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Souhrn

Tato prace se zabyva odolnosti, hlivy ustfiéné (Pleurotus ostreatus), a hlivy plicni
Pleurotus pulmonarius vuc¢i Trichoderma pleurotum, zpusobujici vazné $kody pfi
péstovani uvedenych druhti hliv. Prvni ¢ast prace tvofi literarni reSerSe, pojednavajici
o jejich morfologii, ekologii, péstovani a vyuziti, predstavuje i dalsi 1é¢ivé autochtoni
houby péstované na dievni hmoté¢. Vyzkumna ¢ast se zabyva popisem a metodikou
provedenych pokust, jejich vysledky a potvrzenim ¢i vyvracenim stanovenych
hypotéz, které jsou diale komentovany v diskuzi. Celkem bylo provedeno Sest
pokust, zaméfenych na vliv riznych podminek prostiedi na rist a zivotaschopnost
Trichoderma pleurotum zjistovanim idealniho kultiva¢niho média, vlivu raznych
svételnych rezimi, pusobeni ozonu a teploty na vitalitu a rust patogenu. V praci jsou
také zhodnoceny vzajemné interakce mezi kmeny Pleurotus ostreatus a Pleurotus

pulmonarius a Trichoderma pleurotum na rizném péstebnim substratu.

Kli¢ova slova: Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonaris, Trichoderma pleurotum,

péstovani hub, ochrana hub
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Abstract

This work concerns the resistance of Pleurotus ostreatus and Pleurotus pulmonarius
to Trichoderma pleurotum, causing serious loss on mentioned cultivated Oyster
mushroom species. First part of the thesis comprise of literature survey, concerning
the fungal morphology, ecology, growing and use and introduces also other
indigenous mushrooms cultivated on woody matter. Experimental part is focused on
description and methodology of performed experiments, their results and
confirmation or disprove of given hypotheses, which are further on commented in the
discussion. In total were performed 6 experiments, which investigated the influence
of different environmental conditions on Trichoderma pleurotum growth and vitality
by determining its ideal cultivation medium, exposure to different light regimes,
several ozone and temperature levels, and also comparison of mutual interactions
between Pleurotus ostreatus and Pleurotus pulmonarius strains and Trichoderma

pleurotum on different substrates.

Keywords: Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonaris, Trichoderma pleurotum,

mushroom production
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1. Uvod

624 .

Clovéka obklopuji houby od nepaméti, jsou samostatnou tieti ¥isi organismd,
nezastupitelnym destruentem v kolob&hu pfirody, nebezpeénym Skiidcem na zdravi i
majetku, zdrojem IéC¢ivych i jedovatych latek. Od nepaméti jsou vyuzivany
predevsim jako potravina, v IéCitelstvi ale 1 v moderni historii se postupné staly
objektem hlubsiho védeckého zajmu. Cela fada dnesnich biotechnologii je zalozena
pravé na pusobeni hub. Péstovani jedlych a 1é¢ivych hub piedstavuje celosvétove
vyznamnou soucast zemédélské vyroby, kterd navic spadd pod tzv. uzaviené
technologie, kdy surovinami jsou z hlavni ¢asti obnovitelné zdroje, odpady nebo
vedlejsi produkty, a tak predstavuje zajimavy zplsob obzivy i z pohledu rozvojové
Casti svéta. To potvrzuje trend poslednich desetileti, kdy celosvétova produkce hub
stale stoupd. V reSerSni Casti této prace se Ctenaf seznamuje S péstovanim a vyuzitim
hub a to pfedevsim hlivy Gstfi¢né, a dalSich 1é€ivych druhl. Zaméfuje se na Skliidce
péstebniho substratu, predstavuje piedevs$im tzv. zelené plisné, které mohou vynos
péstiren velmi citelné snizit. Ve specialni ¢asti jSou popsany pokusy ovéfujici
stanovené hypotézy, zamétené predev§im na interakce Trichoderma pleurotum k
péstované hlive Ustfi¢né a hlive plicni a vlivu vybranych faktori na jmenovany druh
Trichoderma. Celkem bylo provedeno 6 pokusi. Ziskané poznatky mohou dale
slouzit pro prohloubeni znalosti v oblasti ochrany péstebniho substratu a omezeni

ztrat z vynosu na péstovanych hlivach.

10
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2. Cil

Cilem prace bylo nejprve zjistit vhodné in-vitro podminky pro rast Trichoderma
pleurotum porovnanim rastu kolonie na rdznych agarovych mediich jako
nejvhodnéjsiho kultivaéniho media, dale vystaveni Trichoderma pleurotum riznym
teplotam, svételnym rezimim a intenzitdm ozonu po rizné dlouhou dobu pro zjisténi
mozného oSetfeni substratu pouzivaného v péstirnach, ktery byl napaden a nakonec
vybrat nejodolnéjsi kmeny hliv porovnanim vzajemnych interakci mezi jednotlivymi

kmeny hlivy a plisné.

11
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3. Literarni reSerse

3.1. Péstovani hub

3.1.1. Historie péstovani hub

Za prokazané je mozné povazovat, ze péstovani rodu Hirneola zacalo nékdy
v roce 600 n. . v Cing a p&stovani zampiontl v zapadnich zemich ma pocatky kolem
roku 1600 ve Francii. OvSem pocatky intenzivni vyroby jedlych hub lze datovat od
poloviny minulého stoleti. V roce 1950 bylo vyrobeno asi 76 tisic tun hub, z toho

90% tvotily zampiony. ANTONIN ET AL. (2013).

Jak uvadi ANTONIN ET AL. (2013) hned od pocatku byly lidrem USA, kde jiz od roku
1915 vznikaly 1.ucelové stavby — Zampionarny a od roku 1934 vyuzivana
technologie péstovani zampiond v bednach. Technologicky naskok a prvenstvi ve
vyrobé hub vydrzely USA do 80.let, kdy byla v Cing zavedena neniroéna
technologie piipravy substratu pro péstovani hlivy. Bé&hem 5 let stoupla svétova
produkce této houby ze 170 000 t na 900 000 t, z toho 800 000 t bylo vyrobeno
v Cing. V roce 1991 bylo v USA vypéstovano 345 000 t plodnic, z toho asi 342 000 t
zampiontl. V témZe roce bylo v Ciné vyrobeno 2 246 000 tun hub az toho pouze
170 000 t zampiond. Produkce hub v Ciné byla vice nez 6 krat vétsi nez v USA a
tento trend stale stoupa. V soudasnosti je Cina nejen nejvétsim producentem, ale i
konzumentem a exportérem hub svéta. Z celkového mnozstvi hub produkovanych
v umélych péstirnach ptedstavuji Zampiony nejvétsi podil (40%) nasleduji hlivy

(25%) a kukmak sklepni (16%), (SOCHA ET JEGOROV 2014).

Zpisoby péstovani hub

Dnes jsou houby péstovany velkokapacitn€, intenzivnim zpiisobem kdy vytvaiime
pro rust houby optimalni podminky. Velmi casto ktomu jsou pouzivana
specializovand zafizeni — péstirny — ve kterych mlzeme regulovat teplotu, vlhkost
vzduchu a pudy, intenzitu svétlaapod. Extenzivni péstovani pak probiha

v pfirodnich podminkéach, kde jsou vysledky zavislé na pribchu a charakteru

12
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vnéjSiho prostiedi, napf. ponechani naockovanych klad venku pod stromy
(VALICEK 2011).

Péstovani jedlych hub predstavuje celosvétové vyznamnou soucast zemédelské
vyroby. Pfi minimdalnich pozadavcich na zeméd€lskou piadu, kdy vstupnimi
surovinami jsou odpady, sekundarni produkty zemeédélské vyroby (komisky hntj,
praseci a kufeci kejda, kufeci podestylka, slama, odpad po péstovani baviny, fepky,
hot¢ice, cukrové titiny, listy bambusu, skotapky, piliny a jind dfevni hmota atd.)
prakticky nedochazi k tvorbé odpadu, protoze vyplozeny substrat nachazi uplatnéni
Vv riiznych oborech zemédélské vyroby (hnojivo, krmivo, sanace pid). Péstovani hub
je tak ptikladem tzv. uzaviené technologie kdy surovinami jsou z hlavni ¢asti
obnovitelné zdroje, odpady nebo vedlejsi produkty a odpad této vyroby nadale slouzi

jako surovina (ANTONIN ET AL. 2013).

Tab. 1 Produkce a export hub v Cin& v letech 2001-2005 (v tisicich tun)

Chen et al. in (ANTONIN ET AL 2013)

Produkce a export hub v Ciné v letech 2001-2005 (v tisicich tun)
Export Hodnota exportu
Produkce (Cerstvych nebo susenych (v milionech
rok (Cerstvych plodnic) plodnic) uUsD)
2001 7801 443 472
2002 8670 382 463
2003 10390 433 622
2004 11600 582 902
2005 13346 628 964

Houby jsou péstovany na nékolika typech substratd, jak je uvadi (VALICEK 2011):

1. Fermentované substraty pro péstovani zastupci Agaricus (Zampion) a Coprinus
(hnojnik). 2. Lignocelulézové substraty typické pro péstovani druhti rodu
Stropharia,(limcovka), Volvariella (kukmak) aPleurotus (hliva). 3. Dievni
substraty pro péstovani Ganoderma lucidum (lesklokorka leskla) 4. Dtevo klady
Spalky vétve, predev§im pro péstovani Lentinula edodes (houzevnatec jedly) 5.

Substraty pro houby s mykorhizou, tykajic se pfedevsim hiibovitych hub 6. substraty

13
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pro houby parazitujici na hmyzu, napiiklad pro pro Cordyceps sinensis (housenice

¢inska).

3.1.2. Vyuziti péstovanych hub

Nazory na uplatnéni hub v lidské stravé se v historii zna¢né¢ meénily, od jednoho
extrému, ze houby jsou maso lesa, az k druhému, a to Ze z hlediska vyzivy nemaji
zaddny vyznam. Moderni pohled je takovy, ze houby nejsou potravina, nejsou tedy
vhodné jako zéaklad na$i vyzivy, ale jsou velmi cennou pochutinou s nezaménitelnou
chuti a viini nékdy pouzivané jako koteni. (HOLEC ET AL 2012). Nutri¢ni hodnota hub
pfesto nabyva na vyznamu V zemich 3. svéta diky snadnému péstovani, a v lidské
historii i v dobé nedavnych vale¢nych konflikti v Evropé umoznila mnoha lidem

prezit obdobi nedostatku. (REDZIC A KOL. 2012 IN SOCHA ET JEGOROV 2014).

Tab. 2 Ptiblizné slozeni (v %) vybranych péstovanych hub (ANTONIN 2013)

Tab. 1. Priblizné slozeni (v%) vybranych péstovanych hub
houba voda bilkoviny sacharidy lipidy popel
Zampion dvouvytrusy 88,7 23,9 60,1 8 8
penizovka sametonoha 89,2 17,6 73,1 1,9 7,4
houZevnatec jedly 91,8 13,4 78 4,9 3,7
hliva Ustricna 90,8 30,4 57,6 2,2 9,8
kukmak sklepni 90,1 21,2 58,6 10,1 10,1

Podle archeologickych nalezii z Maglemose (mesticka kultura, Heng, Dansko, 9500-
6500 pt. n. 1.) uz pravéci lovci pouzivali nékteré druhy choroSovitych hub k 1éceni
tak, ze byly doutnajici kousky chorosu ptikladany na bolestiva mista. Dodnes je tento
zpusob vyuzivan k prohtivani akupunkturnich bodi. (MULLER-EBENING ER AL. 1998

IN SOCHA ET JEGOROV 2014).

Houby jsou tradiéné vyuZivadny v biotechnologiich. Péstované jedlé houby
predstavuji potravinaisky produkt, niz8i mikroskopické houby jsou pouzivany

k vyrobé vina piva nebo tésta, dal§i druhy produkuji enzymy, rustové hormony,

14
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pesticidy, fungicidy antibiotika jiné vitaminy a barviva, organické kyseliny, ristové
regulatory (VALICEK 2011), (ANTONIN ET AL. 2013). Mezi 140000 druhy
kloboukatych hub je jich 2000 jedlych, z toho zhruba 700 druht vykazuje 1é¢ivé
vlastnosti (WASSER. 2011 IN SOCHA ET JEGOROV2014).

