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1. Uvod

Rychle rostouci celosvétova populace a expanze zemédélského sektoru
a potravinarského primyslu maji za nasledek kazdoro¢ni produkci velkého mnozstvi
zemédeélského odpadu. Jednou z moznosti jak tento odpad vyuzit je k péstovani hub.
Houby jsou cenény pro své ekonomické a ekologické vlastnosti a jsou zdrojem
bohatym na ziviny, jako jsou bilkoviny, mineraly a vitaminy B, C a D. V posledni dobé
se houby tési zajmu také z hlediska vyzkumu obsazenych bioaktivnich latek, které
zahrnuji terpeny, steroidy a napfiklad polysacharidy (Bellettini et al. 2019).

Je znamo pres 300 druhl jedlych hub, nicméné pouze okolo 30 druhu je
péstovano komeréné. Jednémi z téchto druhl jsou Pleurotus ostreatus (hliva Ustfiéna)
a Hericium erinaceus (koralovec jezaty). Tyto houby jsou péstovany nejen za ucelem
sklizné plodnic, ale také z divodu produkce ligninolytickych a hydrolytickych enzymd,
které mohou byt dale vyuzity v biotechnologiich. Tyto enzymy se vyuzivaji
papirnickém, textilnim a potravinarském primyslu a také napfiklad k bioremediacim
(Sanchez 2010).

Jednim z dllezitych parametrd pro spravnou kultivaci hub je obsah vody
v substratu, ktery ovliviuje rust mycelia, vyvoj plodnic a minimalizuje vyskyt
kontaminace substratu. Nastaveni optimalnich vihkostnich podminek pro kultivaci
vede k maximalnimu vynosu plodnic &i vys$si enzymatické aktivité mycelia v substratu,

ktery mUze byt dale vyuzit.



2. Literarni prehled
2.1.Rod Pleurotus spp.

2.1.1. Zarazeni do systému

Rige: Fungi (Houby)

Oddéleni: Basidiomycota (Houby stopkovytrusne)
Podkmen: Agaricomycotina

Tfida: Agaricomycetes

Podtrida: Agaricomycetidae (Houby rouskate)
Rad: Agaricales (Pe&arkotvaré)

Celed: Pleurotaceae (Lupenotvaré)

Rod: Pleurotus (Hliva)
(https://www.Mykobank.org)

Obrazek 1: plodnice Pleurotus ostreatus


http://www.Mykobank.org

2.1.2. Pleurotus ostreatus — hliva ustri¢na

Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) P. Kumm. patfi mezi gymnokarpni druhy
kloboukatych hub. Lamely nejsou v pribéhu vyvoje plodnic kryty obalem a spory jsou
pfi zrani lamel postupné uvolhovany. Vyjimku tvofi Pleurotus calyptratus (Lindbl. in Fr.)
Sacc. (hliva Cepicatd), ktera ma v mladi lupeny ¢asteCné prekryté obalem (Bresinsky
et al. 1987). P. ostreatus tvofi klobouky o velikosti 5 — 15 cm. Povrch klobouku je
hladky, lysy a leskly. Barva klobouku je ocelové $eda nebo modroseda, mize byt ale
také olivova nebo nahnédla. Lupeny maji bélavou nebo krémovou barvu, jsou sbihavé,
husté a mnohé jsou navzajem srostlé. Vytrusy maji elipsoidni tvar a jsou
8 — 12 x 3 — 4 um velké. Tren houby ma valcovity tvar bélavé barvy, pficemz baze je
Casto plstnata. Trer je obvykle asymetricky prirostly ke klobouku a dosahuje velkosti
6 — 12 cm délky a tloustky 1 — 3 cm (Deepalakshmi & Mirunalini 2014).

Druhy rodu Pleurotus patfi celosvétové mezi nejvyznamnéjsi komeréné
péstované druhy hub. Pres jejich ekonomicky vyznam je taxonomicka identita izolat
bézné péstovanych v severnim mirném pasmu (Asie, Evropa a Severni Amerika)
nejasna. Zatimco P. eryngii (DC.) Quél. a P. pulmonarius (Fr.) Quél. jsou dobrie
zaménovano s P. florida (nom. inval.) nebo P. cornucopiae (Paulet) Rolland (Gonzalez
& Labarere 2000). Tradi¢ni identifikace péstovanych monomitickych Pleurotus spp.
vychazejici z morfologie plodnic a rozmérl bazidiospor je nékdy nedostate¢na (Alam
et al. 2010; Li et al. 2017; Vilgalys et al. 1993), protoze vlastnosti plodnic se mohou
u rtznych druht prekryvat a mohou byt také ovlivnény podminkami prostfedi (Zervakis
et al. 2014). Morfologickd podobnost geneticky vzdalenych druhl muze byt navic
zpUsobena jejich konvergentnim vyvojem za stejnych nebo velmi podobnych
podminek prostiedi (Petersen & Hughes 1999). Historicky byl €asto pouzivan
metodicky pristup zalozeny na testech intersterility s pouzitim monokaryotickych
izolatl (Bao et al. 2005; Hilber & Hilber 1982; Vilgalys et al. 1993). Tato metoda byla
zalozena na teorii, ze pouze konspecifické monokaryony mohou produkovat dikaryony,
avSak tento koncept nezvazuje moznost tvorby dikaryont odliSnymi alopatrickymi
druhy (Schardl & Craven 2003; Taylor et al. 2000). Bylo publikovano nékolik zaznam
o tvorbé dikaryont mezi dvéma odli$nymi alopatrickymi druhy u basidiomycet. Takové
chovani umoznuji nedostate¢né vyvinuté genetické bariéry mezi alopatrickymi druhy

— druhy oddélenymi predevSim geografickymi bariérami. Novéjsi vysledky tedy



odhalily, ze tento koncept neni zcela v souladu s daty DNA sekvenace (Depotter et al.
2016; Petersen & Hughes 1999; Steenkamp et al. 2018). Hilber & Hilber (1982) navrhli
komplexni systematickou revizi rodu Pleurotus. Ve stfedni Evropé byly popsany Ctyfi
druhy podrodu Pleurotus (dalSi dva podrody, Coremiopleurotus a Lentodiopsis):
P. cornucopiae, P. eryngii, P. ostreatus a P. pulmonarius; P. columbinus Quél. byl
povazovan za kmen P. ostreatus. Podobné zavery ucinili Vilgalys et al. (1993). Autofi
popsali novy druh P. populinus O. Hilber & O. K. Miller, ktery se morfologicky podoba
P. ostreatus, ale je sexualné nekompatibilni s P. ostreatus nebo P. pulmonarius
(Vilgalys et al. 1993). Dale bylo rozliSeno pét intersterilnich skupin a dalSich sedm
vzajemné intersterilnich druhu. Jejich diferenciace je v hrubé shodé s predchozi, ale
izolaty s pochybnym nazvem P. florida, ktery je obvykle povazovan za synonymum
P. ostreatus, byly pfifazeny ke komplexu P. pulmonarius (Bao et al. 2004; Bao et al.
2005). Molekularné fylogenetické studie ukazuji, ze vyuziti oblasti ITS (Internal
transcribed spacer) genomické DNA je velmi uziteCné pfi zjiStovani fylogenetickych
vztahl na nizsich taxonomickych urovnich. Oblast ITS rDNA je povazovana za velmi
variabilni, a to jak v ramci druhd, tak i mezi kmeny (Alam et al. 2010). Shnyreva &
Shnyreva (2015) také odhalili znanou variabilitu oblasti ITS P. ostreatus. Byly zjistény
dvé skupiny oddélenych divokych a kultivovanych izolatd. Kultivované izolaty byly
geneticky variabilnéjSi ve srovnani s divokymi typy. Oba typy byly geneticky
kompatibilni. Obc¢as je pouzivano jméno P. floridanus Singer (Singer 1948), jeho
identita je v8ak nejasna. Jména P. florida Eger, P. ostreatus f. florida a P. ostreatus
var. floridanus byly odmitnuty Hilberem (Hilber & Hilber 1997; Hilber & Hilber 1982)
jako chybna jména (,nomen nudum®) a synonymizovany s P. ostreatus. V kazdém
pfipadé se nazev P. florida nebo P. floridanus stale pouziva v péstovani a obchodovani
s houbami a také se pravidelné objevuje ve vyzkumnych pracich. Morfologie plodnic
,P. florida“ ma byt jasnéjsi nez je tomu u Sedavé P. ostreatus a byla zaznamenana
odlisSna reakce na teploty pro zakladani primordii. 1zolaty ,P. florida“ jsou schopny
tvorby plodnic pfi vysSich teplotach (22 °C) nez P. ostreatus (11 °C), a jsou proto
vhodnéjsi pro kultivaci v teplejSich obdobich roku, navic je uvadéno, ze jsou
kompatibilni s P. ostreatus (Vilgalys et al. 1993). Slechténi hlivy ustfiéné ma dlouhou
tradici, kdy jsou ziskavany izolaty se zlepSenymi vilastnostmi, jako jsou lepsi kvalita
plodnic, rychlejsi rUst pfi uréité teploté. Jednim z klicovych cill hybridizaéniho
programu byl vyvoj bezsporych izolatd za ucelem zleps$eni pracovniho prostredi

v péstirnach (Baars et al. 2000).



Houby jsou cenénym zdrojem pro své nutricni hodnoty. Plodnice obsahuji 70 -
95 % vody, v zavislosti na dobé sklizné a podminkach prostfedi a 10 — 13 % susiny.
Mnozstvi makronutrientd v susiné hub je pfiblizné 15 — 28 % bilkovin, 61 — 84 %
sacharidl a 3 — 33 % vlakniny. Obsah bilkovin je ve srovnani se zeleninou vyssi, ale
hodnot masa a mléénych vyrobkl nedosahuje. Druhy rodu Pleurotus spp. jsou
bohatym zdrojem nejen bilkovin, ale také mineralll (Na, Ca, P, Fe a K) a vitaminu
(vitamin C a vitamin skupiny B). Mnozstvi bilkovin zavisi na genetické charakteristice
druhu, velikosti plodnice a fyzikalnim a chemickém slozeni kultivaéniho média.
Plodnice rodu Pleurotus spp. jsou povazovany za dobry zdroj sacharidu a také
vlakniny. Sacharidy, obsazené v houbach zahrnuji predevsim polysacharidy (chitin,
glukany a jiné hemicelulézy) a glykoproteiny. Obsah tukd v plodnicich je maly, ale
nékteré druhy jsou zdrojem vSech esencialnich mastnych kyselin. Nicméné houby
nejsou povazovany za vyznamny zdroj esencialnich mastnych kyselin. DalSimi tuky,
které jsou v houbach pfitomny, jsou mo-, di- a triglyceridy, steroly, estery steroll
a fosfolipidy. Zastupci rodu Pleurotus spp. maji zvlasté vysoky obsah nékterych
mikronutrientl, napfiklad vitaminu Bg (kyselina listova), ktery si lidské télo neni
schopno samo vytvofit, ale musi byt pfijiman z potravy (Khan & Tania 2012; Raman et
al. 2021). Dal$im dulezitym mikronutrientem, ktery ve vyskytuje v houbach je
provitamin D2 (ergosterol). Ergosterol je hlavnim sterolem a prekurzorem vitaminu D2
(ergokalciferol) v houbach. Preménuje se prostiednictvim absorpce energie
ultrafialového zareni B (UVB) pfi vinovych délkach 290 — 320 nm. Tvorba
ergokalciferolu zacina bezprostfedné po vystaveni UVB zareni. Kromé vinové délky
UV zareni mlze byt U€innost syntézy vitaminu D2 ovlivnéna dalSimi parametry
prostiedi, jako je teplota prostiedi, doba expozice a intenzita zafeni (Chen et al. 2015;
Keflie et al. 2019).
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2.1.3. Faktory ovliviiujici vyvoj Pleurotus spp.

Pro péstovani se pouziva velké spektrum druhl Pleurotus spp., teplomilné,
chladnomilné i tropické druhy. NejCastéji péstovanym druhem je Pleurotus ostreatus,
ktera je chladnomilna, dale jeji kultivar Florida a vzajemni kfizenci. Kromé P. ostreatus
jsou dale péstovany druhy Pleurotus pulmonarius, Pleurotus eryngii, Pleurotus sajor-
caju, Pleurotus sapidus, Pleurotus cystidiosus, Pleurotus citrinopieatus, a Pleurotus
djamor (Knop et al. 2015; Sanchez 2010).

V pfirodé Ize P. ostreatus nejCastéji nalézt rostouci na odumrelém dievé. Tento
druh patfi mezi houby bilé hniloby, které se podileji na rozkladu ligninu ve dreve.
Meziprodukty tohoto rozkladu jsou voda, oxid uhli€ity, enzymy, uhlovodiky a dalsi latky

slouzici jako vyziva dal§im organismim (Sanchez 2010).

Teplota

Optimalni teplota pro kliceni spor a rust mycelia P. ostreatus je 28 - 30 °C. P¥i teploté
okolo 20 °C dochazi ke zpomaleni rustu mycelia a muze dojit k znevyhodnéni oproti
ostatnim mikroorganismum. Pokud teplota klesne pod 5 °C, rlst mycelia je zastaven,
avSak mycelium neni poskozeno, ani pokud teplota klesne bod mrazu. Kolonizovany
substrat je mozné vystavit teplotdm pod 0 °C a pfi nasledném zvyseni teploty se rust
mycelia obnovi a dojde k fruktifikaci. Problémem pfi péstovani v letnim obdobi je
prehfivani substratu. Toto pfehfivani zplsobuje zvysena aktivita mycelia. Mycelium
odumira, pokud je vystaveno teplotam vy$Sim nez 32 — 35 °C, pfi€emz vyraznou roli
hraje také vihkost substratu (Hoa & Wang 2015; Jablonsky et al. 2019; Zervakis et al.
2001). Zharare et al. (2010) v experimentu zjiStovali vliv teploty na rist mycelia
rlznych druhG rodu Pleurotus (P. ostreatus, P. sajor-caju, P. cornicopae var
citrinopiliae, P. salmoneo stramineus, P. eryngii). Nejvétsi rist mycelia u vétsiny druhu
byl zaznamenan pfi teploté 25 — 30 °C. P¥i teploté 35 °C doslo k rapidnimu omezeni
ristu mycelia, s vyjimkou P. sajor-caju.

