroti a Bacillus subtilis v podminkach in

vitro

prirtstek po
Sladinovy agar 7 dnech (mm)

pH7 pHS8
V1 Pleurotus o. 44 82
V2 Trichoderma p. 85 85
V3 Bacillus s. 79,6 84,6
V4 Bacillus s. 85 85
V5 Trichoderma p. 5,2 54,6
V5 Bacillus s. 85 85
V6 Trichoderma p. 85 63,6
V6 Bacillus s. 44,2 50,8
V7 Pleurotus o. 66,6 54,6
V7 Bacillus s. 43,2 85
V8 Pleurotus o. 9,4 8,6
V8 Bacillus s. 85 85
V9 Pleurotus o. 27,8 30,2
V9 Trichoderma p. 63,2 54,2

Tabulka 3: Prirtistky organismu na sladinovém agaru

prirtstek po
Slamovy agar 7 dnech [mm]

pH7 pH8
V1 Pleurotus o. 59,6 44,4
V2 Trichoderma p. 85 85
V3 Bacillus s. 73,8 72,8
Va4 Bacillus s. 85 85
V5 Trichoderma p. 7,6 6,6
V5 Bacillus s. 85 85
Ve Trichoderma p. 47 44,2
V6 Bacillus s. 44,2 46,4
V7 Pleurotus o. 38,4 50,8
V7 Bacillus s. 45,8 44
V8 Pleurotus o. 1,8 1,2
V8 Bacillus s. 85 85
V9 Pleurotus o. 31,8 31
V9 Trichoderma p. 53,2 57,4
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Foto 9: PloSna inokulace Bacillus subtilis, bodoveé Trichoderma pleuroti po 7
dnech kultivace. Nahore zleva: sladinovy agar pH 7, sladinovy agar pH 8
Dole zleva: slamovy agar pH 7, slamovy agar pH 8

Foto 10: PloSna inokulace Bacillus subtilis, bodové Pleurotus ostreatus po 7
dnech kultivace. Nahote zleva: sladinovy agar pH 7, sladinovy agar pH 8
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Dole zleva: slamovy agar pH 7, slamovy agar pH 8

Foto 11: Bodova inokulace Bacillus subtilis, a Trichoderma pleuroti po 7
dnech kultivace. Nahofte zleva: sladinovy agar pH 7, sladinovy agar pH 8
Dole zleva: slamovy agar pH 7, slamovy agar pH 8

Foto 12: Bodova inokulace Bacillus subtilis a Pleurotus ostreatus po 7 dnech
kultivace. Nahore zleva: sladinovy agar pH 7, sladinovy agar pH 8
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Dole zleva: slamovy agar pH 7, slamovy agar pH 8

9.3 Fermentace obohaceného substratu oSetfeného v ruznych
teplotnich rezimech

Oznaceni 1.méfeni
(Pramér)
[mm]

fermentovany
substrat 7,090
obohaceny
fermentovany 6,220
substrat
kontrola 7,140
bohaceny
nefermentovany 8,385
substrat

Tabulka 5: Prirtistek mycelia Pleurotus ostreatus po 7 dnech

9.4 Rust mycelia Pleurotus ostreatus na ruzné osetfenych
substratech ze slamy inokulovanych substratem
kontaminovanym Trichoderma pleuroti

varianta Teplota 1.méreni (30.10.) 2.méfeni (6.11)
[°C] (Prdmeér) (Prdmeér)
[mm] [mm]
A 60 60,95000 106,3000
A 65 66,80000 100,9000
A 70 63,95000 96,1500
B 60 34,43750 48,0625
B 65 54,00000 63,5625
B 70 47,90000 63,0500
C 60 51,50000 69,1500
C 65 59,15000 78,6500
C 70 54,00000 79,5000

Tabulka 6: Prirastky mycelia na rtiizné oSetfenych substratech
Varianta A: Fermentovany inokulovany substrat

Varianta B: Nefermentovany inokulovany substrat
Varianta C: Kontrola
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Foto 13: Prirtistek mycelia Pleurotus ostreatus a infekce Trichoderma pleuroti
Osetfené pii 60 °C. Zleva: A, B, C

Foto 14: Prirtistek mycelia Pleurotus ostreatus a infekce Trichoderma pleuroti
OsSettrené pri 65 °C. Zleva: A, B, C

Foto 15: Prirtistek mycelia Pleurotus ostreatus a infekce Trichoderma pleuroti
Osetfené pfi 70 °C. Zleva: A, B, C
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9.5 Vliv pfidavku vyplozeného substratu do namocené slamy
kontaminované Trichoderma pleuroti pfi raznych
teplotnich osSetfenich

1.méréni 2.méfeni

[mm] [mm]
Varianta 1 45,125 72,8125
Varianta 2 48,625 87,9375
Varianta 3 47,6875 84,875
Varianta 4 55,75 85,375

Tabulka 7: Prirtistek mycelia v substratu s pfidavkem vyplozeného substratu
kontaminovaného Trichoderma pleuroti

Varianta 1: slama + substrat s Trichoderma

Varianta 2: slama + substrat s Trichoderma + vyplozeny substrat

Varianta 3: slama + vyluh s Trichoderma

Varianta 4: slama + vyplozeny substrat + substrat s Trichoderma
NEFERMENTOVANY
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Foto 16: Kbeliky prorostlé myceliem Pleurotus ostreatus a infikované
Trichoderma pleuroti. Zleva: varianta 1, varianta 2

Foto 17: Kbeliky "p'rorostlé myceliem Pleurotus ostreatus a infikované
Trichoderma pleuroti. Zleva: varianta 3, varianta 4
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