Jak uvadi (SOCHA ET JEGROV 2014) na rozdil od Asie se zajem o 1é¢ivé vyuziti hub
vV Evropé¢ prohloubil az v 2. pol. 20 stoleti. Ackoli byla z hub izolovana tada 1éCiv,

samotné houby 1ékem nejsou a fadi se mezi tzv. potravinové dopliky.

Vyplozeny substrat muize byt také pouzit jako hnojivo do zahradnich a zemédélskych
pud, jako material pro dekontaminaci pid a dokonce byl tspésné testovan jako
ptidavek do krmiva hospodatrskych zvifat (ANTONIN ET AL. 2013), (JABLONSKY
ET SASEK 2006).

(ERBAN 2012) udava dostupnost veterinarnich dietetickych piipravki na ¢eském trhu
vyrobenych z hub Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum a rakytnikového oleje

jako doplnék vyzivy pro lesklou srst domécich zvitat.
Negativni uc¢inky

Je tieba si uvédomit, Ze houby mohou mit i negativni u¢inek na lidské zdravi. Jsou
schopny kumulovat tézké kovy, predev§im olovo kadmium a rtut a nepiiznivé
ovliviiovat zdravotni stav. U citlivéjSich jedinci mohou zptisobovat alergie rtiznych
typlt zplisobené predevSim vytrusy. Existuji také druhy, které neni mozné
kombinovat s alkoholem, naptiklad hnojnik inkoustovy ktery obsahuje latku
blokujici funkci enzymu $tépiciho alkohol. Samostatnou kapitolou je obsah enzymi
(VALICEK 2011).

3.1.3. Péstované houby v Ceské republice

Zékonem povolené druhy hub, které je mozné péstovat v Ceské republice, jsou
uvedeny ve vyhlasce ¢. 291/2010 Sh. takto 1. Zampion zahradni (Agaricus hortensis)
2. Zampion hnédy (Agaricus brunescens) 3. Hliva ust¥i¢na (Pleurotus ostreatus) 4.
Hliva miskovita (Pleurotus cornucopiae) 5. Hliva plicni (Pleurotus pulmonarius) 6.

Hliva mackova (Pleurotus eryngii) 7. Limcovka obrovska zluta (Stropharia
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rugosoannulata) 8. Limcovka obrovska hnéda (Stropharia rugosoannulata) 9.
Penizovka sametonoha (Flammulina velutipes) 10. Polni¢ka topolova (Agrocybe
aegerita) 11. HouZevnatec jedly - Shii-ta-ke (Lentinus edodes) 12. Opénka ménliva
(Kuehneromyces mutabilis) 13. Kukmak sklepni (Volvariella volvacea) 14. Ucho
Jidagovo (Hirneola auricula judae) 15. Supinovka nameko (Pholiota nameko)
16. Lihovec mou¢ny (Hypsizygus tessulatus) 17. Zampion mandlovy (Agaricus
brasiliensis) 18. Trsnatec lupenity (Grifola frondosa) 19. Koralovec jezaty (Hericium
erinaceus) 20. Zampion ovéi (Agaricus arvensis) 21. Hliva citronova (Pleurotus
citrinopileatus) 22. Hliva razova (Pleurotus salmoneostramineus)“. (Vyhlaska ¢.
291/2010 Sh.).

Péstované hoby, které uvadi (VALICEK 2011) jako 1é¢ivé: 1. Housenice ¢inska
(Cordyceps chinensis), 2. Leklokorka leskla, (Ganoderma lucidum) 3. Outkovka
pestra (Tremastes versicolor) 4. Rosolovka listova 5. Hnojnik obecny (coprinus
comatus) 6. Klanolistka obecna (Shcyzophylum commune) 7. Rezavec Sikmy
(Innonotus obliquus) 8. Zampion dvouvytrusy (Agaricus Bisporus) 9. Kotr¢ kadetavy
(Sparassis crispa) 10. Pychavka obecna (Lycoperdon palatum).

3.1.4. Lécivé péstované houby rostouci na direvu, autochtonni

3.1.4.1. Auricularia auricularia-judae (Bull.) Wettst. - Bolcovitka ucho jidasovo

Jak udava HAGARA (2005) jedla, vyskyt biezen az listopad, vytvaii plodnice 30-100
mm S§iroké a 1-3 mm tlusté, zpocatku miskovité, ale brzy nepravidelné, skeblovité
nebo ve tvaru ucha a bo¢né pfirostlé k substratu. VétSinou jsou vrascité a velice
pruzné, hnédé skotficové hnédé, az Cervenohnédé. Roste hojné na mrtvém dieve
predevsim bezu ¢erného, ale 1 jinych listnact (dubti, buki, jasant a akati). Vzhledem
K tvaru a konzistenci nelze zaménit za zadnou jinou houbu. Staré plodnice mohou byt
porostlé fasami, ty uz nesbirame. (HOLEC ET AL. 2012) udava velikost vytrusa 13-
20,5-7 pm, za sucha scvrklé, tvrdé po navlhéeni nabyvaji ptivodni tvar chut’ a viing
nevyrazna. Tradi¢ni soucast <¢inské mediciny, ptiznivé ovliviluje hladinu

cholesterolu, pouzivana téz k 1é¢bé o¢nich neduhi hojeni ran a stimulaci imunitniho
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systému. Nazyvana téz ,,Cerna“ nebo ,,¢inska“ houba (SOCHA ET JEGOROV 2014),
(HOLEC ET AL 2012), (VALICEK 2011), (ANTONIN ET AL. 2013).

3.1.4.2. (Flammulina velutipes) (Curtis) Singer - Penizovka sametonoha

Jak udava HAGARA (2005) jedla, vyskyt fijen az duben. Klobouk 20-60 mm velky,
vyklenuty az plochy, slizky, hladky, zluté¢ az oranzové€, uprostied az kaStanove
hnédy. Lupeny kratce pfipojené, bélavé az svétle oranzové nazloutlé. Tren méfi 50-
80 x 2-10 mm, je valcovity, cely vyrazné¢ sametovy, na vrcholu nazloutly, na bazi
tmavohnédy az hnédocerny. Roste dost hojné€, vétSinou trsnaté na parezech, kmenech
a vétvich listnacl, zejména vrb, olsi jilmd a buki vzacnéji i jehlicnant. (HOLEC
2012) udava velikost vytrusit 6-9,5 X 3-4 pm, chut a viné piijemnd. V lidovém
1écCitelstvi byla tato houba vyzivana k 1éCb€ zanéti, dermatdz, alergie astmatu,
Crohnovy choroby a k posileni imunitniho systému. V tradi¢ni ¢inské mediciné pak

nejvice k 1é¢beé chorob jater a zaludeénich viedi (SOCHA ET JEGOROV 2014).

Obr. 2 Penizovka sametonoha Obr. 2 Zasn&Zené plodnice penizovky

3.1.4.3. Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. - Lesklokorka leskla.

Jak udava HAGARA (2005) nejedla, vyskyt kvéten az fijen, klobouk 30-250 mm,
kruhovity nebo ovalny, hladky, leskly hrbolaty, v mladi Supinové Zluty, pozdé&ji
¢ervenohnédy az kastanoveé hnédy, s tenkou klirou na povrchu. Rourky jsou 5-30 mm
dlouhé s okrovymi, 0,15-0,25 mm velkymi, bilymi az krémovymi, pozdéji hnédymi
pory. Tten vétSinou postrani, vzacnéji stiedovy, 50-200x10-25 mm, valcovity nebo
nerovny, leskly, tvrdy Cervenohnédy, tmavohnédy az purpurové Cerveny. Roste

neptili§ hojné, jednotlivé nebo ve skupinich na kotenech, pafezech a bazich
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odumfielych kmenti dubit méné Casto 1 jinych listnacl, vzacné i jehliCnantl. Prevazné
Vv oblasti teplomilné kvéteny. Je néapadna lesklou, jakoby nalakovanou plodnici.
Velikost vytrusi udava (HOLEC ET AL. 2012) 7-11 x 6-9 um. Vytrusny prach je svétle
hnédy. V ¢inské medicin€ vyuZivana pres 2000 let, preparaty zni jsou dodnes
pouzivany k léCeni celé fady chorob (SOCHA ET JEGOROV 2014). Znama téz pod

pojmem Reishi (VALICEK 2011).

Obr. 3 Mladé plodnice Ganoderma Lucidum Obr. 4 Lesklokorka leskla v piirodé (Marek)

(Novotny 2014

3.1.4.4. Grifola frondosa (J. Dicks.) Gray - Trsnatec lupenity

HAGARA (2005) uvadi vyskyt srpen az fijen. Plodnice tvoti 250-500 (1000) mm
Siroky trs slozeny zmnoha klinovitych aZz polokruhovitych, jednostrannych,
vlaknitych, hnédosedych az sazové Sedych klobouckl na bélavém, mnohonisobné
vétveném tfeni. Poéry hranaté, 0,2-0,3 mm velké, bilé, az krémové. Po otlaceni
neménné, rourky 2-4 mm dlouhé, sbihavé. Roste nepfili§ hojné paraziticky na bazi
zivych kment a kofenech, pak 1 na patfezech listnacii, obvykle dubt a habrti, vzacné 1
kastanovniku setého, bukil nebo jasanii predev§im ve stfednich a niZzSich polohach.
(HOLEC ET AL. 2012) udava velikost vytrusu 6-7 X 4-4,5 um. Ma protinadorové a

imunostimulaéni u¢inky.
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3.1.4.5.Hericium erinaceus (Bull.) Pers - Koralovec jezaty.

Obr. 5 Hericium erinaceus

Jak uvadi (HAGARA 2005) jedla, vyskyt
cervenec az fijen. Plodnice kulovité az
vejcité, bilé, ve stari a pii zasychani okrové
bélavé az hnédavé. Na predni a spodni
stran¢ s previslymi, az 40 mm dlouhymi
ostny. Roste vzacné¢ paraziticky na

kmenech listnac¢t, zejména dubd a buku.

Svym tvarem a dlouhymi ostny mala
moznost zamény. (HOLEC ET AL. 2012) udava velikost vytrust 5-7 X 4-6 um, chut’ a
viné ovocnd, zvlasté v Asii hospodaisky vyznamnd houba. V mediciné pak
vyuzivana k 1é¢bé riznych nemoci zazivaciho traktu (SOCHA ET JEGOROV 2014). V
CR je celkem zndmo pies 50 lokalit, z toho asi 20 zposledni doby. Zafazen

v gerveném seznamu hub AOPK CR jako zranitelny druh (HOLEC ET AL. 2006).