Zastupci rodu Pleurotus maiji v prabéhu fruktifikace rlzna teplotni maxima.
Pokud je toto maximum prekroCeno, nasazovani primordii je znemoznéno. Teplotni
optimum je také uréeno vybranym kmenem, ktery je pouzit pro péstovani. Optimalni
teplota P. ostreatus pro nasazeni primordii je 8 — 12 °C a zastavuje se pfi teplotach
nad 15 °C. V pfipadé P. ostreatus je mozné dosahnout nasazeni primordii i pfi

teplotach nad 15 °C za podminky, ze je kultura vystavena tzv. chladovému Soku, kdy

11



je substrat po dobu nékolika dnli v teploté 5 °C (Stamets 2011). Optimalni teplota pro
fruktifikaci P. pulmonarius je 20 — 25 °C. Takeé izolaty P. florida jsou schopny plodit pri
vysSich teplotach (22 °C) a jsou proto vhodngjsi k péstovani v teplejSich ¢astech roku.

P. djamor ma teplotni optimum jesté vyssi, a to 24 — 30 °C (Vilgalys et al. 1993).

pH

Mycelium P. ostreatus ma pro rst optimalni hodnotu pH v rozmezi 5,5 — 6,5. P. eryngii
ma toto optimum lehce nizsi, a to 5 — 6. Pokud je hodnota pH mimo toto optimum, je
rst mycelia zpomalen (Bellettini et al. 2019). Ibekwe et al. (2008) testovali hodnoty pH
(5 —9) a jejich vliv na narlst biomasy P. ostreatus a dosli k zavéru, Ze nejvhodnéjsi
pro jeho rast je hodnota pH 6,5. Hodnota pH v pribéhu kultivace klesa, a to az na
hodnotu 4,0, pficemz hodnota pH v povrchové vrstvé substratu byva nizSi nez ve
vnitfnich vrstvach. Pro upravu pH v substratu je vhodné pouziti pfidavku vapence
(Bellettini et al. 2019; Jablonsky & Sasek 2006).

Svétlo

V pribéhu kultivace P. ostreatus je potfeba rdzna intenzita osvétleni. Ve fazi
kolonizace substratu neni osvétleni potfeba. Ve fazi nasazovani primordii je nutné
osveétleni 100 — 400 lux po dobu alespon 12 hodin za den. Osvétleni by mélo byt
umisténo nejméné 90 — 100 cm nad posledni vrstvou substratu. Intenzita osvétleni by
se méla zvysovat s teplotou v péstirné. Spravny vyvoj plodnic je ovlivnén také vinovou
délkou pouzitého osvétleni. Jako optimalni se doporucuje osvétleni v modré casti
spektra (430 — 500 nm). Pokud je osvétleni v pribéhu fruktifikace nedostate¢né,
dochazi k vyskytu protahlych tfent a zakrnélych kloboukl. V pfipadé absence
osvétleni se u plodnic nevyviji klobouk, ale pouze tfen a plodnice pfipominaji tvar
koralu (Marino et al. 2003; Okwujiako 2001).

Voda

Vihkost substratu je dulezitym parametrem pfi kultivaci P. ostreatus. Tento faktor
ovliviuje rychlost kolonizace substratu a také vynos. Vysoky obsah vody v substratu
ztéZuje respiraci mycelia a znemozriuje spravny vyvoj plodnic a muze vést k rozvoiji
nezadoucich organismU. Zvysujici se obsah vody v substratu snizuje poérovitost
substratu, a tim se omezuje pfenos kysliku. To vede k omezeni rdstu mycelia v ramci

celého substratu a mycelium kolonizuje substrat pouze na povrchu (Bellettini et al.
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2019). Miles & Chang (2004) uvadéji optimaini vlhkost pro kultivaci P. ostreatus mezi
50 — 75 %. Wang et al. (2002) testovali Siroké spektrum vihkosti substratu (45 — 75 %)
a jejich vliv na rlist mycelia a biologickou efektivitu. Biologicka efektivita je parametr,
ktery vyjadfuje vynos cCerstvych plodnic na 100 g suché hmoty substratu. Tento
parametr byva pouzivan k zjisténi kvality organického materialu pouzitého jako
substrat pro kultivaci. Bylo zjisténo, ze s rostouci vihkosti substratu se zvySovala
biologicka efektivita. Nejvyssi biologicka efektivita byla dosazena pfi 70 % vlhkosti
substratu. PFi této vihkosti byl substrat také nejrychleji kolonizovan. Nicméné tento
trend plati pouze do vihkosti 70 %, poté se biologicka efektivita substratu snizila.
Girmay et al. (2016) kultivovali P. ostreatus na substratech s obsahem vody 65 — 70 %.
Nejvyssi biologickeé efektivity substratu bylo dosazeno na substratu z bavinikovych
semen (74,17 %). Substrat z pseni¢né slamy dosahl biologické efektivity 35,88 %.
Siwulski et al. (2007) zkoumali vliv vihkosti substratu na vynos. Byly testovany vihkosti
60, 65, 70, 75 a 80 %. Jako optimum pro vynos byla stanovena vihkost 75 %, pfi vy$si

vlhkosti byl vynos nizsi a dochazelo k tvorbé deformovanych plodnic.

Oxid uhli€ity (CO2)

Oxid uhliCity je dulezitym stopovym plynem v zemské atmosféfe a zmeény v jeho
koncentraci mohou ovlivhovat rlst a pfezivani zZivych organismu. V pfipadé hub oxid
uhlicity ovliviiuje vyvoj plodnic. Studie prokazaly, ze COz je do bunék transportovan
pres membrany a pusobi jako signalni molekula pro fizeni rlstu, diferenciaci a dalsi
reakce. Koncentrace CO:2 ovlivhuje vyvoj plodnic P. ostreatus, zejména diferenciaci
klobouk, ktera je pfi vysoké koncentraci inhibovana (vice nez 5 % CO:2). Respiraéni
aktivita se béhem tvorby primordii zvySuje a vysoka koncentrace CO:2 ovlivriuje tvar
plodnic, kdy jsou tfené vretenovité a prodlouzené a klobouk neni piné vyvinuty.
Morfologie je podobna té, ktera vznikd za nepfitomnosti svétla. V rané fazi vyvoje
plodnice je citlivost na koncentraci CO2 vyraznéjSi. Regulace koncentrace COz2
v péstirnach se dosahuje pravidelnym vétranim (Kinugawa et al. 1994; Lin et al. 2022).
Jang et al. (2003) zjistili, Ze uz pfi koncentraci CO2 koncentraci 0,03 az 0,1 % dochazi

k prodlouzeni tferit a pokud je koncentrace COz 0,5 % velikost kloboukl se zmensuje.
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2.1.4. Péstovani Pleurotus ostreatus

V pfirodé Ize plodnice hlivy nalézt v obdobi Iéta a podzimu vyrUstajici jednotlivé nebo
v trsech na kmenech a pafezech. Rod Pleurotus se vyskytuje na obou polokoulich ve
vSech zemépisnych Sifkach a vegetacnich pasech. Osidluje vétSinou dievo listnatych
stromU (Zervakis & Polemis 2013).

V prabéhu let se zvysila produkce rodu Pleurotus a stala se dulezitou komoditou
pro potravinarsky prumysl. P. ostreatus je druhou nejcastéji konzumovanou jedlou
houbou ve svété s ro¢ni produkci priblizné 3 miliony tun (Knop et al. 2015). Houby rodu
Pleurotus se péstuji na nejrtznéjsich lignocelulé6zovych odpadech napfiklad na slamé,
kukuricnych vietenech, hrachoving, bavinikovych odpadech nebo pilinach. V téchto
surovinach se nachazi lignin, celul6za a hemicelul6za, které jsou dulezity zdrojem Zivin
pro tyto organismy. Aby mohly byt tyto suroviny pouzity jako substrat pro péstovani

hlivy, musi byt nejprve teplotné oSetfeny (pasterizace, sterilizace) (Stamets 2011).

Substraty pro péstovani Pleurotus ostreatus

Zakladni surovinou pro pfipravu substratu pro kultivaci P. ostreatus jsou
lignocelul6zové odpady jako je slama obilnin, kukufice, kukuricna vretena, piliny,
bavinikové odpady a dalsi materialy. Pokud je k pSenicné slamé pridan maly podil
slamy je¢né, dochazi k rychlej$i kolonizaci substratu a primordia se objevuji 0 5 - 7
dnu dfive nez pokud je pouzita pouze p$enitna sldama (Shah et al. 2004).

Na rist podhoubi a vynos ma vliv nejen druh pouzité slamy, ale také jeji sklizer
a skladovani. Vihkost slamy vhodné pro skladovani by méla byt 13 - 15 %. Slama
vhodna pro vyrobu substratu musi byt sucha a mit zlutou barvu. Slama, ktera
opakované zmokla a vyschla, je pro pouziti na vyrobu substratu nevhodna, nebot se
na slamé mnozi konkurencni mikroorganismy snizujici jeji vyzivovou hodnotu, a nelze
je dokonale odstranit ani pfi jejim teplotnim osetfeni. Pokud je sldma Seda, ¢erna,
plesniva ¢i se na ni objevuji €erna mista, je pro vyrobu substratu nevhodna (Jablonsky
& Sasek 2006).

Hoa et al. (2015) provedli studii s porovnanim efektu riznych substratt na rast
mycelia P. ostreatus a P. cystidiosus. Jako substrat byly pouzity piliny, kukuficna
vietena, bagasa (vylisovana cukrova trtina) a jejich smési v poméru 80:20 a 50:50
suché hmoty. Jako nejvhodnéjsi se ukazaly substraty pouze z kukuficnych vieten nebo

bagasy. Tyto substraty mély pozitivni vliv na priimér klobouku, tloustku tfené, hmotnost
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houby a jejich obsahovych latek. Nicméné u substratu slozeného pouze z kukufiénych
vieten byl zjistén nejdelsi ¢as od rlstu ke sklizni, a to 46 dnu.

Sobieralski et al. (2011) zkoumali rlst mycelia P. ostreatus na substratech
z bfezovych a dubovych pilin, obilné a ryzové slamy a meziprodukt( textilniho
primyslu (len a konopi). Z téchto substratl byla pro rlst mycelia nejvhodné;jsi obilna
a ryzova slama a Inéné pazdefi. Nejvyssiho vynosu bylo dosazeno pfi kultivaci na
substratu ze smési obilné slamy a konopi.

V soucCasné dobé je snaha vyuzit k péstovani alternativni celulézové substraty,
které pochazeji ze zemédélstvi a potravinarstvi. Vyuziti odpadu pro kultivaci hub ma
svoji pfidanou hodnotu: udrzitelné nakladani s potravinarskym odpadem, vyroba
vysoce kvalitnich potravin z nekvalitniho odpadu, ale i feSeni ekologickych
a ekonomickych problémd. Jednou z alternativ slamovych substrati muze byt pevny
odpad vznikajici pfi zpracovani oliv. P. ostreatus béhem kultivace vyuziva slozky
rozpustné v tucich, které meéni degradaci sacharidli a mohou ovlivnit koncentraci
glukanl v houbach. B — glukany jsou strukturalni slozky bunééné stény hub na rozdil
od a — glukant, které jsou v houbach v nizké koncentraci, a jejich biologicka funkce
neni zatim znama. Tento odpad je také dobrym zdrojem dusiku, minerdll a dalSich
zivin. DalSim moznych substratem pro kultivaci P. ostreatus je napfiklad kavova
sedlina. Jedna se o vyzivny substrat, ktery je dostupny jako odpad a Ize jej
dehydratovat po delSi dobu, aniz by byl ovlivnén vynos hub. Navic by mohla byt kavova
sedlina degradovana houbami vyuzita jako organické hnojivo nebo

vermikompostovana (Doroski et al. 2022).

Priprava substratu
PFi vyuziti surovin jako je slama, je nejprve nutné tento material upravit na vhodnou
délku a nasledné upravit vihkosti namacenim ve vodé. Tento proces trva 24 — 71 hodin
podle mnozstvi pozadovaného substratu a probiha pfi teploté do 60 °C. VIhkost slamy
vhodné k naslednému teplotnimu osetfeni je 65 — 76 % vody (Jablonsky et al. 2019;
Shah et al. 2004).

Dalsim krokem v pfipravé substratu pro péstovani P. ostreatus je teplotni
oSetreni substratu, které vede k likvidaci zarodk( ostatnich konkurencénich hub.
Pro teplotni oSetfeni se vyuziva sterilizace, semisterilizace, pasterizace a fizena

fermentace (Oseni et al. 2012; Stamets 2011).
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Pfi procesu sterilizace je nutné, aby byla dosazena teplota 110 — 121 °C, a to
z ddvodu zniceni vSech stadii konkurenénich hub ve v§ech ¢astech substratu. Doba
potfebna ke sterilizaci se liSi podle pouzitého materialu substratu a také podle jeho
mnozstvi. PFfi procesu sterilizace nedochazi ke ztratam susiny a tento proces trva
pouze nékolik hodin. Proces sterilizace probiha v autoklavu a jeho nevyhodou je
energeticka narocnost (Bernardi et al. 2013; Hasan et al. 2010; Higgins et al. 2017).

Pasterizace se provadi v uzavieném prostoru pomoci pary v takzvaném
J2unelu” ve vrstvé substratu 150 — 200 cm. Pro spravny pribéh pasterizace je dulezité,
aby byl substrat vSude ve stejné vysoké vrstveé, jinak by vzduch unikal nizsi vrstvou
substratu. Dale je nutné, aby mél substrat ve vSech mistech stejnou vihkost. Pokud by
byla v nékterych mistech vihkost substratu nizsi, vzduch by pronikal nerovhomeérné.
Cely proces trva 24 — 96 hodin pfi teploté 60 — 70 °C (Jablonsky et al. 2019; Sanchez
2010; Ziombra 2000).