3.2. Péstovani hlivy

3.2.1. Rod Pleurotus (Jacq.:Fr.) P. Kumm

Jak uvadi HROUDA (1999) rod Pleurotus je ¢lenén do podrodi Pleurotus,
Coremiopleurotus a Lentodiopsis. Tento rod je rozsifen skoro ve vSech ekotopech,
pivodem ziejmé v tropech. JABLONSKY ET SASEK (2006) pak hovoii pfimo o
kosmopolitnim rodu. HOLEC ET AL. (2012) popisuje druhy rodu Pleurotus jako
stedné velké az velké, kobouk je bokem pfirostly nebo s vystfednim az postranim
tteném bez vela, méné Ccasto s velem, monoliticky nebo dimiticky. Pokozka
neobsahuje rosolovou vrstvu, tlustosténné cystidy nepfitomny. Vytrusy hladké,
bezbarvé, neamyloidni, HROUDA (1999) dodava cylindrické nebo elipsoidni.
Vytrusny prach bily, krémovy az nafialovély. Saprofité az slabi parazité na dieveé

(ptisobi bilou hnilobu) vyjimecné na velkych bylindch. Ve sttedni Evropé ptiblizné
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10 druhu, nejcastéjsi pak Pleurotus calypratus — hliva dubova, Plurotus cornucopiae
— hliva miskovda, Pleurotus ostreatus — Aliva ustricnd, Pleurotus pulmonarius hliva

plicni, Pleurotus eryngii - hliva mac¢kova. (HOLEC ET AL. 2012).
Taxonomické zafazeni:

Odd¢leni: Basidiomycota

Podkmen: Agaricomycotia

Ttida: Basidiomycetes

Podtida: Agaricomycetidae

Rad: Agaricales

Celed: Pleurotaceae

Rod: Pleurotus (KIRK P. M. ET AL., 2008)

3.2.1.1. Pleurotus ostreatus - hliva astFi¢na (Jacq. Ex Fr.) Kum

Jak uvadi HAGARA (2005) jedla, vyskyt fijen az prosinec, pfi mirnych zimach mozny
vyskyt azdo jara. Klobouk jazykovity az vé&jifovity, hladky, popelavé Sedy az
modrosedy, nékdy s fialovym nadechem lupeny daleko sbihavé, vysoké bilé az
Sedavé. Tren  pouzel0-20x10-25 mm,

postranni tuhy, ne¢kdy miZe témef chybét. opr. 6 Hiiva ustiicna (NovoTNY)

SOCHA ET JEGOROV (2014) uvadi ze, duznina
u mladych plodnic je mékce a pruzné masita,
u starSich plodnic trochu tuha, ve tfeni pak
velmi tuhd az korkovité drevnata, bélava
neménlivd. Svym zbarvenim a pozdnim
vyskytem nezaménitelna s jinymi druhy hliv
jako je nejblize piibuzna  Pleurotus
pulmonarius. Roste hojné v trsech nebo
stiechovité nad sebou na kmenech a patezech
listnaci predev§im buki a ofesakill, vzacnéji i
jehlicnan. Pfi  mirnych teplotich je

zaznamenan vyskyt po celou zimu od nizin

do hor. Existuje n€kolik barevnych forem.
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Jak udava HOLEC ET AL. (2012) chut’ a viin¢ pfijemna, velikost vytrust 7-12 x 3-4,5
um oproti tomu HROUDA (1999) uvadi (5,6-) 9,5-13,7 x 2,7-3,2-4,2 um. Vytrusny
prach je bily. Vyskyt skoro ve vSech ekotypech, nalezena i na zebrech kostry vorvané

Z britskych ostrovi.
Obsahové latky

Jak uvadi (VALICEK 2011) ¢ersvé plodnice hlivy obsahuji asi 2,5 % bilkovin, 5 %
sacharidi a pouze 0,1 -0,2 % tuku Sirokou $kéalu aminokyselin, z nichz tvoii az 55 %
kyselina linoleova a 40 % kyselina olejova. V plodnicich byl zjistén lovostatin, dale
lektin a predevs§im specificky pleuran s vyraznymi protinadorovymi ucinky. Dale
jsou pfitomny steroly, vitaminy skupiny B, vitamin C, K a P. Specificky je obsah
kyseliny listové, kterd podporuje rist mladych bunck, a to i v kostni dieni. Jeji
nedostatek zptisobuje nedostatek bilych krvinek, poruchy rastd kosti a vlasa a také
zanétlivé zmény na pokozce v dutiné Ustni. Pfitomen je i1 purinovy alkaloid
eritadenin, ktery ma schopnost nastavit spravnou hladinu cukru v krvi. Déle je
obsazen terpen pleurotin vykazujici antimikrobidlni aktivitu, také betanin, histamin,
adenin a ethylamin. Cenny je i obsah vldkniny tvofené hlavné chininem, ktery
zachycuje cholesterol. Z mineralnich latek je to pifedevsim draslik, Zelezo a fosfor, ze
stopovych prvkl selen, zinek, bor a jod. Energetickd hodnota ve 100 g suSiny je

ptiblizné 1400 kJ.
Lécebné vyuziti

Jak uvadi VALICEK (2011) plodnice maji vyrazné protinadorové ucinky, uzivaji se i
v prevenci kardiovaskularnich chorob, ale také pfi artritidé a osteopordze a vleklych
zanétech. Zjistény byly 1 tonifikacni U€inky pii fyzickém a duSevnim vycCerpani a
pozitivni vliv pfi procesu starnuti. Pisobi dobie i pfi chfipce, rozedmé plic astmatu a
nachlazeni. Velmi dobré ucinky jsou pti 1écbé dermatoz, vyrazkach a ekzémech, ale i
hemeroidii a kieCovych zil. V Cinském IéCitelstvi téZ uzivana k 1écb¢ lumbaga

(housera) a zmirnéni strnulosti §lach a konéetin (SOCHA ET JEGOROV 2014).

Doporucuje se denni davka 5-10 mg suSené houby, kterou si miizeme rozpustit v €aji

nebo polévce. Jinou moznosti je uziti 50-100 g cerstvych plodnic k posileni
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imunitniho systému. V posledni dobé se rozsitily ptipravky ziskané fizenou extrakei,

které se uzivaji pfimo nebo se piidavaji do tablet (VALICEK 2011).
MozZnosti vyuZziti hlivy

Velky vyznam ma hliva ustficnd v gastronomii kde se masité klobouky ptidavaji do
polévek omacek, jako priloha k masu, pfipravé zeleninovych salati. Lze z ni
pfipravovat fizky nebo nepravou dr§tkovou polévku. Velmi dobie se konzervuje
V nalevech, ale i mlécnym kvasenim ¢i uzenim, lze ji 1 susit. Zejména mlécné kvaSeni

je u nas nedotéeno, i kdyz v Asii a Rusku je hojné vyuzivano (VALICEK 2011).

Jak uvadi (ERBAN 2014) na trhu je dostupny veterinarni dieteticky ptipravek
z Pleurotus ostreatus, houby reishy (Ganoderma lucidum) a rakytnikového oleje,
ktery byl Gspésné testovan jako piidavek krmiva pro kvalitu a lesk srsti domacich

zvirat.

Vyplozeny péstebni substrat byl tispé$né testovan jako krmivo, pti 10% piidavku byl
zaznamenan vyS$$i hmotnostni pfirst zvifat a také jejich zklidnéni. (JABLONSKY ET

SASEK 2006).
3.2.1.2. Pleurotus Pulmonarius - Hliva plicni

Dle HAGARY (2005) jedla, vyskyt Cerven-fijen, podobna Pleurotus ostreatus,
Obr. 7 Pleurotus pulmonarius (NOVOTNY) klobouk je vSak slonovit¢ nebo
Spinav€é bélavy az svétle Zluto
hnédy na okraji, stejné€ jako lupeny,
Zloutnouci. Roste na dieve listnac,
nejcastéji buku a lip, (HOLEC 2012)
pak udava nejCastéjsi vyskyt na
buku a osice. (HRouDA 1999)
zminuje anyzovou vuni a dobu
vyskytu duben az zafi, velikost
vytrusa  6,4-12,7 x  2,7-4,8.
Vytrusny prach bily s nepatrnym fialovym nadechem (SOCHA ET JEGOROV 2014).
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3.2.2. Historie Péstovani hlivy

Jak uvadi JABLONSKY ET SASEK (2006), lidé si dfevo napadené hlivou i jinymi
houbami piinaseli domu po staleti, ale produkcni péstovani hliv zahdjili az mad’arsti
mykologové v 60 letech a to na $palcich topolr se sklizni 1x roéné. Casté napadeni
plodnic sktidei, kolisavy vynos a nedostatek topolového dieva odradily péstitele od
tohoto zpusobu. S péstovanim hlivy na slamé bylo zapocato v Italii v 70 letech a
zéhy se rozsifilo do Cetnych hospodaiskych staveb. V soucasnosti produkce hlivy
kazdorocné stoupd, vroce 2000 bylo vypéstovano 1300000 tun a nejvetsim
svétovym producentem se stala Cina. K nejvétsim evropskym producentim patii

Italie, Francie Mad’arsko a Polsko.

V Ceské republice byl postup péstovani hlivy vyvinut RNDr. Anastazii Ginterovou.
Prvni velkoplo$na plantaz $palki naockovanych myceliem hlivy byla vysazena v 60.
letech v JZD Liptal u Vsetina. Zde byl také pozdé&ji poprvé pouzit zpiisob péstovani
hlivy na slam¢ a kukufi¢nych vietenech. V roce 1975 zahdjila provoz péstirna hlivy
JZD Sokolovo Bohdalice v Kojatkach, kde Ing. Rudolf Ryzner poprvé uplatnil
velkovyrobni systém plodicich stén. V 80. letech pak zahdjen provoz v dalSich
podnicich, kde byl substrat ze slamy tepelné oSetfovan a plnén do pytli. Po roce
1989 bylo mnoho péstiren hlivy zruSeno piedevSim z divodu zastaveni ¢innosti
zpracovatelského priimyslu, na ktery byl odbyt plodnic hlivy pfednostné orientovan.
K omezeni péstovani také piispéla skutecnost nedokonalé ptipravy substratu, ktera
zpusobovala kolisavou kvalitu plodnic a vys§i vynosu. ZvySeny zijem o
hlivu pfinesly nové poznatky o lécivych vlastnostech houby 1 jeji CastéjSi vyuziti

v kulinaiské gastronomii (JABLONSKY ET SASEK 2006), (VALICEK 2011).

3.2.3. Fyziologické pozadavky hlivy

V ptirodé€ roste hliva pfedev§im na mrtvém dfeveé, méné Casto parazituje na Zivém.
Hlivy rostou i na riznych lignocelulazovych odpadech jako je slama, kukufi¢na
vietena, hrachovina, pazdefi nebo vojtéskové seno. Piedpokladem je, aby tyto
materidly byly predem tepelné¢ oSetieny — pasterizovany, ptipadné sterilizovany

(JABLONSKY ET SASEK 2006).
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3.2.3.1. Vliv teploty

Pro kli¢eni spor je optimélni teplota 28°C. Také mycelium vsech druhii hliv dosahuje
maximalniho riistu pfi této teploté. Pii teploté 20°C je riist zpomaleny, coz miize
kulturu hlivy znevyhodnit oproti kompeticnim houbam. Rust mycelia je zcela
zastaven pii teploté 5°C. Mycelium neposkodi mraz, podhoubi vystavené teplotam
pod nulou opét za¢ina rist pii zvySeni teploty. Problémy c¢ini zejména v letnim
obdobi piehtivani substratu v disledku aktivity mycelia. Vime, ze podhoubi odumira
pii vystaveni teplotam 32-35° C v zavislosti na vlhkosti substratu V praxi to
znamena, ze Vv letnim obdobi nemé byt vrstva substratu vyssi nez 35cm a do
polyetylenovych pytli nedavame vice nez 25-30 kg substratu. Primér pytli nema
byt vétsi nez 35 cm. V pribchu tvorby plodnic, maji jednotlivé druhy sva teplotni
maxima, kterd pokud jsou piekrocena, zcela znemozni nasazovani plodnic. Optimum
Pleurotus ostreatus je pfi teploté 8-12°C a zcela je pozastaven pii teploté nad 15°C.
Teplomilné hlivy nasazuji plodnice pii teplotach 20-25° C a tropické druhy jesté pii

teploté 30°C. (JABLONSKY ET SASEK 2006),
3.2.3.2. Vliv pH

Optiméalni hodnota pro prortstani podhoubi hlivy ustfi¢né je v rozmezi 5,5 — 6,5 pH.
Rst mycelia mimo toto rozmezi byva zpravidla pomalejsi. Pti ptipravé substratu je
upravovano piidavkem vapence. V pribéhu proristani mycelia se pH v substratu
méni. V povrchové vrstvé substratu, kde se nasazuji plodnice, jsou hodnoty pH

podstatné niz§i pH (4 — 4,5) neZ ve vnitinich vrstvach. (JABLONSKY ET SASEK 2006),
3.2.3.3. Vliv svétla