Pfi semisterilizaci trva teplotni oSetfeni 2 hodiny pfi teploté 80 — 100 °C. Pokud
jsou tyto parametry pfi procesu spravné dodrzeny, jsou vegetativni formy
konkurenénich hub spolehlivé zni¢eny (Higgins et al. 2017; Jablonsky & Sasek 2006).

NejCastéji uplatiovanymi postupy pfipravy substratu jsou dvé metody
pasterizace. V prvnim piipadé je substrat zahfivan na teplotu 58 — 60 °C po dobu 18 -
21 hodin. K zahfati na cilovou teplotu by mélo dojit béhem 5 — 6 hodin. Po uplynuti
doby pasterizace se necha substrat prirozené zchladnout na 43 °C. Poté je substrat
prudce zchlazen na 25 °C. Celkova doba trvani této metody je 4 dny. Dalsi ¢asto
pouzivanou metodou je kombinace pasterizace s ,kondicionaci‘. Substrat se zahreje
na teplotu 60 °C po dobu 8 — 10 hodin, poté je teplota snizena na 48 — 52 °C. P¥i této
teploté se podpofi rozvoj termotolerantnich hub a aktinomycet, které vyuziji k rastu
rozpustné cukry v substratu a tento substrat je tak |épe chranén pred rozvojem
konkurenc¢nich plisni. Ve fazi rozvoje téchto hub je nutné privadét kyslik a podle
potfeby udrzovat teplotu regulovanim privodu pary (Jablonsky et al. 2019).

Na rozdil od zampionové kultury, ktera se kultivuje na odliSnych substratech,
vhodnych k zalivce, nedochazi pfi kultivaci P. ostreatus k zalivce substratu, a proto je
vlhkost substratu spolu s vysokou relativni vzdusnou vihkosti v péstirné zasadnim

faktorem pro uspésné péstovani (Dias et al. 2013).
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Sadba a prorustani substratu

Pro pfipravu sadby P. ostreatus se pouzivaji zrna pSenice, prosa a zita. Sadba se
pouziva Cerstva a jeji skladovani je mozné po dobu maximalné 2 tydn pfi teploté 2 —
4 °C. Jednotlivé kmeny hlivy maji rizné pozadavky na péstovani, optimalni podminky
pro fruktifikaci, vzhled plodnic a dalsi, proto je dulezité k tomuto faktoru pfihlédnout pfi
vybéru sadby. Optimalni teplotou pro inokulaci substratu je 22 — 24 °C. Sadby se do
substratu pfidava 2 — 3 % jeho konec¢né hmotnosti. Pokud je pfidano vyssi mnozstvi
sadby, ma substrat vyssi aktivitu, a mize dojit k prehrati substratu. Pro spravnou
kolonizaci substratu je dulezité sadbu se substratem rovnomérné promichat (Miles
& Chang 1997; Sanchez 2010).

Inokulovany substrat je pInén do pytlt nebo blokd, které je nutné perforovat, a to
kvuli pFistupu vzduchu ke kultufe (prorUstani je proces semiaerobni). Mnozstvi otvort
by mélo €init 0,5 — 1,8 % z celkové plochy. V pripadé, ze je vytvofen mensi pocet, tvori
se vetsi trsy. Pokud jsou otvory ve folii pfili§ malé, dochazi k tvorbé deformovanych
plodnic. Kolonizace substratu probiha pfi teploté 24 — 28 °C a to po dobu 14 — 17 dni.
Teplota substratu by neméla prekrocit 30 °C. Tomuto pfehrati |ze predejit pomoci
cirkulace vzduchu v péstirné a snizené teploté v kultivacni mistnosti (18 — 20 °C)
(Jablonsky et al. 2019).

Fruktifikace

Pro zahajeni tvorby primordii je nutné, aby mycelium v substratu urcitou dobu zralo.
PFi tomto procesu dochazi k premisténi vody a zivin k vnéjSim vrstvam (k povrchu
substratu). Proces fruktifikace probiha za snizené teploty, podle daného kmene
P. ostreatus. Relativni vihkost v péstirné je do doby nasazeni primordii 70 — 75 %,
béhem vyvoje primordii se vihkost zvysi na 85 — 90 %. Pred sklizni se relativni vzdusna
vihkost v péstirné snizuje na 80 % a to z dlvodu zabranéni rozvoje bakteridzy
(Pseudomonas ssp.). Bakteriéza zpUsobuje oranzové az hnédé skvrny na plodnicich.
Oproti tomu nizka relativni vzdusna vihkost v péstirné zplsobuje zasychani primordii
a praskani okraju plodnic (Cantore & lacobellis 2014; Jablonsky et al. 2019).

DalSim podstatnym faktorem pfi fruktifikaci je koncentrace CO2. Pfi sklizni
plodnic by neméla byt koncentrace CO2 vySSi nez 800 ppm. V pfipadg, ze je
koncentrace CO2 vysSi a to 1500 — 1800 ppm, dochazi k tvorbé deformovanych
zarodkUl, které se dale nevyvijeji. Regulace vzduchu v péstirné zavisi na mnozstvi

substratu v péstirné, teploté a fazi vyvoje houby. Pfi vysSsi teploté dochazi
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k intenzivnéjsimu dychani kultury, a proto je nutna vétsi vymeéna vzduchu. Kvalitu
plodnic ovlivhuje také rychlost proudéni vzduchu. Pfi 85 % vlhkosti vzduchu v péstirné
by rychlost proudéni na povrchu neméla prekrocit 6 — 8 cm/s (Jablonsky et al. 2019;
Kamra & Zadrazil 1986; Miles & Chang 1997).

Plodnice P. ostreatus se sklizeji v trsech a sklizen plodnic probiha v nékolika
vinach. Prvni skliziova vina probiha pfiblizné po 12 dnech od nasazeni primordii.
Plodnice v optimalni sklizhové kvalité maji podvinuty okraj klobouku. Klobouky
prezralych plodnic maji nalevkovity tvar a mohou byt porostlé bilym myceliem. Sklizen
probiha vétsSinou ve dvou skliziovych vinach a nasledné je substrat vyuzit k dalSim
ucellm. Vynos druhé sklizhové viny je obvykle mensi nez pfi prvni sklizhové viné
(Jablonsky & Sasek 2006).
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2.2. Rod Hericium

2.2.1. Zarazeni do systému

Rige: Fungi (Houby)

Oddéleni: Basidiomycota (Houby stopkovytrusné)
Podkmen: Agaricomycotina

Tfida: Agaricomycetes

R&d: Russulales (Holubinkotvaré)

Celed: Hericiaceae (Koralovcovité)

Rod: Hericium (Koralovec)

(https://www.Mykobank.org)

Obrazek 2: Hericium erinaceus

2.2.2. Hericium erinaceus — koralovec jezaty

Hericium erinaceus (Bull.: Fr.) Pers. je saprotrofni houba rostouci na kmenech
a pafezech listnatych stromu, prfedev§im bukl a dubl (Dvofak & Hrouda 2005)
s rozSifenim v Evropé, Severni Americe a Asii (Halpern 2007). Plodnice houby jsou
kompaktni, nevétvené a dosahuiji velikosti 7 —25 cm v praméru. Na povrchu je plodnice
pokryta ostny, které jsou v horni ¢asti pokroucené. V mladi ma plodnice bilou barvu,
ktera pozdéji zezloutne (Thongbai et al. 2015). Tramata jsou monomiticka, generativni

hyfy jsou tlustosténné, amyloidni s pfezkami. Gloeocystidy jsou pfitomny. Vytrusy jsou
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obvykle 5,3 - 6,4 x 43 - 52 pm velké, silnosténné, Siroce elipsoidni, bradavi¢naté a
amyloidni (Dvoiak & Hrouda 2005). H. erinaceus je vedené v Cerveném seznamu hub
CR jako zranitelny druh (Holec & Beran 2006).

H. erinaceus je znamé pro své nutricni, kulinarské a také medicinalni ucinky.
Plodnice jsou bohaté na bilkoviny, vitamin Bi2 a mineraly. Obsahuje také mnoho
bioaktivnich latek, které mohou byt rozdéleny na vysokomolekularni latky, jako jsou
polysacharidy a nizkomolekularni latky, které zahrnuji napfiklad polyketidy
a terpenoidy. Bioaktivni polysacharidy jsou hojné studovany pro své mozné
farmaceutické vyuziti. Nicméne, bioaktivni sekundarni metabolity, které Ize ziskat ze

Vv

rozdilné slozeni plodnic a kultur sohledem na jejich obsah bioaktivnich
nizkomolekularnich metabolitd. Napfiklad hericenony a erinaciny previadaji bud
v plodnicich, nebo v myceliu. Monitorovani spotieby zivin, respirace a produkce
metabolitl v kultivaénich médiich za fizenych podminek je pro optimalizaci procesu
zasadni. Nékolik studii se snazilo zjistit nejlepsi podminky pro péstovani, tak aby
houby produkovaly co nejvy$$i mnozstvi biomasy a cennych bioaktivnich metabolitu.
Submerzni kultivace je nejslibnéjsi alternativou pro vysoké vynosy biomasy mycelia
a erinacinu, nikoli vSak hericenonu, které Ize zatim ziskat pouze z plodnic. Z plodnic
H. erinaceus bylo také izolovano pét polysacharid(, které vykazovaly protinadorovou
aktivitu (xylany, glukoxylany, heteroxyloglukany a galaktoxyloglukany). Ve vodé
rozpustné sacharidy extrahované z plodnic (B-1,6-glukan) o molekularni hmotnosti
priblizné 13kDa vykazovaly schopnost aktivovat makrofagy v imunitnim systému.
V posledni dobé byly izolovany mnohé nizkomolekularni sekundarni metabolity
ziskané z mycelia nebo plodnic. Tyto metabolity maji Spatnou rozpustnost ve vodé
a jejich extrakce vyzaduje pouziti organickych rozpoustédel jako je metanol nebo
etylacetat (Atila et al. 2021; Lee et al. 2009; Ma et al. 2010; Mizuno et al. 1992;
Thongbai et al. 2015).
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2.2.3. Faktory ovliviujici rist Hericium spp.

Teplota
Teplotni optimum pro rust mycelia se pohybuje v rozmezi 25 — 30 °C, pficemz
maximalni teplota je 35 °C. V dobé fruktifikace je vhodné teplotu snizit na 16 - 23 °C.
Tato zména teploty pro zahdjeni tvorby primordii mUze byt v teplych oblastech nebo
béhem |éta limitujicim faktorem pfi kultivaci (Atila et al. 2021; Ko et al. 2005). Stamets
(2011) uvadi, ze pri vlhkosti substratu 50 — 70 % je optimalni teplota pro rlst mycelia
21 — 24 °C. Grigansky et al. (1999) studovali fyziologické charakteristiky 14 kmenu
H. erinaceus. Zjistili, Ze se rlst mycelia zastavil pfi teplotach 3 a 37 °C. Jako optimalni
teplota pro rlst mycelia byla teplota 26 °C. Atila et al. (2021) zkoumali vliv teploty na
fruktifikaci u izolatl rodu Hericium spp. (H. erinaceus, H. coralloides a H. americanum).
Zjistili, ze se jednotlivé izolaty H. erinaceus lisi v teplotnich pozadavcich pro fruktifikaci.
Jedna skupina izolatl vytvarela plodnice i pfi teploté 25 °C. Oproti tomu druha skupina
tvofila plodnice pfi teplotach nizSich (15 a 20 °C). H. americanum a H. coralloides maji
potencial pro kultivaci pfi 25 °C, nicméné tato teplota mize negativné ovlivnit obsah
bilkovin v plodnicich.

Teplota ovliviuje také tvorbu spor. V laboratornich podminkach byla zvySena
sporulace pfi teploté 24 — 27 °C a vzdusné vihkosti 85 — 95 %. Pokud byla teplota vyssi
nez 31 — 35 °C, tvorba spor se zastavila (McCracken 1970).

pH

Doporuéené pH substratu pro kultivaci rodu Hericium spp. je v rozpéti 4 — 6 (Sokot et
al. 2015). Jina studie udava optimalni pH pro kultivaci 5,8 — 6,2 (Grigansky et al. 1999).
Atila (2019) kultivoval H. erinaceus na substratech zpilin, slamy a dalSich
zemeédélskych odpadu. pH téchto substrati bylo pfed inokulaci v rozmezi 4,37 — 6,53
pfi vihkosti 70 %. V prlbéhu kultivace se hodnota pH snizovala (az o0 21,5 %), stejné
jako obsah vody v substratech. Nejvyssi vynos byl zjistén u substratu z pilin, nicméné
substraty ze slamy dosahovaly také uspokojivych vynosu. Dal$i moznosti kultivace je
kultivace submerzni. Jung et al. (2006) optimalizovali podminky pro submerzni
kultivaci a dosli k zavéru, ze optimalni slozeni média je 3 % glukdzy, 0,2 % sladového
extraktu/peptonu (1:1) a 0,1 % KH2PO4/MgSO4 (1:1) pfi pH 5,7.
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Svétlo

Také svételné podminky jsou dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje rust a vyvoj
H. erinaceus. Optimalni intenzita osvétleni pro kultivace se udava 200 — 400 lux, pfi
relativni vzdusné vihkosti 85 — 95 % a teploté 10 az 24 °C (Sokét et al. 2015). Jednou
z moznosti jak ovlivnit vyvoj H. erinaceus je pouziti helium-neonového a argonového
laseru. Bylo zjisténo, Zze ozareni ¢ervenym a zelenym svétlem stimuluje rlst mycelia
na ruznych substratech a zkracuje dobu kolonizace a fruktifikace (Poyedinok et al.
2003).