Béhem kolonizace substratu hliva osvétleni nepotiebuje, béhem nasazovani plodnic
je urcita mira osvétleni nutnd, ptiblizné 100 — 400 luxti po dobu 12 hodin za den. Pti
vyssi teploté, kdy plodnice rostou rychleji, ma hliva vy$si naroky nez pii nizkych
teplotdch. Na nedostatek osvétleni reaguji plodnice tvorbou protahlého tiené a
zakrslého klobouku. V uplné tmé hliva vytvaii temnostni formu pfipominajici tvarem
kvétak. Osvétleni ma také vliv na barevny odstin klobouku, pfi niz§im osvétleni maji

plodnice svétlejsi barvu. (JABLONSKY ET SASEK 2006),
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Obr 8. Deformace plodnic hlivy (REICH) Obr. 9 Jiz u mladych plodnic (REICH)

3.2.3.4. Vliv oxidu uhli¢itého

Vv pribéhu vyvoje se kultura hlivy vyznacuje zcela odliSnymi naroky na koncentraci
oxidu uhli¢itého v prostfedi. Behem kolonizace substratu dosahuje hliva nejvyssi
rychlosti pti koncentraci 2000 — 3000 ppm oxidu uhli¢itého. Vysoka koncentrace
potlacuje rist kompeti¢nich hub, proto se péstebni bloky perforuji jen castecné.
Béhem ristu plodnic reaguji jednotlivé kmeny na koncentraci CO; rozdilné.
S nejvyssi toleranci reaguji snizenym vynosem az pii koncentraci CO, 1500 ppm.
Proto je nutné v pribéhu nasazovani plodnic intenzivng vétrat (JABLONSKY ET SASEK
2006),

Nedodrzeni fyziologickych pozadavkt vede kruznym deformacim plodnic
(GINTEROVA 1985). Obrazek ¢. 8 znazornuje jednu z deformaci, kdy v porovnani

s normalnim tvarem plodnice, doslo k protaZeni klobouku do néalevkovitého tvaru.

3.2.4. Priprava substratu

zakladnim materidlem pro intenzivni péstovani Pleurotus ostreatus je slama
obilovin, kukufice nebo kukuiiéna vietena, v Ceské republice piedev§im slama z
ozimé pSenice nebo Zzita s piidavkem sldmy je¢menné k urychleni prorastani

substratu. Osvédcil se 1 ptidavek hrachoviny nebo fepkové slamy. VIiv na vynos ma
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nejenom druh zvoleného materialu, ale i jeho spravné skladovani. Vlhkost pfi
skladovani by méla byt 13-15%, nevhodné jsou vykyvy teplot — v takovém materialu
je zvysen vyskyt plisni, které snizi vyzivovou hodnotu a konkuruji pak podhoubi
hlivy. Nelze je odstranit ani dokonalym termickym oSetfenim. Kvalitni slama je
zluta, sklizena za sucha nepouzitelnd pak cernda a Sedd. K vyrobé substratu
zpracovana idedln¢ 3-4 meésice po sklizni, na Cerstvé podhoubi proriistd pomalu.
Obsah 0,57-0,71% dusiku je dostateény a nevyzaduje dalsi piidavky (JABLONSKY ET
SASEK 2006).

Slama je nejprve nafezana na 2-6 cm dlouhé ¢asti, namocena a tepelné oSetiena. Jsou
vyuzivany 3 rizné zpisoby maceni. Ponofenim do bazénd na 24 hodin do vody kdy
dojde k vyplaveni cukrii a ostatnich latek piedstavujici zivné prostiedi pro jiné
organismy, kropenim 48-72 hodin za stalého piehazovani a pro nejvétsi podniky
kontinudlni strojové maceni kdy je sldma vystavena vodé jen po dobu desitek
sekund. Pfi maceni pojme 1 dil slamy 3dily vody. Dale je do substratu piidavana
sadra pro zlepSeni struktury a mlety vapenec pro upravu pH. Tyto materialy jsou

pfidavany v mnoZstvi az 20 % z celkového podilu (JABLONSKY ET SASEK 2006).

Pro termické oSetfeni jsou vyuzivany metody sterilizace, semisterilizace,

pasterizace a fizené fermentace.

Sterilizace, kdy teplota musi dosahnout 110-115°C pfi niz je niceno jak vegetativni
mycelium, tak i klidova stadia - spory konkurenénich hub. Doba pisobeni teploty
zavisi na mnozstvi o$etfovaného substratu. Jedna se o nakladnou metodu s vysokou
spotiebou energie a potieby specialnich steriliza¢nich nadob — autoklavl. Vyuzivana

predevsim v asijskych zemich. (JABLONSKY ET SASEK 2006).

Pasterizace probiha v tunelech s pfivodem pary. Pfi normalnim atmosférickém tlaku
zahtivame substrat na 60-70°C po dobu 24-48 hod. Pti zvyseni teplot mizeme zkratit
dobu pisobeni, ale nad 63°C dochazi ke karamelizaci uvolnénych cukri, které
poskytuji ptiznivé podminky pro rozvoj konkuren¢nich hub. Vyuzivany jsou 2

metody pasterizace (JABLONSKY ET SASEK 2006).

1) ,,Rychla“ metoda vystaveni pusobeni teploty 58-60°C po dobu 18 — 21 hod, na

pozadovanou teplotu by se m¢l substrat zahfat nejpozdéji do 5-6hod. a po dosazeni
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43°C prudce zchladime na 25 °C. Celkova doba procesu je 4 dny (JABLONSKY ET
SASEK 2006).

2) druha metoda je kombinace pasterizace s kondicionaci. Teplota 60°C se udrzuje 8-
10 hod. a potom se teplota snizi na 48 — 52 °C pfi této metodé se podpofi rozvoj
termotolerantnich hub a aktinomycett, které spotiebuji rozpustné cukry a tim vytvori
substrat méné napadnutelny. Rozvojem konkuren¢nich hub (JABLONSKY ET SASEK
2006).

Exotermicka metoda semisterilizace pouzivana v Madarsku, kdy je slamovy
material vystaven ptisobeni suchého tepla o teploté¢ 105-120°C. Pii dosazeni teploty
100°C v celém objemu slamy je tato hodnota udrZzovana po dobu nejméné 1 hodiny.
Ihned potom je slama smichana s vodou. Cely proces trva 2 — 4 hodiny (JABLONSKY
ET SASEK 2006).

Vybér metody piipravy substratu zavisi na druhu a kvalité suroviny a na technickych

moznostech zpracovatele.

3.2.5. Sadba

Pro intenzivni péstovani je pouZivana zrnitd sadba narostla na zrnech Zita, pSenice
nebo prosa. Pouzitelna sadba miize byt stard max. 2 tydny skladovana pfi teploté 2 —
4 °C. Sadba je od vyrobce opatfena informaci o pouzitém kmeni, pfesném popisu
jeho péstovani, optimalnich podminek tvaru plodnic ptfipadné dalSich pozadavcich
kmene. Sadba je do substrati michana rovnomérné, v poméru 2-3%. Po promichani
je substrat balen do folii, které zajiStuji zvySenou koncentraci CO», chrani ho pred
vysychanim, i pied infekci zelenymi plisnémi. Po naplnéni pytla je tieba folii
perforovat. Otvory jsou bud kruhového, mésickového nebo kiiZzového tvaru, 0
primé&ru 8-15mm ve vzdalenosti 10-20 cm a jejich plocha ¢ini 0,5-1,8% z celkové
plochy blokti. Podhoubi proriista substratem 14-17 dni pfi teploté 24-28°C za Castého

vétrani a udrZeni relativni vlhkosti v péstirné 80-85% (JABLONSKY ET SASEK 2006).
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3.2.6. Iniciace tvorby plodnic a sklizen

V prorostlém substratu nedochazi k tvorbé plodnic ihned. Mycelium je$té urcitou
dobu zraje, coz doprovazi vyznamné zmény uvniti podhoubi. Pfi tomto procesu je
potfeba snizit teplotu vzduchu, ¢im je niz$i tim je nasazovani plodnic pomalejsi.
Sklizni vlhkost je 80 %, v obdobi sklizné je hliva citlivd na vyssi koncentrace COy,
kterd nemé byt vyssi nez 800 ppm. Osvétleni je pro spravné nasazovani plodnic
nutné, idedln¢ jedna 40W zarovka na 4 m, zavéSend min. 90cm nad substratem pii
intervalech 12 hodin za den. Plodnice se objevuji ve vinach, které nejsou striktné
Casové odde¢lené. 1. vinu plodnic sbirame po 25-35 dnech od osazeni substratu,
Vv zavislosti na pouzitém kmeni a péstebnich podminkach. Sbirany jsou vzdy celé trsy
S mirn¢ podvinutym okrajem. Je mozné sklizet ve dvou nebo tfech vinach. Vynos
prvni viny pfedstavuje ¢asto 70 % sklizné. Vynos je vyjadfovan hmotnosti plodnic
Vv piepoCtu na procenta k hmotnosti pivodniho substratu a kolisa v rozmezi 15-30%

(JABLONSKY ET SASEK 2006).

Intenzivni péstovani hlivy mé oproti zampionim
vyhodu v nizs§ich narocich na technické vybaveni
péstiren, pfiprava substratu je jednodusi i napadeni
Skidci a nemocemi je niz§i. Péstitelé ale fesi
vyznamny problém. Tim je velké mnozstvi spor
uvolnujicich se zrajicich plodnic, které vyvolava
dychaci potize i u zdravych osob. Jsou vyuzZivana

rizna feSeni. Jednim z nich je uziti respiratord, druhé

~ opatfeni spo€ivd v intenzivnim vétrani piipadné
Obr 3 Pohled do péstiry hlivy pouziti specialni helmy s ventilatorem a filtrem.
(NOVOTNY) ; , , i sy
Testovany byly také kmeny hliv nevytvarejici spory,
které se ale vyznacovaly niz§im vynosem a nevhodnym tvarem plodnic a K péstovani
v praxi nebyly vyuzity. V soucasné dobé jsou ovéfovany bezesporé kmeny nové
generace, vzniklé genovymi manipulacemi, které jsou tvarem plodnic 1 vynosem

blizké tradiénim kmentim. (JABLONSKY ET SASEK 2006).
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3.2.5. Choroby a skiidci hlivy:

Jak uvadi JABLONSKY ET SASEK (2006) nejvétsi nebezpeéi predstavuji kompetiéni
houby, zejména zelené plisné rodu Trichoderma, Kterymi se tato prace bude dale
zabyvat. Krom¢ téchto plisni je to kustiebka zedni - Plicaria muralis, dale bakteria
rodu Pseudomonas, které se vyskytuji pii zvySené vlihkosti. V dob¢ sklizné se mohou
vyskytovat musky. Dalsi kompeti¢ni houby jak je uvadi SHERMA ET AL. (2007).
Arthrobotrys sp., Aspergillus niger, A. flavus, A .fumigatus, Alternaria alternata,
Cephalosporiu maspermum, C. acremonium, Chaetomium globosum,Cladosporium
cladosporoides, Coprinus retirugis, C.sterguilinus, Coprinus spp. Cochliobolus
specifer, Drechslerabicolor, Furarium moniliforme, f.moniliforme var. ferbolutinans,
F.moniliforme var. subglutinans, F.graminearum, Momniella echinata, Mucor sp.,
Penicillium sp., Rhizopus oryzae, Rhizopus spp., R.stolonifer, Stachybotrys
chartarum, Stilbum nanum, Stysanus medius, Sclerotium rolfsii, Sordaria fimicola,
Oedocephalum globerulosum, O.lineatum, Trichothecium roseum, Trichurus
terrophilus and Phialospora sp. GINTEROVA (1985) dale uvadi hlenku Stemonitis
fusca, ktera se do substratu muze zanést necistotou pii fermentaci, dale roztoce a
chvostoskoky. Nebezpe¢ny je také Bacilus subtilis, ktery se objevuje pfi
nedostatecné sterilizaci a rychle se rozmnozZi. Pfi venkovnim péstovani napadaji
plodnice piedev§im mravenci, slimaci, ale 1 vys$si zvéf, z ptakt pak bazanti a havrani.

Byl zaznamenan nizsi vyskyt chorob u hliv, nez u zampiona.

3.3. Rod Trichoderma / Hypocrea:

Taxonomické zarazeni

Rise: Fungi (Houby)

Oddéleni: Ascomycota (Vieckovytrusné)
Podkmen: Pezizomycotina

Ttida: Sordariomycetes

Rad: Hypocreales (Masenkotvaré)
Celed’: Hypocreaceae (Masenkovité)
Rod: Hypocrea (KIRK P. M. ET AL., 2008)
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Zastupci tohoto rodu jsou mikroskopické, volng€, kosmopolitné i lokalné zijici
organismy (KREDIC ET AL. 2010). Tento pocetny rod ¢itajici vice nez 200 druhd,
osidluje riizna stanovisté, predevsim pudu, rozkladajici se mrtvé dievo, rhizosféru
nebo parazituje jiné hoby (ATANASOVA ET AL. 2014). Prvni zminky 0 rodu
Trichoderma pochazi jiz z 18. Stoleti. Vétsi zajem o0 studium tohoto rodu je
zaznamenavan v poslednich desetiletich, predev§im pro moznost vyuziti
Vv biotechnologiich napf. v biologické ochran¢ rostlin kde ptsobi antagonisticky na
fadu fytopatogenl. THINGGAARD (1987) udava zvySeni vynosu okurek o 14 % pii
piidani Trichoderma hartzianum do substratu. V popiedi zajmu je také diky
vysokym ztratam pii intenzivnim péstovani hub, nejenom hliv, ale i dalSich druht
hub zejména zampiont (KREDIC ET AL. 2010). V tom piipad¢ se jedna predevsim o
druhy Trichoderma viride, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii, (SHERMA ET AL
2007)., dalsi jsou mykoparazité T. asperellum, T. atroviride, T. aggressivum, T.
ghanense, T. longibrachiatum a T. harzianum, (HATVANI ET AL. 2007). Epidemie
choroby zndma jako =zelend plisen zampionid (,,aggressive green mould
disease,+tAGM*) zpusobena rodem Trichoderma byla poprvé pozorovana v
Severnim Irsku v roce 1985, a byly zplsobeny ztraty pfevySujici 3 miliony liber.

(KREDIC ET AL. 2010),

S wvyuzZitim genetickych molekularnich metod jsou v poslednich letech stéale
popisovany nové druhy. Studia na molekularni Grovni potvrdily vysokou diverzitu

tohoto rodu (KREDIC ET AL. 2014).

Rod Hypocrea tvori stromata na povrchu substratu. Tato stromata jsou poduskovita
az rozptylena nebo nepravidelné ohranicena, svétle barevna nebo cernd, uvnitt
hyalinni masitd. Askoma je ostiolatni perithecium skoro kulovité az vejc€ité, zanofené
ve stromatu se slabé vystupujicimi ostiolarnimi papilami. Sténa askomat je slozena z
plochych protahlych bunék. Viecka jsou unitunikatni cylindrickd, neamyloidni, 8-
sporova, nékdy 16-sporova. Askospory jsou dvoubunééné, bunky zaoblené a hluboce
stazené v misté septa, casto délici se na skorokulovité buiky, hyalinni nebo

zelenavé. Anamorfni stadia patii do rodtt Acremonium, Gliocladium, Trichoderma a
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Verticillium. Samuel 2006 Rod Trichoderma je rozdélen do péti sekci -
Hypocreanum, Longibrachiatum, Saturnisporum, Pachybasium a Trichoderma

(BISET IN ZADROBILOVA 2012).

Sekce Trichoderma

Kolonie rostouci 5 - 9 cm za 4 dny pii teploté 20°C. Vzdusné mycelium obvykle
omezené, vlockovité az pavucinovité, reverz kolonii ¢erstvych izolati bezbarvy az
Zlutavy, nékteré druhy maji kolonie s aromatickou vini kokosovych ofechd. Tvorba
konidii rozptylena, tidéeji nebo kompaktnéji nahlou¢ena, masa konidii zpocatku bila,
pozdgji zelena az hnéda. Chlamydospory jsou pfitomny. Konidiofory tizké a zahnuté
s primarnimi vétvemi, které vznikaji v pravidelnych intervalech a vétve jsou v parech
nebo v preslenech po 3, relativné tzké, kratké malo vétvené. Fialidy v pieslenech po
2 nebo 3, Uzce lahvicovité az Sidlovité. Konidie jednobunécné, zelené az hnédave,

skoro kulovité az obvej¢ité nebo elipsoidni (BISSET IN ZADROBILOVA 2012).

3.3.1. Trichoderma pleurotum (S. H. Yu & M. S. Park)

Kolonie rostouci 52-60 mm (on PDA v 25°C po 3 dnech), tvorba konidii je fidka a
praskovita, zelenavé bild nebo Sedozelena, starnutim tmavne. Konidiofory
pyramidalng vertikalni, (typ Gliocladium) vrcholky konidioford a primarnich 2 - 4
vétvi terminaln€ ukoncenymi presleny plnych fialid. Fialidy lahvicovité vétSinou
vznikajici v preslenech po 4 - 7 o velikosti 4,2 - 7 x 2,0 - 4,0 um. Konidie jsou
elipsoidni az obvejcité, 2,8 - 4,2 x 1,6 - 2,2 um, hladkosténné, svétle zelené.
Chlamydospory skoro kulovit¢é az elipsoidni, hladkosténné¢ 5 - 10 pm
(PARK ET AL. 2006).

3.3.2. Trichoderma pleuroticola (S. H. Yu & M. S. Park)
Kolonie rostouci 60 — 65 mm (na PDA pii 25°C po tfech dnech), tvorba konidii
svaz€itd splyvajici v malé postuly tvofici Siroké soustfedné kruhy, zpocatku

zelenoSedé, ménici se na Sedozelenou az tmavé zelenou. Konidiofory pyramidoveé
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vertikalni. Fialidy vétvené v pteslenech (1 — 4) 55 - 11,0 x 2,6 - 4,0 um velké.
Konidie jednobunééné skoro kulovité az Siroce elipsoidni, Casto zaSpicatélé na bazi,
hladkosténné, svétle zelené, 2,9 - 4,5 x 2,4 - 3,5 um velké. Chlamydospory skoro
kulovité, elipsoidni, 5,0 - 10,0 um velké (PARK ET AL., 2006).

Oba druhy byly nalezeny v Evropé, ranu, Jizni Koree, Trichoderma pleuroticola
byla navic objevena i v Kanad¢, USA a na Novém Zélandu (KOMON-ZELAZOWSKA
ET AL. 2007).

SOBIERALSKI ET AL. (2007) porovnava rezistenci a ztraty na vynosech (tab. 3,4) ze
substratu, ktery byl napaden Trichoderma pleurotum a Trichoderma pleuroticola
podle odolnosti riznych kment Pleurotus spp. (tab.¢. 1). SHARMA ET AL. (2007)

udava ztraty zptisobené riznymii kompeti¢nimi houbami do 70%.

Tab 3 Redukce vynosu Pleurotus Tab 4 Redukce vynosu Pleurotus
ostreautus (kmen P80 na substratu ostreautus (kmen P8X) na  substratu
infikovaného T. pleurotum a T. infikovaného T. pleurotum a T.
pleuroticola (SOBIERALSKIET AL. 2007) pleuroticola (SOBIERALSKIET AL. 2007)
Strain+Trichoderma sp. isolate Yield reduction [%] Strain + Trichoderma sp. isolate Yield reduction [%]
P80 + T. pleuroticola M143 84.6 PX + T. pleuroticola T4/15/A 79.2

P80 + T. pleuroticola T4/15/A 80.5 PX + T. pleuroticola M143 76.9

P80 + T. pleuroticola M142 78.5 PX + T. pleuroticola M142 68.2

P80 + T. pleurotum E139 69.7 PX + T. pleurotum E136 57.8

P80 + T. pleurotum T12/B 64.1 PX + T. pleurotum T12/B 53.2

P80 + T. pleurotum E136 54.9 PX + T. pleurotum E139 41.0

3.3.3. Ochrana péstebniho substratu substratu

Vyuzivana jsou nasledujici opatieni jak je u vadi SHERMA AT AL. (2007).

1) Velmi dobra hygiena

2) Sterilizaci, pasterizace a kondicionace substratu

3) Pouziti spravné koncentrace formalinu (max. 2%)

4) Lécebné uziti chloridu vapniku (15%)

5) Slaby sprej Mancozeb (0,2%) nebo Bavistin (Benomyl) (0,1%) TBZ (0,2%)
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Benomyl (Benlate 50wp) je aplikovan proti Dactylium,Mycogone, Trichoderma,
a Verticillium, v koncentraci a v déavce 240g/200litres/100m® b&hem prvni zalivky
(SHERMA ET AL. 2007). KREDIC ET AL. (2010) udava dalsi pouzitelné varianty
fungicida, napt. Captan, Prochloraz, a také poukazuje na vyssi ucinnost pii pouziti
fungicidd proti Trichoderma spp. metodou pfimé aplikace nez pii pfimichavani do
kompostu. Jak uvadi (ERBAN ET AL. 2011) osetfeni substratu vielou vodou se slabou
koncentraci peroxidu vodiku (1%) umoznilo dobry rist mycelia Pleurotus ostreatus,
zvySena koncentrace (4%) ovlivnila rist negativné. Nové perspektivy nabizi zejména

Slechtitelské programy, kdy jsou vyvijeny nové odolnéjsi kmeny péstovanych hub.
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4. Material a metodika

4.1. Material

4.1.1. Priprava zivnych médii:

Slamovy substrat: Do piipravenych Cistych nadob byly umistény granulované
tlakové lisované slamové pelety a ve vahovém poméru 1 : 2,5 zality horkou vodou.
Po zchladnuti byly plnény do polyethylenovych rukavi nebo do uzaviratelnych 40
ml skleni¢ek. Naplnéné rukavy a nadoby se substratem byly po té sterilizovany pfi

teploté 110°C po dobu 25 minut.

MAZ2 2% sladinovy agar: Do sterilizacnich lahvi byl pfipraven roztok ze 400 ml

vody, 8 g sladiny a8 g agaru. Tato vodni suspenze byla pomoci autoklavu
sterilizovana pfi teplot¢ 110 °C po dobu 25 minut. Po zchladnuti byla nalévana do

Petriho misek s primérem 9 cm.

Slamovy agar: 50 g stébel psenice bylo sterilizovano v autoklavu pii teploté 121 °C

po dobu 30 minut, slama byla nasledné prefiltrovana a roztok doplnén vodou do
objemu 1 litru. Do steriliza¢nich lahvi byl ptipraven roztok ze 400 ml slamového
vyluhu a 8g agaru. Opét byla provedena sterilizace v autoklavu po dobu 20 minut pti
teploté 111,5 °C. Po zchladnuti byla smés nalévana do Petriho misek s primérem

9cm.

PDA potatodexterglucose agar: V 1 litru vody bylo uvateno 330 g brambor, nasledné

prefiltrovano a objem roztoku doplnén na 1litr. Do steriliza¢nich lahvi byl pfipraven
roztok ze 400 ml bramborového vyluhu, 6 g agaru a 8 g d-glukozy. Tato vodni
suspenze byla pomoci autoklavu sterilizovana pfi teploté¢ 110 °C, po dobu 25 minut.

Po zchladnuti byla smés nalévana do Petriho misek s primérem 9 cm.

34



Jan Reich Diplomova prace 2015

4.1.2. Pouzité kmeny hub

4.1.2.1. Kmeny Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus CPPF 5001 pochazejici z Ceské republiky, izoloval 1. Jablonsky
jakoPI1 v roce 2009, determinoval 1. Jablonsky v roce 2009, uloZen je ve Sbirce
fytopatogennich hub (CPPF) Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze -
Ruzyni.