Voda

Stejné jako u jinych péstovanych hub i pro kultivaci H. erinaceus je dulezita vihkost
substratu. Sokét et al. (2015) udavaji jako optimum pro rust mycelia rozmezi 50 — 70 %
vlhkosti pfi teploté 21 — 24 °C. Hassan (2007) kultivoval H. erinaceus na substratech
slozenych z pilin, pSeni¢né slamy a otrub v rizném poméru pfi pocateéni vihkosti
substratu 63 — 64 %. Nejvyssi biologické efektivity bylo dosazeno na substratu z pilin
a nasledné na substratu z pilin v kombinaci s psenic¢nou slamou. Siwulski et al. (2007)
porovnavali rlzny pocateéni obsah vody ve slamovém substratu (60, 65, 70, 75
a 80 %) a jeho vliv na vynos plodnic. Nejvyssiho vynosu bylo dosazeno pfi vihkosti
70 % a 75 %, nejnizsiho pfivihkosti 60 %. VySSi vinkost negativné ovlivnila tvar plodnic
a zpuUsobila jejich deformaci. Atila (2019) porovnaval Sest substratl pro kultivaci
H. erinaceus a sledoval zmény slozeni substratu v prubéhu kultivace. Bylo zjisténo, Ze
nejvetsi ubytek vody v substratu nastal v ¢ase mezi kolonizaci substratu a sklizni.
V pripadé substratu z pseni¢né slamy doslo k nejvétsimu ubytku vihkosti (17,3 %)

a také k nejvétsimu poklesu pH (21,5 %) ze vSech variant.

2.2.4. Péstovani rodu Hericium spp.

Piestoze se H. erinaceus dnes péstuje predevsim v asijskych zemich, jako je Cina,
Japonsko a Severni Korea, poprvé byl koralovec péstovan v USA (Sokdt et al. 2015).
Prvni zaznamy o péstovani H. erinaceus pochazeji z roku 1988 z Ciny, kdy se ke
kultivaci vyuzivaly Spalky dreva, lahve a propylenové sacky (Suzuki & Mizuno 1997).
V Ceské republice je prodej erstvych plodnic koralovce jezatého povolen vyhlaskou
Ministerstva zemédélstvi (Vyhlaska ¢. 397/2021 Sb.), ktera zafazuje tuto houbu do
seznamu pestovanych hub povolenych kpfimému prodeji nebo k dalSimu

primyslovému zpracovani pro potravinarské ucely.
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Priprava substratu

K pfipravé substratu na péstovani H. erinaceus je vhodné pouzit tvrdé drevo listnatych
stromU (dub, buk, javor, ol$e). Pouziti dfeva jehlicnani neni vhodné z duvodu
vysokého obsahu pryskyfic a taninu. K vybranému substratu se dale pridava dalsi
zdroj uhliku jako napfiklad otruby, ovesna mouka nebo obili. Tento doplnék tvori 8 —
25 % celkové suché hmotnosti substratu (Stamets 2011).

Pro kultivaci H. erinaceus je mozné vyuzit rizné lignocelul6zové odpady jako
jsou piliny, bavinikové odpady, kukuficna vietena, ryzova slama nebo obilna zrna
(Sokdt et al. 2015). Hassan (2007) kultivoval H. erinaceus na bukovych pilinach
obohacenych o pSenicné otruby, zitné zrno, soéjovou moucku, Fepkovy Srot
a masokostni moucku. Bylo zjisténo, ze nejvyssiho vynosu dosahuje H. erinaceus na
substratu z bukovych pilin s pfidavkem psenicného Srotu a séjovych otrub. Siwulski
et al. (2009) pfi kultivaci H. erinaceus dosahli nejvyssich vynosu pfi kultivaci na
substratu slozeného z bukovych a borovicovych pilin doplnénych o 20 % pseniénych
otrub a 1 -3 % glukdzy, pfi pocatetni vihkosti substratu 70 %. Dosli k zavéru, ze se
jednotlivé testované kmeny lisi v rychlosti rUstu a pro rust je lepsi substrat s pridavkem
3 % glukézy. Ko et al. (2005) kultivovali razné druhy Hericium spp. a Ctyfi kmeny
H. erinaceus na dubovych pilinach o vlhkosti 65 % a pH substratu 50 — 6,0.
K substratu byli pfidany vybrané suplementy (ryzové otruby, pseni¢né otruby,
jeEmenné otruby, Cinské zeli, sojovy prasek a vajecné skorapky) a byl zjiStovan vliv na
rist mycelia a na biologickou efektivitu. Pro rlst mycelia se u vSech kmenu
H. erinaceus ukazal jako nejvhodnéjsi pridavek otrub z jeCmene a séjového prasku.
Jako nejméné vhodny pfidavek do substratu se projevily vajecné skorapky. V pfipadé
hodnoceni biologické efektivity substratu byly pouzity piliny s pfidavkem ryzovych
otrub s vihkosti 65 % vody v substratu. Biologicka efektivita substratu u riznych kment
H. erinaceus se pohybovala v rozpéti 31 — 70 %. DalSi moznosti pfipravy substratu je
jeho obohaceni o dalsi slozky, jako je napfiklad selen. Selen je esencialni prvek
dalezity pro c¢&lovéka. Tento prvek je zabudovan fo selenoprotein ve formé
selenocysteinu a podili se na bunécnych fyziologickych procesech (redoxni
homeostaza, imunologické reakce a dalsi). ZvySeni koncentrace selenu v potravinach
je jednou z moznosti, jako ho ve stravé doplnit (D’Amato et al. 2020). Pro fortifikaci
substratu se nejCastéji pouzivaji anorganické selenicnany a seleniCitany, které se

pozdéji prfemeénuji na organické selenoaminokyseliny (selenomethionin, selenocystin)
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(Niedzielski et al. 2014; Rayman 2020). Hu et al. (2020) zkoumali vliv biofortifikace
selenem na H. erinaceus a jeho in vitro biologickou pfistupnost. Zjistili, ze kultura
H. erinaceus 1épe rostla na substratu se selenomethioninem, nez na substratech
s anorganickymi variantami selenu. Dale dosli k zavéru, ze s rostouci koncentraci
selenu se také zvySoval obsah selenu v plodnicich a byla ovlivnéna akumulace dalSich
prvkl. Selen obsazeny v substratu byl absorbovan a preménén do organické formy;,
zejména selenomethioninu a selenocysteinu.

Suchy substrat je smichan s vodou na pozadovanou vihkost. Jako optimalni
vlhkost substratu se uvadi rozpéti 50 — 70 % (Hassan 2007; Miles & Chang 1997;
Sokét et al. 2015). Navihéeny substrat je plnén do polypropylenovych nadob, sacku &i
lahvi. Uzaviené nadoby jsou opatfeny mikroporéznimi filtry. Nasledné jsou nadoby se
substratem podrobeny tepelnému oSetfeni. Jako tepelné oSetfeni se vyuziva
sterilizace pfi 121 °C po dobu 1 — 2 hodin (Siwulski & Pawlak 2005).

Sadba a prorustani substratu

Pfi péstovani Hericium spp. se vyuziva stejné pfipravy jako u dalSich péstovanych hub,
kdy se uvarené zrno obilnin sterilizuje a nasledné inokuluje vybranym myceliem druhu
a kmenu rodu Hericium. Teplota vhodna pro kolonizaci zrna je 24 — 27 °C. Zrno se po
dobu 14 dnl pravidelné protfepava, aby doslo k rovnomérné kolonizace zrna. Takto
pfipravenou sadbu Ize skladovat pfi teploté 2 — 5 °C po dobu maximalné jeden mésic
(Jablonsky et al. 2019).

Substrat se inokuluje sadbou a necha se prorUstat pfi teploté 25 — 30 °C po
dobu 14 — 21 dnU (Ko et al. 2005). Kolonizace substratu probiha bez pfitomnosti svétla
a optimalni rozmezi teplot je zajistovano chlazenim a vétranim v kultivaéni mistnosti
(Stamets 2011).

Fruktifikace

Podminky pro tvorbu primordii jsou odliSné od podminek kolonizace substratu
myceliem. Teplota substratu je snizena na teplotu okolo 20 °C, relativni vzdusna
vlhkost je 90 — 95 %, dochazi také ke snizeni koncentrace CO2 pod 800 ppm (Stamets
2011). Miles & Chang (1997) uvadgji jako teplotni optimum 20 °C. Pfi teploté 25 °C je
tvorba primordii a plodnic zpomalena az zcela zastavena. Pokud teplota klesne pod
14 °C, dochazi sice k nasazovani primordii, ale ty se dale nevyvijeji. Jina studie uvadi

optimalni podminky pro fruktifikaci zahrnujici teplotu 10 — 24 °C, pH 4 - 6, relativni
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vzdusnou vihkost v péstirné 85 — 98 % a osvétleni o intenzité 200 — 400 lux (Wang
2002). Hu et al. (2008) doporucuji pro fruktifikaci konstantni teplotu 23 °C.

Vymeéna vzduchu je regulovana tak, aby nedochazelo k pfiliSnému vyparu
a naslednému vysychani substratu. Nizka relativni vlhkost vzduchu se projevuje na
kvalité plodnic, kterym praskaji okraje a primordia zasychaji a dale se nevyvijeji
(Stamets 2011). Deformaci plodnic zplUsobuje také vysoka koncentrace CO:2 (Miles
& Chang 1997).

Pred sklizni by se teplota v péstirné méla snizit na 10 — 17 °C, relativni vzdusna
vlhkost na 80 — 88 % a koncentrace COz klesnout pod 1000 ppm. V pfipadé, ze je
relativni vlhkost vys$si, zvySuje se riziko napadeni velkych plodnic bakteriézou
(Jablonsky & Sasek 2006).

Pokud byla kultura péstovana v lahvich, sklizi se plodnice z hrdla lahve. Pfi
péstovani v propylenovych saccich vyrlsta plodnice z mikroporézniho filtru (Stamets
2011). Plodnice jsou bilé az lehce nazloutlé s mékkou duzinou (Imtiaj et al. 2008).
Hmotnost plodnice je 60 — 70 g, v nékterych pripadech az 100g (Miles & Chang 1997).
K nasazeni primordii druhé skliziiové viny dochazi za 2 — 3 tydny po sklizni prvni viny.

V/ynos druhé sklizhové viny je nizsi a to 5— 30 % viny prvni (Jablonsky & Sasek 2006).

2.3. Enzymaticka aktivita hub

2.3.1. Ligninolytické enzymy

Houby bilé hniloby, jako je napfiklad P. ostreatus, Bjerkadera sp., Trametes versicolor
a dalsi, jsou charakteristické produkci extracelularnich enzymu, které rozkladaji lignin,
celulbzu a hemiceluldzu. Mezi tyto enzymy patfi mangan peroxidaza (MnP, EC
1.11.1.13) a lakaza (EC 1.10.3.2). Nékteré houby produkuji vSechny ligninolytické
enzymy, zatimco nékteré houby produkuji pouze jeden ¢i dva enzymy z této skupiny
(Elisashvili et al. 2008). Pro tyto ligninolytické enzymy je charakteristicka nizka
substratova specifita, a proto jsou schopny katalyzovat rizné typy reakci. Nizka
substratova specifita se vyuziva pro rlzné biotechnologické ucely, jako jsou
biomechanické rozvlaknovani, béleni buniiny, degradace barviv a transformace
a detoxifikace xenobiotik a dalSich aromatickych slozek (Camassola et al. 2013; Patel
et al. 2009). Basidiomycety, které efektivné rozkladaji lignocelulézové odpady jsou
jedny z nejvice aktivnich rozkladacu polycyklickych aromatickych uhlovodikt. Ukazalo

se, ze kromé rozkladu ligninu, efektivné rozkladaji taky Siroké spektrum aromaty,
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véetné pesticidl, polychlorovanych bifenyll, trinitrotoluenu a také polycyklickych
aromatickych uhlovodikd (PAH) (Pozdnyakova et al. 2016). Polycyklické aromatické
uhlovodiky jsou organické polutanty s kondenzovanymi aromatickymi jadry, které jsou
zvlasté zajimavé kvlli své toxicité a vSudypritomnosti v Zivotnim prostfedi. Mimo to je
zavazna jejich karcinogenita. PAH maji tendenci se hromadit v ptidach, sedimentech
nebo Cistirenskych kalech. Rozpustnost PAH ve vodé je nizka, ale nékteré studie
naznacuji, ze jsou transportovany ve spojeni s rozpusténou organickou hmotou, coz
zvySuje jejich biologickou dostupnost, ktera je zakladnim pozadavkem pro
bioremediace PAH. Vyzkum ukazuje, ze extracelularni peroxidazy jsou zodpoveédné
za prvotni oxidaci PAH. Lignin peroxidazy oxiduji mnozstvi PAH pfimo, zatimco
mangan peroxidazy je spoluoxiduji nepfimo prostrednictvim enzymaticky
zprostfedkované peroxidace ligninu. Rozklad ligninu je oxidativni, indukovany
vysokym obsahem kysliku vmédiu a je soucasti sekundarniho metabolismu
organismu. Prevazujicimi produkty degradace PAH je nékolik derivatl, jako jsou
chinony, dikarboxylaty a jejich derivaty. Degradace PAH pomoci hub neni tak rychla
nebo ucinna jako bakterialni, ale je velmi nespecificka a ma tak schopnost hydroxylovat
Sirokou skalu xenobiotik. Kromé toho mnoho hub se pfirozené vyskytuje v ptdé a Ize
je proto vyuzit k odstranéni polutantt (Kadri et al. 2017; Gerhardt et al. 2017; Kosnar
et al. 2019).

Produkce ligninolytickych enzym( je zavisla na kultivaénim médiu, pH, teploté
a také na rustové fazi dané houby (Knop et al. 2015). Bylo zjisténo, Zze se v pribéhu
kultivace méni aktivita jednotlivych enzymU, a to pfi pfechodu z faze kolonizace do
faze fruktifikace (Isikhuemhen & Mikiashvilli 2009).

2.3.1.1. Lakaza

Lakaza patfi do skupiny polyfenolickych oxidaz obsahujici Ctyfi atomy médi
v katalytickém misté, ktera katalyzuje redukci kysliku na vodu za soucasné oxidace
substratu (Patel et al. 2009). Lakaza se vyskytuje v nékolika izoformach, které se od
sebe lisi strukturou proteinové €asti, molekulovou hmotnosti, optimalnim pH, teplotou
a dalsimi vlastnostmi (Palmieri et al. 2000). Produkce tohoto enzymu houbami bilé
hniloby je spojena nejen s degradaci ligninu, ale také s produkci spor, produkci
pigmentu a vyvojem plodnic (Chen et al. 2004; Patel et al. 2009).