Pleurotus ostreatus CPPF 5002 pochazejici z Ceské republiky, izoloval L. Jablonsky
jakoPI2 v roce 2009, determinoval 1. Jablonsky v roce 2009, ulozen je ve Sbirce
fytopatogennich hub (CPPF) Vyzkumného Ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze -
Ruzyni

Pleurotus ostreatus 5017 - hybridni kultivar mad’arského piivodu

Pleurotus ostreatus CPPF 5143 5142 - izolovan z plodnice hlivy z Orlickych hor
(Vychodni Cechy), izoloval J. Reich 2014, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub

(CPPF) Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Pleurotus ostreatus 5080 KRYOS - ptivod kmene firma Sylvan

Pleurotus ostreatus 5081 SPOPO - ptivod kmene firma Sylvan

Pleurotus ostreatus CPPF 5142 - izolovan z plodnice hlivy z Kokotinska (Stfedni
Cechy), izoloval D. Novotny 2013, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF)

Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Pleurotus ostreatus CPPF 5143 - izolovan z plodnice hlivy z Jizni Moravy, izoloval
D. Novotny 2013, ulozen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF) Vyzkumného

ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Pleurotus ostreatus CPPF 5144 - izolovan z plodnice hlivy z Jizni Moravy, izoloval
D. Novotny 2013, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF) Vyzkumného
ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.
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Pleurotus ostreatus CPPF 5146 - izolovan z plodnice hlivy z Hotfovic (Stfedni
Cechy), izoloval D. Novotny 2013, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF)

Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.
4.1.2.2. Kmeny Pleurotus pulmonarius

Pleurotus pulmonarius CPPF 5011 - izolovan z plodnice hlivy z Valticka (Jizni
Morava), izoloval D. Novotny 2011, ulozen je ve Sbirce fytopatogennich hub

(CPPF) Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Pleurotus pulmonarius CPPF 5086 - izolovan z plodnice hlivy z Ceské republiiky,
izoloval I. Jablonsky 2012, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF)

Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Pleurotus pulmonarius CPPF 5116 - izolovan z plodnice hlivy z Ceskych
Budgjovic (Jizni Cechy), izoloval D. Novotny 2013, uloZen je ve Sbirce
fytopatogennich hub (CPPF) Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-
Ruzyni.

Pleurotus pulmonarius CPPF 5127 - izolovan z plodnice hlivy z Hofovic (Stfedni
Cechy), izoloval D. Novotny 2013, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF)

Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Pleurotus pulmonarius CPPF 5128 - izolovan z plodnice hlivy z Kokotinska
(Sttedni Cechy), izoloval D. Novotny 2013, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub

(CPPF) Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Pleurotus pulmonarius CPPF 5129 - izolovan z plodnice hlivy z Jesenného
(Severni Cechy), izoloval D. Novotny 2013, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub

(CPPF) Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

4.1.2.3. Kmeny Trichoderma pleurotum

Trichoderma pleurotum kmen CPPF RR6 byl izolovan z hlivového substratu z

péstirny hlivy z blizkosti Bucovic (jizni Morava), izoloval D. Novotny 2013,
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determinoval D. Novotny VII. 2013, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub

(CPPF) Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni

Trichoderma pleurotum kmen CPPF BS byl izolovan z hlivového substratu z
pestirny hlivy V Biskupicich (jizni Morava), izoloval D. Novotny IX. 2013,
determinoval D. Novotny 1X. 2013, ulozen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF)

Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Trichoderma pleurotum kmen CPPF BLA byl izolovan z hlivového substratu z
péstirny hlivy v Blatnicce (jizni Morava), izoloval D. Novotny IX. 2013,
determinoval D. Novotny IX. 2013, ulozen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF)

Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Trichoderma pleurotum kmen CPPF BR byl izolovan z hlivového substratu z
péstirny hlivy Vv Bravanticich (severni Morava), izoloval D. Novotny 2013,
determinoval D. Novotny 2013, uloZen je ve Sbirce fytopatogennich hub (CPPF)

Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v.v.i. v Praze-Ruzyni.

Trichoderma pleurotum kmen CPPF 432 byl izolovan z hlivového substratu v
péstirné hub ve Vrbné nad Lesy, okres Louny, izoloval D. Novotny jako
Trichoderma Volek VI. 2011, determinoval D. Novotny VI. 2011, uloZen je ve
Sbirce fytopatogennich hub (CPPF) Vyzkumného tustavu rostlinné vyroby v.v.i.

v Praze-Ruzyni.

4.2. Metodika

4.2.1. Vliv Agarovych médii na rist Trichoderma Pleurotum

Hypotéza: Trichoderma pleurotum roste nejlépe na slamovém agaru.

K testovani byla zvolena 3 média, bramborovo-d-glukosovy agar (PDA), sladinovy
agar (MA2), a slamovy agar. Jednotliva media byla umisténa do Petriho misek
spruméru 9 cm. Do stiedu misky byla jednobodovy zpiisobem naockovana
Trichoderma pleurotum, bylo pouzito pét kmenti Trichoderma pleurotum (BLA, BS,

BR, RR6 a 432), pro kazdy kmen Vv péti opakovanich. Kultury byly umistény ve tmé
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pti teploté 25°C. Po tfech dnech bylo provedeno méfeni nartstu jednotlivych kolonii
Trichoderma pleurotum, pro kazdou variantu byla provedena dvé na sebe kolma
méfeni. Vyhodnoceni bylo provedeno po tfech dnech porovnanim pramérné velikosti

kolonii v§ech kment na jednotlivych kultivaénich médiich.
4.2.2. Vliv riiznych svételnych rezimi na rast a vitalitu Trichoderma pleurotum.

Hypotéza: Trichoderma pleurotum roste nejlépe pii rovnomérném stfidani tmy a

denniho svétla.

Bylo zvoleno 8 svételnych rezimu. K rastu Trichoderma pleurotum na (MA2), byla
zvolena teplota 25 °C. Pro kazdy typ svételného rezimu (1. tma (D); 2. tma + UV,
3. tma + um¢lé svétlo (AL), 4. tma + umgélé svétlo + UV, 5. tma + near UV, tma +
near UV + UV, 6. um¢lé svétlo + 7. near UV, 8. um¢lé svétlo + near UV + UV)
Vsechny svételné rezimy se stfidaly v poméru 12/12, UV bylo aplikovano po 24
hodinach na 12 hodin, ale jen 1x za celou dobu inkubace. Bylo provedeno pét
opakovani. Jednobodové naockované vzorky v Petriho miskach byly na 3 dny
umistény do nastavenych termostatd s jednotlivymi svételnymi rezimy k inkubaci. Po
té bylo provedeno méfeni narustu kolonii, pro kazdou variantu byla provedena dvé
na sebe kolmé méteni. Vyhodnoceni bylo provedeno porovnanim priimérné velikosti
kolonii vSech kmenti v jednotlivych svételnych rezimech. K pokusu bylo pouzito pét

kment Trichoderma pleurotum (BLA, BS, BR, RR6 a 432).

4.2.3. Vystaveni Trichoderma pleurotum riznym intenzitam ozonu (40, 60, 90%)

po ruzné dlouhou dobu (5, 10, 20 min.) a nasledné vyhodnoceni vitality mycelia.

Hypotéza: Vyssi koncentrace O3 vyrazné omezuje rist Trichiderma pleurotum.

Pro tento pokus bylo pouzito 5 kment Trichoderma pleurotum (BLA, BS, BR, RR6
a 432), pro kazdou intenzitu ozonu a ¢asovy usek bylo zalozeno pét opakovani, byla
také provedena pozitivni kontrola. Celkem tedy bylo pouzito 50 misek s kazdym
kmenem. Jako kultivaéni médium byl zvolen 2 % sladinovy agar. Po tfech dnech
rustu byly vzorky v riiznych Casovych usecich (5, 10 a 15 min.) vystaveny zvySené
koncentraci ozonu (40%, 60%, a 90%) generované elektronickym ozonizérem Hailea

HLO-820A. Nasledn¢ byly vSechny varianty jednobodové pieockovany opét na
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Petriho misky s MA2 a 3 dny inkubovany. Po té byla provedena kontrola
a vyhodnoceni zivotaschopnosti jednotlivych vzorkli. Hodnoticim kritériem byla
umrtnost preockovanych kolonii houby, které byly izolovany z ozéaifenych kmeni

bezprostfedné po expozici 0zonu.

4.2.4. Vliv expozice Trichoderma pleurotum raznym teplotam (50, 55, 60, 65 °C),

V rizném ¢asovém useku (5, 10, 20 min.) na jeji Zivotaschopnost.

Hypotéza: Trichoderma pleurotum nepiezije, pokud bude vystavena teploté nad
60°C po dobu 5 minut.

Piiprava vodni sporové Suspenze:

Z &erstvych kultur Trichoderma pleurotum, vypéstovanych na 2% sladinovém agaru
byly extrahovany hyfy a spory, a umistény do kadinky s vodou. Mikroskopovanim,
za pomoci Biirkerovy komurky byly zaznamenany primérné pocty spor v suspenzich

z jednotlivych kment. Nasledné byla upravena koncentrace spor ve vSech roztocich

cvwr

Inokulace substratu:

Do uzaviratelnych skleni¢ek o objemu 40 ml bylo umisténo 10 g substratu ze
slamovych pelet a naockovano 2 ml vodni sporové suspenze. Pro kazdou teplotu a
casovy usek bylo pfipraveno pét opakovani. Po 5 dnech byla provedena vizudlni
kontrola nartistu, pro maly nardst Trichoderma pleurotum byla lhiita pro provedeni
pokusu posunuta o tfi dny. Z divodu nedostate¢ného prorustani plisné ve vSech
sklenickach musel byt pocet opakovani nakonec sniZzen na tii (nejvice narostlé

kultury) pro kazdou kombinaci teploty a ¢asu.

Samotna expozice vzorkl pozadovanym teplotdm probihala ve vodni 1azni, aby bylo
dosazeno rychlejsiho prohfati substratu uvnitt lahviéek. Cas expozice byl méfen od
okamziku dosazeni pozadované teploty uvnitt lahvicky, coz bylo zjisténo pomoci
kontrolniho vzorku se zavedenym digitalnim teplomérem. Ihned po zchladnuti
sklenicek byly kmeny Trichoderma pleurotum ockovany na Petriho misky s MA2
a inkubovany. Pro vyhodnoceni pokusu byla sledovdna schopnost pteziti vzorki

po 3 dnech inkubace.
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4.5, Odolnost kmeni Pleurotus ostreatus, Pleurotus Pulmmonarius viaéi kmenim

Trichoderma pleurotum.

Hypotéza: Existuji kmeny Pleurotus ostreatus / Pleurotus Pulmmonarius které jsou

odolné vuci Trichoderma pleurotum.

Tento pokus byl proveden ve dvou variantdch. Prvni varianta byla provedena na
péstebnim substratu ze slamovych pelet, ktery je pouzivan v praxi pfi intenzivnim
péstovani hliv. Ve druhé varianté pokusu pak byly testy provedeny na 2%

sladinovém agaru pouzivaném v laboratornich podminkéch.

4.5.1. Odolnost kment Pleurotus ostreatus a Pleurotus Pulmmonarius proti

kmenim Trichoderma pleurotum na slamovém substratu.