Produkce lakazy zavisi na druhu houby, kultivaénim médiu, koncentraci uhliku

a dusiku v médiu, dobé inkubace a pfitomnosti induktoru. Induktor je molekula, ktera
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dopomaha syntéze daného enzymu a je také substratem daného enzymu. Jako
induktory mohou slouzit pfirodni slozky (slama, drevo a jiné materialy) nebo chemické
slouceniny (2,5-xylidin, guajakol, kyselina ferulova, 1- hydroxybenzotriazol a dalsi)
(Baldrian & Gabriel 2002). Dulezitymi induktory pro produkci ligninolytickych enzymu
jsou nékteré rizikové prvky. Mezi prvky, které ovlivauji aktivitu enzymu, patfi méd,
jsou mangan a med. Mangan slouzi jako regulator pfi expresi lignin peroxidazy,
mangan peroxidazy a lakazy a také pfi degradaci ligninu. Méd pUsobi jako kofaktor
v katalytickém centru lakazy a plsobi na ni na transkripéni urovni (Palmieri et al. 2000).

Pro aktivitu lakazy je dulezity substrat, na kterém se vybrana houba kultivuje.
El-Batal et al. (2015) ve svém experimentu s pouzitim rtznych zdroji uhliku a dusiku
zjistili, ze nejvyssi aktivita lakazy byla u varianty péstovani P. ostreatus na pSeni¢nych
vietenech jako zdroji uhliku. Nejnizsi aktivita lakazy byla zaznamenana pfi péstovani
na kavoveé sedliné. Pfi zkoumani vhodného zdroje dusiku byla nejvyssi aktivita lakazy
zjisténa u sladinového a kvasniéného extraktu. Pro podporu rustu byly pouzity
pseni¢né otruby a sladinovy extrakt. Luz et al. (2012) v provedenych pokusech zjistili
nejvyssi aktivitu lakazy u substratu slozeného z pilin s pfidavkem 20 % ryzovych otrub
a kavové sedliny s pfidavkem 20 % ryzovych otrub, zatimco nejnizsi aktivita byla
zaznamenana u substratu z blahovi¢nikové kary.

Schopnosti lakazy se wvyuzivaji vrlznych prumyslovych odvétvich.
V potravinarském primyslu se pouzivad pfi stanoveni kyseliny askorbové,
ke zvyraznéni chuti a barvy napoju, pfi odstrafiovani fenolovych latek v mostu a viné
a jako jejich biosenzor. Déle se v prumyslu vyuziva k biomechanickému rozvlaknovani,
béleni buni€iny a degradaci barviv (Madhavi & Lele 2009; Patel et al. 2009).

V soucCasné dobé je vyznamnym problémem kontaminace zivotniho prostredi
rbznymi polutanty. Pro jejich odstranéni se pouziva lakaza produkovana houbami bilé
hniloby. Tento enzym slouzi k dekontaminaci zivotniho prostfedi chloraromaty,
pesticidy, aromatickymi herbicidy, polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky a také
syntetickymi barvivy. PFfi pokusu s degradaci antracenu a pyrenu z kontaminované
pudy za pomoci Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium a Pleurotus
ostreatus bylo zjisténo, Ze degradované mnozstvi téchto organopolutanti zavisi na
mnozstvi produkované lakazy a mangan peroxidazy v kontaminované pudé (Novotny
et al. 2004). Degradace polycyklickych aromatickych uhlovodikt (PAH) pomoci lakazy

také zavisi na hodnoté pH. Jako optimum pro aktivitu lakdzy produkované houbami
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bilé hniloby se uvadi pH 3 - 6 (Jofenek & Zajoncova 2013). Wang et al. (2018) zjistili,
ze k vetsi degradaci pyrenu a benzopyrenu v kontaminované pudé dochazi pfi pH 4

nez pfi pH 6.

2.3.1.2. Mangan peroxidaza

Mangan peroxidaza je nejbéznéjSi glykoproteinovou peroxidazou, ktera je
produkovana téméf véemi houbami osidlujicimi dfevo a zpUsobujicimi bilou hnilobu
a dale mnohymi houbami osidlujicimi pGdu podilicimi se na rozkladu ligninu.
Molekulova hmotnost mangan peroxidazy se pohybuje okolo 40 — 62,5 kDa (Hofrichter
2002). Tento enzym je houbami produkovan do jejich mikroprostredi. Mangan
peroxidaza v prostfedi prednostné oxiduje ionty Mn2+ které jsou vzdy pfitomné ve
direvé a vpudé, na vysoce reaktivni Mn3* ktery je stabilizovan karboxylovymi
kyselinami (Stavelova, malonova, mlécna) a vznikajicimi chelaty (oxalat, malonat
a maleat) (Hofrichter et al. 2010). Tyto chelaty pak mohou katalyzovat jedno-
elektronovou oxidaci dalSich substratl. Mangan peroxidaza se mnohdy nachazi ve
formé izoenzymU. Tyto izoenzymy se lis§i predev§im v izoelektrickych bodech,
nachazejicich se zejména pfi kyselém pH (3 — 4) (Susla & Svobodova 2006).

dos Santos Bazanella et al. (2013) zjistovali vliv sloZzeni substratu na aktivitu
ligninolytickych enzymu. Nejvy$$i aktivita mangan peroxidazy byla zaznamenana
v substratu z ananasovych slupek a dale v substratu z pSeni¢né slamy. Také byl
zjistén vliv pocatecni vinkosti substratu na aktivitu enzymu. U substratu z ananasovych
slupek byla nejvyssi aktivita mangan peroxidazy pfi pocate¢ni vihkosti 75 %.
U substratd z pseniéné slamy a kukuficnych vrieten byla jako optimalni pocateéni
vlhkost substratu vyhodnocena vihkost substratu 70 %.

PFi zkoumani vlivu média na aktivitu ligninolytickych enzymu véetné mangan
peroxidazy bylo zjisténo, Ze aktivita enzymuU je vysSi, pokud je pouzito kultivaéni
médium bohaté na dusik, jako napriklad glukozo - peptonové (Knop et al. 2015). Ruiz-
Duenas et al. (1999) zkoumali, které slozky peptonu byly zapojeny do zmény exprese
mangan peroxidazy, na zakladé frakcionace peptonu gelovou filtraci. Bylo zjisténo, ze
jako nejvys$si induktor exprese peroxidazy muize fungovat pouze frakce s nejvyssi
molekulovou hmotnosti, sestavajici z pomérné nizkého obsahu aromatickych
aminokyselin.

Diky nizké substratové specifité nachazi mangan peroxidaza vyuziti

v biotechnologiich, jako je napfiklad vyroba pfirodni aromatické chuti nebo
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odbarvovani primyslovych odpadnich vod pfi vyrobé textilu, lihovin, buni€iny a papiru.
Tento enzym se vyuziva také pfi biodegradacich mnoha xenobiotik (Chowdhary et al.
2018).

2.3.2. Hydrolytické enzymy

Hydrolytické enzymy jako jsou endoglukanaza (EC 3.2.1.4), exocelobiohydrolaza (EC
3.2.1.91), B-glukosidaza (EC 3.2.1.21) a dalsi se podili na koneéném rozkladu celuldzy
(Ghosh et al. 1998). Kompletni enzymaticka hydrolyza vyzaduje synergicky ucinek 3
typU enzymd, jmenovité celobiohydrolazy, endoglukanazy nebo

karboxymethylcelulazy (CMCase) a B-glukosidazy (Bhat 2000).
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Obrazek 3: Rozklad celulézy pomoci enzymU (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/17400776/)

2.3.2.1. B-qglukosidaza

B-glukosidaza je enzym podilejici se na degradaci celulézy, coz je hlavni slozka
rostlinnych polysacharidd. Pfi degradaci celuldézy se uplatiuji tfi enzymy, a to B-1,4-
glukosidaza (EC 3.2.1.21), B-1,4-endoglukanaza (EC 3.4.1.4), B-1,4-exoglukanaza
(celobiohydrolaza) (EC 3.2.1.91). B-glukosidaza dokoncuje proces hydrolyzy tim, ze
katalyzuje hydrolyzu alkyl- a aryl-B-glukosidu, diglukosidl a oligosacharidll. Dochazi
ke Stépeni celobiézy, aby se uvolnily dva moly glukézy na mol celobidézy, a proto

reguluje dodavku dulezitého zdroje energie pro mikroorganismy, které nemohou pfimo
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absorbovat celobidzu (Morais et al. 2002; Turner et al. 2002). B-glukosidazu produkuji
mnohé organismy, jako jsou bakterie, kvasinky a houby. Nejvice zkoumanymi enzymy
byly celulazy, které jsou produkované houbami Trichoderma spp. a Aspergilus spp.
(Baig 2005; Narasimha et al. 2006). Nicméné jsou zkoumany také dalsi alternativy
organismu, které efektivné degraduji lignoceluldézu, jako napfiklad Pleurotus spp.
(Salmones et al. 2005; Zhang et al. 2002). V prabéhu kultivace Pleurotus sajor — caju
byl zaznamenan postupny rust aktivity B-glukosidazy. Tento narust aktivity zavisel na
aktivité endoglukanazy a celobiohydrolazy, které poskytovaly substrat pro (-
glukosidazu (Kannan et al. 1990).

Na aktivitu B-glukosidazy ma vliv fada faktort, jako je pH, teplota, kultivaéni
médium a vlihkost substratu. Optimalni hodnota pH pro aktivitu B-glukosidazy je
v rozmezi 4,5 — 7,0. Nebyl zjistén vliv rychlosti rlstu na aktivitu tohoto enzymu, ale byl
zjistén vliv teploty. Teplotni optimum se pohybuje mezi 20 — 30 °C pfi vihkosti substratu
60 % (Goyal & Soni 2011; Hong et al. 1984).

B-glukosidaza mUze byt zvlasté uziteénym enzymem pro monitorovani kvality
pudy, protoZze ma Ustfedni roli v kolobéhu organickych latek v pdé, coz je obecné
povazovano za dulezitou slozku kvality pldy. Vyzkum ukéazal, ze B-glukosidaza je

Vv

celulézy v pldé a malokdy je omezena substratem (Turner et al. 2002).

2.3.2.2. Celobiohydrolaza

Celobiohydroldza se podili na degradaci celuldzy tim, ze odstépuje dvé spojené
glukézové molekuly z koncl celulézového fetézce, ktery byl predtim rozstépen
endoglukanazou na kratsi retézce (Dahman et al. 2019).

Pfi degradaci celulézy se enzymy chovaji synergisticky a dochazi k produkci
sacharidu, které mohou byt snadno asimilovany pomoci mycelia hub. Nejvy$si aktivita
celobiohydrolazy byla proto zaznamenana ve fazi nasazeni primordii a fruktifikace. Ve
fazi kolonizace a po sklizni nebyla zaznamenana zadna aktivita celobiohydrolazy.
Mnozstvi celulozy se beéhem kolonizace substratu nesnizilo a k vyraznéjSimu poklesu
obsahu celuldézy doslo az ve fazi nasazeni primordii a fruktifikace. Toto zjisténi
vysvétluje vysSi aktivitu celobiohydrolazy az v pozdéjSich fazich kultivace. Protoze
nasazeni primordii vyzaduje zvySenou mobilizaci zivin, aktivita celobiohydrolazy
a endoglukanazy muze tento pozadavek na Ziviny vyrovnat (Claydon et al. 1988;

Velazquez-Cedefio et al. 2002).
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3. Cile a hypotézy
3.1.Hypotézy

1) RUzné druhy hub reaguji na pfidavek vody do substratu odlisné.

2) Obsah vody v substratu ovlivni pH kolonizovaného substratu.

3.2.Cile prace

1) Nalezeni optimalni vihkosti (obsahu vody) substratu pro pfislusné druhy hub
béhem celého trvani kultury.

2) Objasnéni vztahu mezi vlhkosti a aktivitou hydrolytickych a ligninolytickych

enzymu, pH a dalsich vybranych parametrt substratu.
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4. Metodika

4.1.Fylogeneticka analyza a vliv teploty na rust jednotlivych skupin rodu
Pleurotus spp.

4.1.1. Pouzité organismy

Pro pokusy byly pouzity kultury rodu Pleurotus spp. (Pfiloha 1) ze sbirek Vyzkumného
Ustavu rostlinné vyroby v.v.i., Mikrobiologického Ustavu AV CR a Katedry zahradnictvi

Ceské zemé&délské univerzity v Praze.

4.1.2. Kultivaéni médium

Kmeny vybranych organismu byly kultivovany na 2% agarovém médiu (MEA) (Carl
Roth GmbH, Germany) s pridavkem 2 % sladinového extraktu (Carl Roth GmbH,
Germany) pfipraveného dle Panek et al. (2019).

4.1.3. Extrakce DNA a analyza PCR

Pro analyzu byly vybrany tfi oblasti jaderné DNA. DNA byla extrahovana z &erstvych
kultur pomoci Qiagen Plant mini kit (Qiagen, Nizozemsko). Pro DNA amplifikaci byly
pouzity primery internal transcribes spacer rRNA (ITS): ITS1/ITS4-B, translaéni
elongacni faktor 1-alfa (TEF1): EF1160R/EF595F a druha nejvétsi podjednotka RNA
polymerazy Il (RPB2): bRPB2-6.9F/fRPB2-11R1. PCR mix pro ITS obsahoval 20 ng
DNA, 1x standard NEB pufr, 0,1 mM MgClz, 0,06 mM primert a 0,01 U/ul NEB
standard Tag DNA polymerazy. Pro TEF1 bylo pouzito 24mM MgClz2, 0,3 mM primert
a 0,015 U/ul NEB standard Taq DNA polymerazy. Pro RPB2 byla koncentrace primer(
0,2 mM a 0,2 U/ul NEB standard Tag DNA polymerazy. Koncentrace dNTPs byla
0,2 mM pro vSechny tfi reakce.

Analyza PCR probéhla pro ITS: denaturace 95 °C po dobu 5 minut, dale 35x
(95 °C/35 s, 60 °C/20 s, 72 °C/ 20 s), extenze 72 °C/ 5 min. TEF1: denaturace 95 °C
po dobu 5 minut, dale 35x (95 °C/30 s, 57 °C/30 s, 72 °C/ 30 s), extenze 72 °C/5 min.
RPB2: denaturace 95 °C po dobu 5 minut, dale 35x (95 °C/30 s, 58 °C/40 s, 72 °C/
30 s), extenze 72 °C/5 min (Panek et al. 2019).
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4.1.4. Fylogeneticka analyza, test populaéni diferenciace

Ziskané sekvence vsech tfi oblasti DNA byly zarovnany pomoci online programu
MAFFT (verze 7,0saka), s nastavenim moznosti Q-INS-i a ruéné upraveny pomoci
programu BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/Bioedit/bioedit.html). Sekvence ziskané
pomoci PCR byly pouzity pro fylogenetickou analyzu. ITS dataset byl obohacen o dfive
publikované sekvence (Petersen & Hughes 1999; Liu et al. 2016; Li et al. 2019;
Zervakis et al. 2019). Dataset ITS dosahoval délky 641 bp (472 konzervovanych, 166
variabilnich a 19 singletovych pozic). Kombinovany dataset ITS-TEF1-RPB2 byl
dlouhy 1421 bp (1899 konzervovanych, 451 variabilnich a 247 singletovych pozic).
K porovnani fylogenetického vztahu obou datasetl byla pouzita analyza Bayesovské
inference (Bl). Analyza Bl byla provedena pomoci programu MrBayes 3.2.6. (Ronquist
et al. 2012). Nastaveni pravdépodobnosti z nejlépe vyhovujiciho modelu pro ITS
(GTR + G) a kombinovany soubor dat (TPM2uf + G = ITS, TIM2ef + G = TEF1, TIM1
+ | + G = RPB2) bylo vybrano pomoci informaéniho kritéria Akaike v programu
jModelTest2 (Darriba et al. 2012). Kombinovany soubor dat byl rozdélen na ffi
podmnoziny nukleotidovych mist: ITS, TEF1, RPB2. Byly spustény Ctyfi fetézce pro 10
milion reakci. Frekvence vzorkovani byla nastavena na kazdou 1000. generaci.
Déle byla proveden analyza molekularni variance (AMOVA). AMOVA byla
zpracovana softwarem Arlequin (Excoffier et al. 1992) ve standardnim nastaveni
vypoctu AMOVA po lokusech v haplotypovém formatu. Na zakladé této analyzy byla
vypocltena celkova hodnota Fst a populaéni parova Fst jednotlivych skupin
identifikovanych fylogenetickou analyzou. Pro vyhodnoceni miry pfirozené nahodné
hybridizace mezi pfislusniky populaci byl zpracovan test vazebné nerovnovahy. Pro
popis molekularni diverzity byla vyjadfena nukleotidova diverzita, jako
pravdépodobnost, ze dvé nahodné vybrana homologicka nukleotidova mista budou
odlisna. Genova diverzita byla vypoctena jako pravdépodobnost, ze dva nahodné
vybrané haplotypy ve skupiné budou odliSné. Pro potvrzeni diferenciace mezi
navrzenymi skupinami byl zpracovan test populacni diferenciace s poétem kroku

Markovova fetezce 10 000 a po¢tem krok( dememorizace 1000 (Panek et al. 2019).
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4.1.5. Odhad evoluéni divergence

Evoluéni divergence mezi skupinami izolatu definovanymi na zakladé fylogenetické
analyzy byla odhadnuta pomoci softwaru Mega 7.0 (Kumar et al. 2016). Byly pouzity
vSechny substituce (pfechody + transverze) v ramci zarovnani, pocet bootstrapovych

opakovani byl nastaven na 100 a byl pouzit model Tamura-Nei (Tamura & Nei 1993).

4.1.6. Porovnani kardinalnich teplot

Porovnanim kardinalnich teplot bylo provedeno urceni minimalniho a maximalniho
ristu mycelia k ovéfeni rozdéléni skupin Pleurotus spp. Pro experiment byly vybrany
kmeny P. ostreatus a P. pulmonarius (Tabulka 1). Jednotlivé kmeny byly pomoci
fylogenetické analyzy a analyzy populacni diferenciace rozdéleny do skupin OA
(skupina P. ostreatus A), OB (skupina P. ostreatus B) a P (skupina P. pulmonarius).
Kultury byly kultivovany na MEA dle Panek et al. (2019). Kultivace probéhla pfi
8 teplotach, ato: 7 °C, 10 °C, 22 °C, 25 °C, 28 °C, 32 °C, 35 °C a 37 °C. Petriho misky
s MEA byly inokulovany 3 mm terciky mycelia jednotlivych izolatd, které byly umistény
na stfed dvou na sebe kolmych os. Pfiristek mycelia byl zaznamenan po 7 dnech (pro
teploty 22 °C, 25 °C, 28 °C a 32 °C) a 14 dnech (pro teploty 7 °C, 35 °C a 37 °C).
Z méreni spocitan prirtstek mycelia za den. Pokus byl proveden v 5 opakovanich pro

kazdy izolat a teplotu.

Obr. 4: Priklad méreni pfirlistku mycelia u P. osteatus SPOPPO
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Tabulka 1: Kmeny P. ostreatus a P. pulmonarius pouzité pro porovnani kardinalnich teplot

¢islo druh ITS TEFA RPB2 kultivacni plvod
izolatu molekuldmi  GenBank molekularni  GenBank molekularni  GenBank historie
skupina number skupina number skupina number

6689* P.ostreatus OA MK757090 OA MK810672 OA MK810572 W Rakousko
CCBAS 459 P.ostreatus OA MK757081 OA MK810664 OA MK810553 W Némecko
CCBAS 462 P.ostreatus OA MK757077 OA MK810666 OA MK810568 W VB
CCBAS 472 P.ostreatus OA MK757084 OA MK810663 OA MK810578 C CR
CCBAS 474 P.ostreatus OA MK757083 OA MK810661 OA MK810551 W Bulharsko
CCBAS 692 P.ostreatus OA MK757091 OA MK810668 OA MK810554 W Japonsko
CCPF 5001 P.ostreatus OB MK757104 OB MK810637 OB MK810587 u CR
CCPF 5002 P.ostreatus OB MK757105 OB MK810635 OB MK810589 U CR
CCPF 5117 P.ostreatus OA MK757070 OA MK810647 OA MK810555 C Cina
CCPF 5155 P.ostreatus OA MK757072 OA MK810649 OA MK810549 W Slovensko

HK35 P.ostreatus OB MK757107 OB MK810641 OB MK810582 C Madarsko

M2125 P.ostreatus OB MK757101 OB MK810638 OB MK810579 C Florida, USA

SPOPPO P.ostreatus OB MK757103 OB MK810636 OB MK810588 C komer¢&ni izolat

CCPF 5011 P.pulmonarius P MK757117 P MK810714 P MK810629 W CR
CCPF 5015 P.pulmonarius P MK757116 P MK810718 P MK810614 W Tenerife
CCPF 5023 P.pulmonarius P MK757115 P MK810717 P MK810615 C Cina
CCPF 5086 P.pulmonarius P MK757119 P MK810715 P MK810633 W CR
CCPF 5127 P.pulmonarius P MK757129 P MK810709 P MK810625 W CR
CCPF 5128 P.pulmonarius P MK757110 P MK810712 P MK810618 W CR
CCPF 5152 P.pulmonarius P MK757122 P MK810711 P MK810619 W Slovensko
CCPF 5168 P.pulmonarius P MK757123 P MK810701 P MK810617 W CR

Izolaty byly pfirazeny do skupiny: E - P. eryngii, OA — P. ostreatus A, OB — P. ostreatus B, P — P. pulmonarius, T — P. tuoliensis. Kultiva¢ni historie izolatt: W —

divoky kmen, C — péstovany, U - neznamy.
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4.2.Vliv riznych vihkosti substratu na kulturu Pleurotus ostreatus a
Hericium erinaceus

4.2.1. Priprava substratu

Mycelium P. ostreatus a H. erinaceus bylo kultivovano na 2% agarovém meédiu (MEA)
(Carl Roth GmbH, Germany) s pfidavkem 2 % sladinového extraktu (Carl Roth GmbH,
Germany) pfipraveného dle Panek et al. (2019). Tyto kultury byly umistény
v inkubatorech Q-Cell 140/40 Basic (POL-LAB, Polsko) pfi teploté 25 °C.

Nasledné byla pfipravena sadba z pSeni¢ného zrna. Zrna psenice byla varena
ve vrouci vodé po dobu 30 minut. Po odstranéni prebytec¢né vody byl pfidan siran
vapenaty, a to v mnozstvi 2 % hmotnosti pSeni¢nych zrn. Poté byla pfipravena obilna
zrna plnéna do sklenénych lahvi a nasledné sterilizovana v autoklavu Sanyo MLS-
3781L (Sanyo, Japonsko) pfi 121 °C po dobu 2 hodin. Zchladla pSeniéna zrna byla
inokulovana vybranymi kulturami a ponechana v inkubatoru Q-cell pri 25 °C, dokud
nebylo zrno zcela kolonizovano myceliem (Kosnar et al. 2019). Takto pfipravena sadba
byla pouzita pro inokulaci substratu pro péstovani P. ostreatus a H. erinaceus.

Jako péstebni substrat pro kultivaci P. ostreatus a H. erinaceus byly pouzity
slaméné pelety. Pelety byly smichany s vodou v pomérech odpovidajicich 60 %, 65 %,
70 % a 75 % konecné vihkosti substratu. Takto pripraveny substrat byl pinén do kbelikl
o objemu 2300 ml a nasledné podroben sterilizaci v proparovaci komore pfi teploté
90 °C po dobu 24 hodin. Po zchladnuti substratu byla provedena inokulace zrnitou
sadbou (10 g sadby na povrch substratu v kbeliku). Poté byl substrat ponechan ke

kolonizaci myceliem pfi teploté 24 °C (Wiesnerova et al. 2023).

4.2.2. Odebirani vzorku

V pribéhu experimentl byly odebirany vzorky z okrajové vrstvy substratu
(1 —-2cm od povrchu) a ze stfedu substratu. Tyto vzorky byly nasledné pouzity

k dalSim analyzam.

4.2.3. Méreni prirustku mycelia

Pro zhodnoceni rustu kultur byl méfen pfirGstek mycelia. PFirlstek byl
zaznamenan na 4 osy po obvodu kbeliku, a to po 7 a 14 dnech od inokulace. Z téchto

hodnot byl vypocgitan primérny prirtstek mycelia za den.
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4.2.4. Méreni pH

Na pocatku a v pribéhu kultivace (pfed inokulaci, uplna kolonizace substratu,
nasazeni primordii a sklizen prvni viny plodnic) byla méfena hodnota pH v substratu
za pomoci pH metru Jenway 3505 (Cole-Parmer, Velka Britanie). Hodnota pH byla
stanovena ve smési Cerstvého vzorku s deionizovanou vodou v pomeéru 1:5 (w/v) dle
normy CSN EN 15933.

4.2.5. Méreni vihkosti substratu

Vlhkost substratu byla mérena pomoci analyzatoru vihkosti KERN DAB 200-2 (KERN
& SOHN GmbH, Némecko) pfi 105 °C. VIhkost substratu byla zjistovana ve fazich pred
inokulaci substratu, po jeho upIné kolonizaci myceliem, pfi nasazeni primordii a pfi

sklizni prvni viny plodnic.

4.2.6. Méreni enzymatické aktivity

Pro analyzu enzymatické aktivity bylo pouzito 0,2 g lyofilizovaného vzorku substratu.
K vzorku substratu bylo pfidano 20 ml octanového pufru (pH 5,0; koncentrace
¢ = 50 mmol . I'') a smés byla homogenizovana pomoci homogenizatoru Ultra-Turrax
(IKA Labortechnik, Némecko) pfi 8000 otackach/min po dobu 30 vtefin. Pro mérfeni
aktivity lakazy a mangan peroxidazy byl vzorek nasledné zfiltrovan a odsolen pomoci
PD-10 Desalting Columns (GE Healthcare, Germany) dle Kosnar et al. (2019). Méreni
probihalo v mikrotitraénich destickach a kazdy vzorek byl méren ve 4 opakovanich.

Aktivita ligninolytickych enzymU (mangan peroxidaza, lakaza) byla mérena
spektrofotometricky. Pro méfeni aktivity mangan peroxidazy byly pouzity roztoky
DMAB (3,3-dimethylamino-benzooova kyselina; 25 mmol.L-'), MBTH (3-methyl-2-
benzothiazolinon-hydrazon hydrochlorid; 1 mmol.L"), MnSO4 (2mmol.L""), EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina; 2 mmol.L""), peroxid vodiku (0,08 mmol.L")
a sukcinatovo - laktatovy pufr (100 mmol.L'; pH 4,5) podle Baldrian (2009). Pro
stanoveni enzymatické aktivity lakazy byly pouzity roztoky 150 uL citratovo —
fosfatového pufru (2,1 g monohydratu kyseliny citronové a 3,56 g Na2HP0O4.2H20)
a50 pL 0,08 % ABTS (2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina).
50 yL vzorku se substratem bylo pipetovano do mikrotitracnich desticek a okamzité
umisténo do modularniho readeru Tecan Infinite® M200 (Tecan, Rakousko). Nasledné
byla méfena absorbance pfi 420 nm po dobu 14 minut (méfeni 7 x 2 minuty) dle
Baldrian (2009) a Stursova & Baldrian (2011).
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Aktivita hydrolytickych enzym( (B-glukosidaza a celobiohydroldza) byla
méfena dle Kosnar et al. (2019), a to pomoci substratt 4-methylumbellyferyl-B-D-
glukopyranosid (MUFG, ¢ = 2.75mmol.L™", rozpoustédlo DMSO - dimethylsulfoxid) pro
B-glukosidazu a 4-methylumbellyferyl-N-cellobiopyranosid (MUFC, ¢ = 2.50mmol.L -1,
rozpoustédlo DMSQO) pro celobiohydrolazu. Aktivita byla méfena pomoci zmény
fluorescence po 5 minutach a po 125 minutach pfi excitaéni vinové délce 355 nm
a emisni vinové délce 460 nm pomoci modularniho readeru Tecan Infinite® M200

(Rakousko). Mikrotitracni desticky byly umistény v inkubatoru pfi 40 °C.