K testovani byly pouzity PE-HD rukavy (obchodni ndzev NILEN) s kalibrovanym

pramérem 10 cm a délkou 50 cm, které byly naplnény slamovym substratem. Konce
rukavii byly uzavieny molitanovymi zatkami, aby byl zajistén ptistup vzduchu a
dostateéna vymeéna plynt. Po sterilizaci pfi teploté¢ 110°C po dobu 25 minut byly
naplnéné rukavy naockovany Pleurotus ostreatus (kmeny 5001) a Trichoderma
pleurotum (kmeny RR6, 432) vzdy piiblizn¢ 5 cm od kraje molitanové zatky. Takto
pfipravené rukavy byly uloZeny do termostati k inkubaci pii tmé a teplot¢ 25°C.
Kontrola byla provadéna vV tydennich intervalech vizudlnim hodnocenim ristu
mycelia jednotlivych hub, ale nartist kolonii byl nedostate¢ny, pomaly a interakce
nebylo mozZné pozorovat. Z tohoto diivodu byly né€kolikrat upraveny podminky pro
rust mycelia. Nejdiive byl pokus opakovan s méné dotaZzenymi konci rukavii pro
vétsi vyménu plyni. Po té byl upraven vahovy podil vody a pelet pii ptiprave
substratu v poméru 1 : 2,5. Nakonec byly misto PE-HD rukévli pouzity sklenéné

nadoby o objemu 1litr.
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4.5.2. Rist kmenu Pleurotus ostreatus a Pleurotus Pulmmonarius proti

Trichoderma pleurotum na 2% sladinovém agaru

Pro tento pokus bylo vyuZito celkem 11 kmend Pleurotus ostreatus, 6 kmenu
Pleurotus pulmonarius a 5 kment Trichoderma pleurotum. VSechny kultury byly pfi
preockovani staré 7-14 dni. Jednotlivé kmeny byly o¢kovany na Petriho misky proti
sobé¢ s vzdy 2 cm od okraje. Kazdy kmen Pleurotus ostreatus nebo Pleurotus
pulmonarius proti kazdému kmeni Trichoderma pleurotum. Pro vSechny varianty
bylo provedeno pét opakovani. Naockované misky byly uloZzeny do termostatti
k inkubaci ve tm¢ pii teploté¢ 25 °C. Také byly pfipraveny pozitivni kontroly od
vSech zucastnénych kmenii hub. Po péti dnech byly zmétfeny velikosti naristu
kolonii Trichoderma pleurotum ve sméru K hlivé i smérem, kde k ovlivnéni druhym
organismem nedochazelo. Pro velky pocet vzorkl byly pokusy s Pleurotus ostreatus
a Pleurotus pulmonarius provedeny oddélené. Vyhodnoceni bylo provedeno
porovnanim zpomaleni rustu jednotlivych kment, Trichoderma pleurotum pfi

ovlivnéni Pleurotus ostreatus nebo Pleurotus pulmonarius
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5. Vysledky

5.1. Vliv Agarovych médii na rast Trichoderma Pleurotum

Zporovnani vysledkii naméfenych hodnot vychdzi jako nejvhodnéj$i kultivaéni
médium 2% sladinovy agar. Vysledné hodnoty U tohoto média ptevySuji ta ostatni
ptiblizn¢ 20%. Primérné hodnoty jednotlivych pouzitych kmenti Trichoderma
pleurotum v zavislosti na pouzitém médiu muzeme zhodnotit v (tab. 1). Nejnizsich
primérnych hodnot dosahoval kmen RR6 na slamovém agaru (36 mm) naopak
nejvyssi primérné hodnoty bylo dosazeno kmenem BR na 2% sladinovém agaru.
Testované varianty pak vykazuji rychlost 43,95 - 62,40 mm za 3 dny pfi teploté
25°C. V dalSich pokusech bude tento agar dale uptfednostiiovan. Absolutni minima a
maxima hodnot ristu ze vSech vzorki na MA2, maji hodnotu 42 - 65 mm. Ve tiech

pripadech se plisen viibec neuchytila, tyto vzorky byly vyfazeny z testovani.

Hypotéza, ze Trichoderma pleurotum roste nejlépe na slamovém agaru, nebyla

potvrzena.

Graf 1 Velikost kolonie Trichoderma pleurotum na riiznych zivnych médiich.
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Tab. 3 Primérna velikost kolonii d (mm) po téech dnech na jednotlivych mediich

BLA BR BS RR6 432 | pramér
MA2 54,70 62,4 43,95 48,11 53,7 52,57
PDA 44,10 49,5 44,7 40,13 43,5 44,39
Slamovy agar 48,1 50,1 42,5 36 40,4 43

5.2. Vliv riaznych svételnych reZimu na rist a vitalitu Trichoderma pleurotum.

Vysledky ukazuji, ze pramérného nejmensiho ptirtistku dosahovaly vSechny kmeny
Vv naprosté tmé (graf 2). Z pokusu vyplyva, ze nejvhodnéjsim svételnym rezimem pro
rast Trichoderma pleurotum je stéidani tmy, near UV a UV, u kterého bylo dosazeno
primérné velikosti kolonii 74,14 mm po tfech dnech pfi teploté¢ 25°C. Kmen CPPF
BR vykazuje vuvedeném rezimu dokonce hodnoty 80,8 mm. Nejmensi kolonie
v tomto rezimu byly vytvoifeny kmenem CPPF BLA a to 65,8 mm. Naopak nejmensi
velikosti kolonii byly vytvofeny v rezimu tmy, VvV pruméru 46,14 mm/3dny/25°C
z ¢ehoz vyplyva, Ze jakakoli testovana svételna varianta je pro rust Trichoderma

pleurotum vhodné;jsi.

Hypotéza, ze Trichoderma pleurotum roste nejlépe pii rovnomérném stiidani tmy a

denniho svétla nebyla pokusem potvrzena.

43



Jan Reich Diplomova prace 2015

Graf 2 Narist kment Trichoderma pleurotum v jednotlivych svételnych rezimech po tfech dnech
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5.3. Vystaveni Trichoderma pleurotum raznym intenzitam ozonu (40, 60, 90%)
po ruzné dlouhou dobu (5, 10, 20 min.) a nasledné vyhodnoceni imrtnosti

mycelia.

Z vysledku vyplynulo, ze intenzita ozonu, ani v jednom z ¢asovych rezimt, neméla

vliv na mortalitu Trichoderma pleurotum. Vsech 225 pfeockovanych vzorku piezilo.

Hypotéza, ze vyssi koncentrace O3z vyrazné omezuje vyvoj Trichiderma pleurotum

potvrzena nebyla.

5.4. Vliv expozice Trichoderma pleurotum raznym teplotam (50, 55, 60, 65 °C),

V rizném ¢asovém useku (5, 10, 20 min.) na jeji piezivani.

Vysledky ukazuji, Ze teplotu 65°C neptezije zadny z testovanych vzorkd jiz pfii
expozici po dobu 5 minut. Pfi snizeni teploty o 5 °C, je mozné pozorovat odolné
kmeny BR, 432 a BS, které pfi ptsobeni teploty 60 °C po dobu 5 minut ptezivaji
100%, kmen BR pieziva ¢asteéné i po dobu 10 min. Dvacetiminutova expozice méla
vSak na vSechny vzorky likvida¢ni vliv (Tab 5). Velké rozdily jsou mezi kmeny ve
vSech tfech teplotnich stupnich. Zatimco kmeny 432 a BR 100% piezivaji teplotu
55°C po vSechny testované ¢asové useky. Nejcitlivéjsi kmen RR6 vykazuje 100%
mortalitu pti dvacetiminutové expozici teploté 50 °C, kratsi pusobeni této teploty jiz
nemd vliv na zadny zuvedenych kmenii. Jednotlivé kmeny vykazuji vysokou

variabilitu odolnosti na ptsobeni testovanych teplot.

45



Jan Reich Diplomova prace 2015

Graf 4 Vliv expozice Trichoderma pleurotum riznym teplotam (50, 55, 60, 65 °C), v rizném
¢asovém useku (5, 10, 20 min.) na jeji prezivani
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Tab. 4 Vliv ptisobeni teplot (50, 55, 60, 65 °C) na Trichoderma pleurotum v rizném ¢asovém useku
(5, 10, 20 min.) na jeji pFezivani (primér vSech kment)

pramér 5min 10min 20min

tl1-50°C 100% 100% 53,30%
t2 - 55°C 87,00% 67,00% 47,00%
t3-60°C 60,00% 13,20% 0,00%
t4 - 65°C 0,00% 0,00% 0,00%

Tab. 5 Vliv jednotlivych kmentd Trichoderma pleurotum pfi expozici 60°C Vv rizném ¢asovém Gseku
na jeji prezivani

60°C BS BR BLA RR6 432 | primér

5min 100,00% 100,00% 0,00% 0,00% 100,00% 60,00%
10min 0,00% 66,00% 0,00% 0,00% 0,00% 13,20%
20min 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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5.5.1. Odolnost kment Pleurotus ostreatus a Pleurotus Pulmmonarius proti

kmentim Trichoderma pleurotum na slamovém substratu.

Vysledky nebylo mozné hodnotit, mycelia substratem neprorustala dostatecné,
pifipadné se vibec neuchytila. I pies zalozeni 4 rtiznych variant pokusu byl vysledek

totozny. Dlivod se nepodaftilo objasnit.

Hypotéza, Ze existuje kmen Pleurotus ostreatus / Pleurotus Pulmmonarius , ktery je

odolny vuci Trichoderma pleurotum, nebyla ovéfena.

5.5.2. Odolnost kmenu Pleurotus ostreatus a Pleurotus Pulmmonarius proti

kmenim Trichoderma pleurotum na MA2.

Vysledky ukazuji na rozdily v rezistenci jednotlivych kment Pleurotus ostreatus
(Graf 5) a Pleurotus pulmonarius (Graf 6) proti Trichoderma pleurotum. Nejvyssi
hodnoty rezistence vykazuji komeréné vyuzivané kmeny hliv, bezmala 18 %
zpomaleni ristu plisn€. U divokych kment jsou rozdily. Kmeny CPPF 5144, CPPF
5145, CPPF 5146 vykazuji hodnoty okolo 15 %. Ostatni testované kmeny

nepiekrocily hranici 10%.

Graf 5 Omezeni rastu Trichoderma pleurotum podle zvoleného kmene Pleurotus ostreotus
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Graf 5 Omezeni rtistu Trichoderma pleurotum podle zvoleného kmene Pleurotus pulmonarius
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Porovnani kment Pleurotus pulmonarius je zobrazeno v grafu 6. Vysledky ukazuji
nejvyssi hodnoty zpomaleni rustu Trichoderma pleurotum u kmenu CPPF 5011,
které dosahuje hodnoty 25 %. Nejnizsi odolnost projevuje kmen CPPF 5129 se 14 %.

Hypotéza, ze existuje kmen Pleurotus ostreatus, ktery je odolny vuci Trichoderma

pleurotum, byla potvrzena.
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6. Diskuze

Vliv Agarovych médii na rast Trichoderma Pleurotum

Vysledky testovani ukazuji rozdily Vv rychlosti rastu Trichoderma pleurotum
Vv zavislosti na zvoleném médiu i kmenu. Nejlepsich hodnot ristu dosahovala vétSina
kmeni na MA2 pii pramérné velikosti kolonie 52,5 mm po tfech dnech pii teploté
25°C. Nejvyssi hodnoty na tomto médiu dosahl kmen BR 62,4 mm a nejniz§i kmen
BS 43,95 mm. Velikost kolonii na dalSich testovanych kultivaénich médiich byla
vyrovnanéj$i. Na PDA dosahovala v priméru 44,4 mm a na slamovém agaru 43mm.
I zde byl kmen BR nejrychleji rostoucim, na PDA 49,5 mm a na slamovém agaru
dosahl kmen RR6, a to 40,13 mm (PDA) a 36mm (slamovy agar). Hypotéza, ze
nejvhodnéj$im péstebnim médiem pro rust Trichoderma pleurotum je slamovy agar
byla pokusem vyvracena. SIWULSKY (2011) uvadi velikost kolonii Trichoderma
pelurotum Vv rozmezi 68-73 mm a Trichoderma pleuroticola 79-87 mm pii ristu na
PDA ve tmé pii 25°C po dobu péti dnti. PARK (2006) udava velikost nartstu kolonie
Trichoderma pleurotum 52-60 mm a Trichoderma pluroticola dokonce 60-65 mm

inkubovanych ve tmé& na PDA za tfi dny pfi teploté 25°C.