4.3. Enzymaticka aktivita Pleurotus ostreatus v pudé kontaminované PAH

Plda odebrana pfi dlouhodobém pokusu v lokalité Humpolec, byla kontaminovana
smési 16 individualnich PAH ze skupin s nizkou molekulovou hmotnosti (LMW),
stfedni molekulovou hmotnosti (MMW) a vysokou molekulovou hmotnosti (HMW)
(Tabulka 2).

Tabulka 2: Rozdéleni pouzitych PAH do skupin podle molekulové hmotnosti

skupina PAH
LMW acenaften
acenaftylen
antracen
fenantren
fluoren
naftalen
MMW chrysen
benz(a)antracen
HMW benzo(b)fluoranten
benzo(k)fluoranten
benzo(g,h,i)perylen
benzo(a)pyren
dibenz(a,h)antracen
fluoranten
indeno(1,2,3-c,d)pyren
pyren

Pro kultivaci P. ostreatus byla pouzita dievni Stépka o velikostech 10 — 30 mm
(varianta S1), 30 — 50 mm (varianta S2) a smés variant S1 a S2 v poméru 1:1 (W/W)
(varianta S3). Pro pokus byl pouzit kmen P. ostreatus HK 35 ze sbirky Vyzkumného

ustavu rostlinné vyroby v.v.i a osivo kukufice (Zea mays L. var. Colisee). Dfevni Stépka
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byla namocena, po dosazeni vihkosti 60 % naplnéna do nadob a vysterilizovana
v autoklavu Sanyo MLS-3781L (Sanyo, Japonsko) pfi 121 °C po dobu 2 hodin. Po
probéhnuti sterilizace byl substrat inokulovan zrnitou sadbou P. ostreatus a ponechan
ke kolonizaci po dobu 4 tydnu pfi teploté 24 °C. Ke kontaminované pudé bylo pfidano
5 % (WI/W) substratu s myceliem. Smés pudy s houbovym substratem byla naplnéna
do polypropylenovych kontejnert o objemu 6 L. Kazdy kontejner obsahoval 5 kg suché
experimentalni pudy. Experiment trval 120 dnG a byl proveden v 7 variantach po
4 opakovanich:

1) NA: kontrolni varianta bez pfidaného houbového substratu a kukufice
M + S1: kontaminovana plda + houbovy substrat 10 — 30 mm
M + S2: kontaminovana plda + houbovy substrat 30 — 50 mm
M + S3: kontaminovana plda + houbovy substrat smés 10 — 50 mm
PAM + S1: kontaminovana puda + kukufice + houbovy substrat 10 — 30 mm
PAM + S2: kontaminovana puda + kukufice + houbovy substrat 30 — 50 mm

PAM + S3: kontaminovana puda + kukufice + houbovy substrat 10 — 50 mm

U variant s kukufici bylo vyseto 8 semen do kazdého kontejneru a po 15 dnech
od vykli¢eni byl pocet zredukovan na 3 rostliny stejné velikosti. VIhkost substratu byla
udrzovana pfi 60 — 70 % vlhkosti. Na konci experimentu byly odebrany 3 vzorky
z kazdého kontejneru, které byly smichany a pouzity jako finalni vzorek. Tyto vzorky
byly pouzity pro analyzu enzymatické aktivity (viz. Kapitola 4.2.6 Méfeni enzymatické

aktivity)

4.3.1. Analyzy mnozstvi biomasy hub

Biomasa hub v pudé byla kvantifikovana pomoci nealkalické extrakce volného
ergosterolu z Zivych houbovych bunék dle Djajakirana et al. (1996). 1 g pudy byl pfidan
k 25 ml etanolu a tfepan ve tmé po dobu 30 minut pfi 250 rpm na orbitalni trepacce.
Suspenze byla Zfiltrovana a odparena ve vakuové rotac¢ni odparce pfi 40 °C. Suchy
extrakt byl rozpustén v 1 ml etanolu. Kvantitativni stanoveni ergosterolu bylo

provedeno pomoci HPLC analyzy (1260 Infinity HPLC, Agilent Technologies, USA).

4.3.2. Analyza PAH

Extrakce PAH ve vzorcich pludy byla provedena dle US EPA s extrakci v ultrazvukové

lazni s prabéznym trojim reextrakénim cyklem. Pro stanoveni PAH bylo pouzito 5 g
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vzorku. Ultrazvukova extrakce vzorku byla provedena v 30 ml smési hexan:aceton (1:1
V/V) v ultrazvukové 1azni (Bandelin Sonorox Digitec DT510/H, Némecko) a sonikovana
po dobu 30 minut pri teploté 35 °C. Reakéni smés byla poté prefiltrovana pres filtracni
papir a proplachnuta 5 ml hexanu. Vzorek byl dvakrat reextrahovan 30 ml hexan-
acetonu (1:1, VIV) stejnym postupem. Extrakty byly spolecné shromazdény a
odpareny na rotaéni odparce (Biichi rotavapor R-300, Svycarsko) pfi 40 °C téméf do
sucha (> 1 ml), rozpustény v 5 ml hexanu a zahustény na 1-2 ml pro dalsi Cisténi.
Kfemelina SPE kolon byla kondicionovana pomoci 10 ml 15% (V/V) dichlormethanu-
hexanu, promyta 10 ml hexanu a nasledovala eluce 10 ml 15% (V/V) dichlormethanu-
hexanu. Eluat byl rekoncentrovan na 1 ml a po pfidani roztoku IS v koncentraci 500
Hg/l byl analyzovan na pfitomnost PAH.

Analyza jednotlivych PAH byla provedena pomoci plynového chromatografu
s hmotnostnim spektrometrem (GC/MS) Agilent HP 6890 N (Agilent Technologies,
USA) pfipojeném k inertnimu hmotnostné selektivnimu detektoru Agilent HP 5975
(Agilent Technologies, USA) vybaveném autosamplerem Agilent 7683B a kapilarni
kolonou DBEUPAH (20 m x 0,18 mm vnitfni pramér, tloustka vrstvy 0,14 um) (Agilent
J&W Scietific, USA). Jako nosny plyn bylo pouzito helium (HiQ, 6.0, Linde, Ceska
republika) s konstantni pritokovou rychlosti 1,0 ml/min. Vzorky byly vstfikovany
v rezimu pulzniho stavu (1 ul, pratok proplachu 70 ml/min pfi 0,75 min). Hmotnostni
spektrometr pracoval s vyuzitim elektronové ionizace (70 eV). PAH v pUdnich
extraktech byly identifikovany na zakladé retenénich ¢astu standardi PAH
a kvantifikovany pomoci faktorl odezvy vztazenych k pfislusnym vnitfnim standardim
na zaklade externi pétibodové kalibraéni kfivky (10-1000 pg/l) pro kazdou jednotlivou
slouceninu PAH. Kalibraéni kfivky vykazovaly pfijatelnou linearitu (R > 0,9985) pro
kazdy z PAH. Limity kvantifikace byly vypocteny v rozmezi 1,8 (ACE) a 5,6 (BghiP)
Ma/kg dw. Vytéznost SS 2-FBP a p-TER-d14 se v analyzovanych vzorcich pohybovala
v rozmezi 89,7-98,0 % a 90,5-117,8 %.
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4.4. Statistické analyzy

U naméfenych hodnot byly provedeny analyzy normality (Kolmogordv - Smirnoviy,
Lillieforstv, Shapiro - Wilkiv W test) a homogenity (Cochrantv, Hartleylv, Bartlettiv
test). Pro vyhodnoceni vysledkU kardinalnich teplot byla pouzita diskriminaéni analyza
(p < 0.0000), Mahalanobisovy vzdalenosti. Na zakladé vysledkd normality
a homogenity byla zvolena analyza rozptylu jednofaktorovd ANOVA nasledovana
Tukeyho HSD testem (p < 0,05) nebo neparametricky Kruskal — WallisGv testem
(p £ 0.05). Tyto analyzy byly provedeny pomoci softwaru Statistica 12 CZ (StatSoft,

Tulsa, USA).
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5. Vysledky a diskuze
5.1.Fylogeneticka analyza a vliv teploty na rist jednotlivych skupin rodu

Pleurotus spp.

V ramci fylogenetické analyzy bylo zjisténo, ze jak ITS tak kombinovany soubor dat
vedly k témeér identickym vysledkim. VS8echny v soucasnosti uznavané druhy byly
dobfe ohranieny. Izolaty P. ostreatus rozdéleny do dvou skupin (OA a OB). Do
skupiny OA byly zafazeny izolaty divokych kmenu (v€etné ex-typu izolatu 6689).
Skupina OB zastupuje kultivované izolaty.

Nejvyssi genova diverzita H byla zaznamenana ve skupiné OA, zatimco nejnizsi
genova diverzita H byla u skupiny P. eryngii (E). Nejvy$si hodnota primérného poctu
parovych rozdill byla ve skupiné OB. Podobné nukleotidova diverzita byla vyssi
u skupiny OB, nez v ostatnich skupinach. Kromé haplotypt OA a OB u P. ostreatus
byly zjistény také prechodné, hybridni haplotypy. PFi rozliSovani polohy nukleotidl
nesly tyto hybridni sekvence oba nukleotidy charakteristické pro haplotypy OA a OB.
V porovnani s tim byly sekvence P. pulmonarius (P) a E velmi uniformni. Ve srovnani
s ITS a TEF1 obsahovaly sekvence RPB2 vSechny charakteristické nukleotidové
pozice, které odlisuji OB od heterozygotll OA. Celkové hodnoty fixacnich indext Fst
(Tabulka 3) se pohybovaly mezi 0,8961 (TEF1) a 0,96181 (ITS), procento variability

sv v

parovém srovnani byla mezi skupinami OA a OB ve v8ech tfech genovych oblastech.
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Tabulka 3: Vysledky AMOVA pro analyzované skupiny izolat(

ITS E T OA OB
E
T 0,98103
OA 0,97298 0,95482 Fst total = 0,96181; P value
OB 0,9227 0,78387 0,85685 pro Fst < 0,05
P 0,9875 0,98242 0,97352 0,94749
TEF1 OA OB
E
T 0,8759
OA 0,94314 0,95569 Fst total = 0,89610; P value
OB 0,84213 0,72195 0,7795 pro Fst < 0,05
P 091978 0,8958 0,9236 0,8153
RPB2 OA OB
E
T 0,96839
OA 0,94361 0,91089 Fst total = 0,91469; P value
OB 0,95367 0,88478 0,76004 pro Fst < 0,05
P 0,93551 0,8825 0,9006 0,8632

Do analyzy byly zahrnuty skupiny P. ostreatus - OA a OB definované na zakladé fylogeneze odvozené
z molekularnich dat, izolaty P. pulmonarius (P), P. eryngii (E) a P. tuoliensis (T).

Pro test kardinalnich teplot byly vybrany skupiny OA, OB a P. Vysledky Kruskall

— Wallisova testu ukazaly signifikantni rozdily v rastu mezi skupinami OA, OB a P.

Pouze pfi teploté 25 °C nebyl zjistén zadny rozdil. Pfi nizkych teplotach (7 °C a 10 °C)

rostly izolaty skupiny P. pulmonarius (P) pomaleji nez izolaty ostatnich skupin

(Tabulka 4). Skupina OB vykazovala pfi vysSich teplotach (35 °C) rychlejsi prirlstek

nez skupina OA.
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Tabulka 4: Pfiristek mycelia skupin OA, OB a P

OA

oB

P

7°C 1,75+1,28 a
10°C 2,791, 76a
22°C 451+255a

25°C 1554+247a

27°C 149+127a
32°C 6,11t274a
35°C 084+1,05a

1,30+0,68a 093+0,5b
2287+102a 1,44+0,75b
886+16b 6,48+452c
1526 +2,17a 1463+3,8a
14,38 +2,39b 14,09+ 3,05 a
731+199a 7,71+288b
251+2,09b 0,53%044a

Primérna hodnota denniho pfirtstku mycelia + smérodatna odchylka [mm] izolatt skupin P. ostreatus

OA a OB a P. pulmonarius (P) pfi rGznych teplotach. Skupiny, které se statisticky vyznamné li$i od

ostatnich, jsou odliSeny indexovym pismenem a, b, c. Kruskal-Wallistv test, p < 0.05.

Diskriminaéni analyza (Tabulka 5) odhalila, ze kardinalni teploty jsou vhodné

pro odliseni vSech skupin, které byly zahrnuty do analyzy, celkova diferencialni
schopnost modelu byla Wilks'. A total = 0,35917, p < 0,0001. Hodnota Wilk’s A total je

na skale 0 (zadna diskriminace) az 1 (nejvétsi diskriminace) a vyjadiuje celkovou

22°Ca35°C.

vvvvvv

Tabulka 5: Vysledky diskriminacni analyzy zalozené na kardinalnich teplotach

teplota

7°C

10 °C
22 °C
27 °C
32°C
35°C

Wilks' lambda: 0,35917 aprox. F (12,460)=25,629 p<0,0000

Wilk's. A Parc. A F-remove  pvalue Toler. 1-toler.
-223 R"2
0,378076  0,950002 6,05239 0,002744 0,936622 0,063378
0,379772  0,945759 6,59546 0,00164 0,743733 0,256267
0,445643 0,805966 27,686 0,00000 0,887193 0,112807
0,388091 0,925486 9,25901 0,000136 0,422103 0,577897
0,377933  0,950362 6,00655 0,002866 0,393576 0,606424
0,582375 0,616739  71,46477 0,00000 0,681944 0,318056
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Mahalanobisovy vzdalenosti (Tabulka 6) na zakladé vysledkt diskriminaéni
analyzy vykazovaly podobné hodnoty vzdalenosti mezi skupinami OA/OB a OB/P.
Vzdalenost mezi skupinami OA/P byla vyrazné mensi nez u pfedchozich dvou a znaci,

ze jsou si skupiny blizsi.