M¢ vysledky tak vysoky rist Trichoderma pleurotum na PDA nevykazuji.
Nejvyssiho ristu na PDA dosdhl kmen BR s 49,5 mmm. Pfes hranici 52 mm se
dostaly pouze 3 kmeny (BR, 432, BLA) a to jen na MA2. Vysledky potvrzuje pouze
kmen BR s velikosti kolonie 62,4 mm, ale jen pii péstovani na MA2. Z mé prace
vyplynulo, ze MA2 je nejvhodné&jsim médiem pro kultivaci Trichoderma pleurotum,

velikost kolonii pfevySuje ostatni testované vzorky piiblizn¢ o 20 %.

Vliv raznych svételnych reZimi na rust a vitalitu Trichoderma pleurotum.

Vysledky ukazuji vysoké rozdily v rastu kolonii mezi jednotlivymi kmeny

Trichoderma pleurotum. Nejmensich rozmérti kolonii dosahovaly kmeny ve
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svételném rezimu tma, v priméru 46,14 mm. Kmen BS dorostl za tfi dny 26,5 mm.
Kmen 432 za stejnych podminek dosahl velikosti kolonie 64,3 mm. Druhym
nejslabsSim rezimem bylo stiidani tmy a svétla, s primérnym naristem kolonii
60,02 mm. Nejmensi narust v tomto rezimu dosahoval kmen BR, jen 42,6 mm. kmen
432 pak 73,3 mm. Nejvhodnéjsim svételnym rezimem bylo stfidani Tmy, near UV a
UV kdy kolonie dosahly pramérné velikosti 74,14 mm. V tomoto piipad¢ nejmesi
velikosti dorostl kmen BR 65,8 mm a nejvétSich rozméra kmen BLA s 80,8 mm.
Hypotéza, ze Trichoderma pleurotum roste nejlépe pfi rovhomérném stiidani tmy a
denniho svétla nebyla potvrzena. Jak uvadi JABLONSKY (2006) béhem kolonizace
substratu hliva osvétleni nepotiebuje, béhem nasazovani plodnic je urcitd mira

osvétleni nutnd, piiblizné 100 — 400 luxi po dobu 12 hodin za den.

Z vysledku vyplyva, Ze udrzovat tmu v péstirnach do doby iniciace tvorby plodnic je
vyhodné nejenom z ekonomického hlediska, ale také je zpomalen vyvoj Trichoderma

pleurotum pfi napadeni péstebniho substratu Pleurotus ostreatus.

Vystaveni Trichoderma pleurotum riznym intenzitam ozonu (40, 60, 90%) po
riuzné dlouhou dobu (5, 10, 20 min.) a nasledné vyhodnoceni imrtnosti mycelia.

Z4dna z intenzit ozonu, ani v jednom z ¢asovych rezimii neméla Zadny vliv na
vitalitu Trichodermy pleurotum. Testovana hypotéza, Ze Vvys§i koncentrace O3
vyrazn¢ omezuje rust Trichiderma pleurotum byla vyvracena. Jak udava
(ANONYMOUS) 0z6n je pfi sterilizaci a dezinfekci vice nez 3000-krat rychlejsi nez
chlor, 25-krat efektivnéjsi nez kyselina chloritd (NOCL), 2500-krat nez chlornan
¢i bakterie odolavajici ozonu. Pti dezinfekci ozonem dochazi k prasknutim bunécné
stény. TULASENDRAPURAM (2005) pii testovani vlivu piasobeni ozonu vuci
Trichoderma hartzianum, ovéfuje Uc¢innost dvou intenzit ozonu 5000mul/l a
10000 mul/L. Pti ptisobeni ozonu 8 hodin vykazovaly ob¢ varianty redukci a to 3,64
a 5,78 log 10 CFU/qg.

Ptedlozené vysledky nepotvrzuji uvedené informace. Pfi pokusu nebyly métfeny
koncentrace ozonu. I pro vedouciho oddéleni mikrobiologie byl vysledek
pfekvapenim. Existuje divod pro opakovani pokusu S pfesnym meéfenim intenzity

ozonu a piipadné delsi doby expozice.
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Vliv expozice Trichoderma pleurotum riznym teplotam (50, 55, 60, 65 °C),
V rizném ¢asovém useku (5, 10, 20 min.) na jeji prezivani.

Pfi testovani oSetfeni T. pleurotum teplotou byly zjistény rozdily mezi kmeny. Pfi
oSetfeni 55°C nepftezil kmen BLA jiz po 10 minutach a kmen BS po 20 minutach.
Ostatni kmeny teplotu 55 °C prezily. Kmen RR6 BLA nepftezil pti 60 °C jiz po 5
minutach, kmeny 432, BS po 10 minutach. Nejodolnéjsi kmen BR neptezil tuto
teplotu az po dob& 20 minut. Zadny z kmeni neptezije teplotu 65 °C.

Hypotéza, ze Trichoderma pleurotum nepiezije, pokud bude vystavena teploté
nad 60°C po dobu 5 minut byla vyvracena. JABLONSKY A SASEK (2006) uvadi riizné
zpusoby tepelného oSetfeni piipravovaného substratu. Sterilizace, kdy je pouzivana
teplota 110 - 115 °C po dobu 2 hodin, semisterilizace, ktera probiha pfi teplotach 80 -
100 °C po dobu 2 hodin a pasterizace pii 60 - 70 °C po dobu 24 - 48 hodin. V praxi
jsou vyuzivany i dal$i dvé metody - ,,rychla pasterizace® zahtati na 58 - 60 °C po
dobu 18 - 21 hodin a kombinace pasterizace s kondicionaci, kdy je substrat vystaven
60 °C po dobu 8 - 10 hodin. Dale je uvedeno, Ze pfi teploté nad 63 °C dochazi
k nezadouci karamelizaci. ZADROBILOVA (2012) uvadi, ze kmen 432 piezil teplotu
65°C po dobu 5 min. To je vrozporu s predlozenymi vysledky, kde tuto teplotu
nepiezil Zadny z péti testovanych kment. Z vysledkid pokusu vyplyva, ze K oSetieni
substratu vuci Trichoderma pleurotum staci teplota 65 °C po dobu 5 minut nebo

teplota 60°C po dobu 20 minut v celé vrstvé substratu.

Odolnost kment Pleurotus ostreatus a Pleurotus Pulmmonarius proti kmenim
Trichoderma pleurotum

Z ptedlozenych vysledkt vyplyva, Ze v odolnosti jednotlivych kmend Pleurotus
ostreatus a Pleurotus pulmonarius proti Trichoderma pleurotum jsou rozdily.
Nejlepsich vysledku bylo dosazeno s komeréné vyuzivanymi kmeny 5080 a 5081,
které dosahly 17,62 % a 17,82 % zpomaleni rustu Trichoderma pleurotum. Nejhtife
hodnocené kmeny Pleurotus ostreatus nedosahovaly zpomaleni rustu Trichoderma
pleurotum ani 10%. Kmen 5142 dosahl hodnot zpomaleni 6,84%, kmen 5141 7%
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kmen 5002 7,16% kmen 5143 8,51% a kmen 5001 9,2 %. I mezi pfirodnimi kmeny
byly odolnéjsi vyjimky, a to kmen 5144 s 8,51%, kmen 5145 s 15,5 % a kmen 5146
s 14,8 %. Hypotéza, Ze existuje kmen Pleurotus ostreatus, ktery je odolnéjsi viaci
Trichoderma pleurotum, byla potvrzena. Z prace ZADROBILOVE (2012), ktera
provedla pokusy na substratu ze slaménych pelet porovnanim interakci pfii
naockovani obou organismi Vrizném casovém sledu, vyplyva, Ze jednotlivé
varianty mély odlisné vysledky. V nékolika ptipadech se organismy vzijemné
prorustaly, pti zpozdéném ockovani Trichoderma pleurotum o 14 dni byla vymezena
jasna hranice mezi organismy hranici. Pfi zpozdéném ockovani Pleurotus ostreatus
nabira Trichderma pleurotum naskok a prerusta Pleurotus ostreatus, piesto
mycelium ataku odolalo. V jedné zvariant uvadi vymezeni jasné hranice mezi
organismy. Ani jedna z hub tuto hranici nepiekonala i pies silny rist. Jak uvadi
KOMON-ZELAZOWSKA ET AL. (2007), ktera studovala tuto problematiku in vitro,
Trichoderma. pleurotum  zpusobovala silnou antagonistickou odpoved k P.

ostreatus. Konfronta¢ni zony mezi obéma druhy byly jasné vymezené.

Vyhodnoceni piedloZzeného pokusu probihalo odli$né, nez u piedeslych praci. Bylo
zam&feno na porovnani rastu Trichoderma pleurotum pii kontaktu s Pleurotus
ostreatus a Pleurotus pulmonarius a bez n&j. Zpokusu vyplyva, ze testované
komeréni kmeny hliv maji velmi dobrou rezistenci vaéi Trichoderma pleurotum.

Existuji také divoké kmeny s dobrou odolnosti.
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1. Z.aveér

Tato prace se zabyvala vlivem podminek na rust Trichoderma pleurotum
a testovala odolnost riznych kmenti hliv pfi napadeni substratu timto kompeticnim

organismem.

V prvnim pokusu bylo zjisténo, Ze vhodnym kultivatnim médiem pro rast
Trichoderma pleurotum je 2 % sladinovy agar. Ostatni testovana média, bramborovo
d-glukosovy agar a slamovy agar vykazovala o 20% nizs§i hodnoty velikosti kolonii.
Také jednotlivé kmeny Trichoderma pleurotum prokazaly zna¢nou variabilitu

V rustu, ktery se lisil v rdmci jednoho kultivacniho média az o 14 mm b&hem tfi dnti.

V druhém pokusu bylo zjisténo, ze idedlni svételné podminky pro rlst
Trichoderma pleurotum pfedstavuje kombinace tmy, Near UV a UV. Naopak
nejhife se vyviji ve tmé. Rust mycelia Pleurotus ostreatus nevyzaduje osvétleni.
Z pokusu vyplyva, ze jakakoli kombinace svétla je pro rast Trichodermy pleurotum
lep$i nez inkubace ve tmé. Ztohoto divodu je vhodné i ekonomicky vyhodné

péstovat hlivu ustficnou bez osvétleni az do faze iniciace tvorby plodnic.

Ve tfetim pokusu byla prokazana netGéinnost ozonu na piezivani Trichoderma
pleurotum i pii expozici 20 minut. Tento vysledek je v rozporu s literaturou. Pro
potvrzeni nebo vyvraceni vysledkti doporucuji provést dalsi méteni. S ohledem na
péstovani hlivy se jedna o zajimavou moznost sterilizace substratu, ktera by méla byt

dale prozkoumana.

Ctvrty pokus byl zaméfen na testovani letalni teploty Trichoderma pleurotum.
Z pokusu vyplynulo, Ze minimalni teplota pro oSetfeni substratu je 65 °C aplikovana
po dobu 5 minut nebo teplota 60°C aplikovana po dobu 20 minut vzdy aplikovana
Vv celém objemu substratu. Soucastna praxe vyuziva nékolik metod tepelného
oSetfeni. Pfi metodach pasterizace a kombinace pasterizace s kondicionaci jsou
vyuzivany maximalni teploty 58- 60°C. Tyto metody a piedstavuji finan¢ni usporu

za tepelnou energii, a také predchazi nezddouci karamelizaci substratu.
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V patém pokusu byla testovana odolnost kmenti hlivy ustficné a hlivy plicni proti
Trichoderma pleurotum. Pii testech na péstebnim substratu nebyly ucinény
relevantni zavéry. Pii testovani na zivnych médiich byla prokazana existence

odoln¢jsich kment hliv. Komer¢ni kmeny vykazovaly nejvys$si miru rezistence.

Cil préace provést vytyCené pokusy byl naplnén.
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useku na jeji prezivani.
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Obr 2 Plodnice penizovky sametonohé. Anonymus, dostupné:
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Obr. 3 Mladé plodnice Ganoderma lucidum (NovoTNY2014)
Obr 4 Leklokorka leskla v ptirodé. Anonymus, dostupné:
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Obr 5 Hericium erinaceus. Anonymus, dostupné:
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Obr. 10 Pohled do péstirny hlivy (NOVOTNY)
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