Tabulka 6: Mahalanobisovy vzdalenosti mezi skupinami izolat( vypoctené na zakladé
kardinalnich teplot

skupina OA OB P

OA 5,639034 2,497967
OB 5,639034 5,253574
P 2497967 5,253574

Do analyzy byly zahrnuty skupiny P. ostreatus - OA a OB definované na zakladé fylogeneze odvozené
z molekularnich dat a izolaty P. pulmonarius (P).

Vysledky fylogenetické analyzy a porovnani kardinalnich teplot odhalily kontrast
mezi populacnimi skupinami P. ostreatus a P. pulmonarius. U P. pulmonarius je
celkova geneticka variabilita pomérne vysoka. Takto vysoka uroven genové variability
u tohoto druhu naznacuje existenci vétsi, strukturovangjsi populace. Tato variabilita
neni prekvapiva, protoze do studie byly zahrnuty izolaty z Evropy i Asie. Skupina
P. pulmonarius se od ostatnich druht vyrazné odliSuje relativné vysokym fixaénim
indexem Fst. Vysledky ukazuji, Ze tok gent mezi P. pulmonarius a ostatnimi skupinami
je velmi nepravdépodobny, ackoli hodnoty FST mezi skupinami OB a P se blizi
hodnotam mezi skupinami OA a OB. Tyto vysledky potvrzuje i exaktni test diferenciace
vzork(l. Test evoluéni divergence vsak ukazuje relativné vys$si podobnost mezi
OA OB, nez mezi témito dvéma skupinami a P. pulmonarius. Na rozdil od
P. pulmonarius je P. ostreatus jasné rozdélena do dvou skupin, a to OA a OB. Podle
vysledku fylogenetické analyzy tvofi obé skupiny dobfe ohrani¢ené skupiny a lze je tak
povazovat za samostatné druhy. Identicky vyskyt dvou rlznych skupin P. ostreatus byl
dolozen jiz pfedchozimi autory (Li et al. 2017, Li et al. 2019, Shnyreva & Shnyreva
2015; Stajic et al. 2005). Zatimco skupina OA zahrnuje prfevazné divoké izolaty
stfedoevropského plvodu (véetné ex-typu izolatu P. ostreatus), skupina OB je sloZena
z izolatl kultivovanych, nékdy domnéle hybridniho plvodu, a povazovanych za
,P. florida“. Rozdily mezi skupinami potvrzuji i méfeni pfiristku mycelia. Byl detekovan
geneticky tok mezi skupinami OA a OB. Hybridizace mezi dvéma druhy u basidiomycet

neni béznym jevem, ale existuje nékolik prikladl mezidruhovych hybridizaénich
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udalosti (semipermeabilni povaha hranic druh hub), zejména pokud jsou dva blizce
pfibuzné druhy oddéleny hlavné geografickymi bariérami (Steenkamp et al. 2018).
Historicky péstovana hliva ustficna pochazela z kmene evropského P. ostreatus
s ponékud pevnymi plodnicemi. K nasazeni primordii vS8ak dochazi pfi nizkych
teplotach 15 — 20 °C, zatimco u krehcich plodnic ,P. florida“ dochazi k nasazeni
Slechtitelské ¢innosti péstitelt hub vyustilo v nové kultivované genotypy hlivy ustfi¢né
(Eger et al. 1976; Tsukihara et al. 2006). Celkové vysledky experimentu naznacuji, ze
vétsina komercéné péstovanych kmenu, a tedy potomci zamérného Slechténi izolatt
P. ostreatus, patfi do skupiny OB. Ne vSechny kultivované izolaty zahrnuté ve studii
jsou jasného geografického plvodu, ale izolaty identifikované jako P. ostreatus jsou
prevazné typu OB, zatimco evropské izolaty zjevné dominuji ve skupiné OA. Na
druhou stranu, zadny izolat skupiny OB nebyl potvrzen jako divoky izolat z Evropy.
Prestoze izolaty OB zahrnuté v této studii byly ziskany z péstiren a Slechtitelskych
podnikd z raznych zdrojl, zejména v Asii, jejich skuteény geograficky plvod neni

jasny.
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5.2.Vliv riznych vihkosti substratu na kulturu Pleurotus ostreatus a

Hericium erinaceus

Pro uspésnou kultivaci hub je dllezity nejen vybér vhodného druhu a kmene, ale také
parametry, za jakych kultivace probiha. Jednim z téchto parametrl je obsah vody
v substratu, ktery je posléze vyuzit kulturou béhem jejiho vyvoje.

Pfi experimentu s kultivaci P. ostreatus a H. erinaceus byl zjistovan vliv rizného
pocate¢niho obsahu vody v substratu a jeho vliv na zménu vlhkosti substratu
v pribéhu kultivace, pH, rust mycelia, biologickou efektivitu substratu a enzymatickou
aktivitu v riznych vrstvach substratu. Na zakladé vysledkl uvedenych v Tabulce 7 je
zfejmé, Ze v prubéhu kultivace P. ostreatus doslo k postupnému snizovani vihkosti
substratu. Nejvétsi pokles byl zaznamenan u varianty 60 % (z 59,4 % na 41,4 %).
Tento pokles mUze byt zplsoben nizsi pocateéni vihkosti substratu, a proto béhem
kultivace P. ostreatus vyuzila vice vody ze substratu nez u jinych variant. Béhem
kolonizace substratu myceliem byla u vétsiny variant vihkost substratu vyssi v okrajové
vrstve, zatimco pfi fruktifikaci (faze nasazeni primordii az sklizer plodnic) byla vihkost
vySSi ve stfedu substratu. Nizsi vinkost v okrajové vrstvé v pozdéjsich fazich kultivace,
Ize vysvétlit vyuzitim vody k nasazeni primordii a vyvoji plodnic. Byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vrstvami substratu, a to u vSech variant
s vyjimkou 70 %. Dale byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi
fazemi kultivace, zejména mezi fazi kolonizace a sklizni. Béhem kultivace doslo ke
U vétsiny variant byl ve fazi kolonizace obsah vody vyssSi v okrajové vrstveé, zatimco
pfi fruktifikaci (faze nasazeni primordii a sklizné) byl obsah vody vysSi ve stredu
substratu. Nizsi obsah vody v okrajové vrstvé muze byt zapfi¢inén tvorbou primordii
a jejich rastem, kdy kultura vyuziva vodu v substratu a transportuje ji z néj do plodnic
a atmosféry. Z vysledkt uvedenych v Tabulce 8 je patrné, Ze v prabéhu kultivace
H. erinaceus se vlhkost substratu u vS8ech variant také postupné snizovala.
K nejvySsimu ubytku vihkosti v substratu dosSlo u varianty 60 % obsahu vody
v substratu, stejné jako v pfipadé P. ostreatus. V okrajove vrstvé substratu se vihkost
snizila z faze kolonizace do faze sklizné o 19,77 %, ve stfedu substratu o 11,4 %.
U varianty s nejvyssi vihnkosti (75 %) byl v okrajove vrstvé zaznamenan nejnizsi ubytek
vihkosti v pribéhu kultivace H. erinaceus, ktery byl pouze 1,22 %. Variantam s nizsi

vlhkosti (60 % a 65 %) klesala vlhkost vice v okrajové vrstve, zatimco u variant 70 %
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a 75 % obsahu vody v substratu doslo k vétSimu ubytku ve stfedu substratu. Statisticky
vyznamné rozdily v obsahu vody v substratu byly zaznamenany mezi fazemi
kolonizace substratu a sklizni plodnic. Tento rozdil byl zjistén zejména u stfedové
vody doSlo u varianty s nejvyssi vihkosti (75 %). Atila (2019) kultivoval H. erinaceus
na ruznych lignocelulézovych odpadech. Pro kultivaci byly pouzity substraty
z dubovych pilin, slamu a piliny z olSe, pficemz pocatecni vihkost substratu byla 68,5 %
az 70 %. Béhem jeho experimentu také doslo k poklesu obsahu vody v substratu o 8,7
- 17, 3 %. Nejvyssi pokles vihkosti substratu byl zaznamenan u substratu z pseni¢né
slamy. Tento pokles vihkosti substratu Ize vysvétlit transferem vody do atmosféry
a plodnic. Bellettini et al. (2019) zminuji riziko vyskytu chorob béhem kultivace pfi
vlhkosti substratu vy$si nez 70 %. Nicméné, v naSem pripadé nedoslo k vyskytu
chorob ani pfi vihkosti substratu 75 %. Hassan (2007) kultivoval H. erinaceus pfi
pocatecni vihkosti 63 — 64 % a zhodnotil tuto vihkost jako dostacujici pro optimalni rust

kultury, coz se v nasem experimentu ukazalo jako nedostacujici
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Tabulka 7: Zmény vihkosti a pH substratu v pribéhu kultivace Pleurotus ostreatus pfi riznych vihkostech substratu

60 % 65 % 70 % 75 %
1 2 1 2 1 2 1 2
kolonizace 594 £0,7 aA 62,63+0,76 aB 72,01 £1,09 aA 68,75+ 1,07 aB 72,75 £ 1,89 aA 72,37 +£0,53aA 79,32+0,69aA 76,82 +0,66aB
Vihkost
substratu primordia 68,1 £0,87aA 52,37+1,02bB 67,8 £0,65bA 66,08 + 0,63 bA 7065+1,21 abA 68,95+0,19bA 78,93 +1,06aA 76,55+0,37 aB
[%] sklizen 414 +045bA 57,7+0,37cB 58,5 +0,67 cA 66,55+ 0,61 abB 68,17 £ 1,02 bA 67,28 +0,22cA 74,55+0,47bA 75,0+0,8aA
kolonizace 4,74 £0,03aA 5,09+0,01aB 4,81 £0,02 aA 5,22 +0,01 aB 512 +0,12 aA 527+0,06aA 513+0,07aA 5,43+0,04aB
pH primordia 533+0,19bA 5,27 £ 0 abA 5,13 £0,01 bA 5,31 £0,03 bB 5,13 £0,06 aA 5,2+0,01 aA 537+0,06 bA 5,37+0aA
sklizen 5,29 +0,1 bA 5,35+0,11 bA 5,5+0,05cA 5,63 +0,03cB 5,16 £ 0,08 aA 526 +0,02aA 583+0,03cA 563+0,01bB

Hodnoty znaci primérné hodnoty vihkosti substratu a pH + smérodatna odchylka (n = 3). 60 % - varianta s poc¢atecni vihkosti substratu 60 %, 65 % - varianta

s pocatec¢ni vlhkosti substratu 65 %, 70 % - varianta s pocatecni vlhkosti substratu 70 %, 75 % - varianta s pocateCni vihkosti substratu 75 %; 1 — okrajova vrstva

substratu, 2 — stfed substratu. Mala indexova pismena znadci signifikantni rozdily mezi jednotlivymi stadii kultivace, velka indexova pismena znaci signifikantni rozdily

mezi jednotlivymi vrstvami (Kruskal-Wallisdv test, p < 0.05) (Wiesnerova et al. 2023).
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Dal$im studovanym parametrem byla zména pH v prabéhu kultivace (Tabulky
7 a 8). U obou kultur doslo k poklesu pH béhem kolonizace substratu z hodnoty 6,0
a 6,01 (pred inokulaci substratu) na 4,74 — 5,43 v pfipadé P. ostreatus a 4,04 - 5,09
pfipadé H. erinaceus. V dalSich fazich pH u v8ech variant mirné vzrostlo. Ve fazi
kolonizace bylo pH vysSsi ve stfedu substratu nez v okrajové vrstvé. Pri kultivaci
P. ostreatus bylo nejnizsi pH (4,74) zjisténo u varianty 60 % vihkosti substratu ve fazi
kolonizace a nejvy$si hodnota (5,83) byla u varianty 75 % pfi sklizni. Statisticky
vyznamné rozdily byla zaznamenany mezi vrstvami, s vyjimkou varianty 60 %, a také
mezi jednotlivymi fazemi kultivace. V prabéhu kultivace H. erinaceus doSlo ve fazi
nasazeni primordii u variant 65 %, 70 % a 75 % ke zvySeni pH ve stfedové vrstvé
substratu. Byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi vrstvami v jednotlivych
fazich kultivace, s vyjimkou variant 60 % a 65 % (faze sklizné). Statisticky vyznamné
rozdily v hodnotach pH v ¢ase kultivace byly zaznamenany u variant 70 % a 75 %, a to
ve stfedové vrstvé substratu. Bellettini et al. (2019) zminuji stejny pokles pH béhem
kolonizace substratu P. ostreatus, kdy se pH snizilo na hodnotu 4. Atila (2019) pfi
kultivaci H. erinaceus dosel k zavéru, ze se pH béhem vyvoje snizuje, a to u vSech
testovanych substratd (piliny, slama, zbytky po zpracovani svétlice). Hodnoty pH klesly
ze 4,4 —6,5na 4,0 — 5,1, coz je shodné s hodnotami pH v piedkladané praci. Oztirk
& Atila (2021) kultivovali Hypsizygus ulmarius na substratech z fazolové slamy,
kukuricné silaze, psenicné slamy a pilin pfi pocatec¢ni vihkosti substratu 70 %
a sledovali zménu rliznych parametrd substratu. Také dosli k zjisténi, Ze pH v pribéhu
kultivace klesa z plvodnich 7,46 — 6,87 na 6,18 — 4,52. Klesal také obsah celul6zy,
hemiceluldzy a ligninu, kdy kultura vyuziva tyto slozky jako zdroj energie. Philippoussis
et al. (2003) sledovali zménu parametrl substratu pfi péstovani Lentinula edodes
a i tomto pfipadé doslo ke snizeni hodnot pH v pribéhu kultivace z 6,2 — 6,91 na 4,49
— 5,06. Korela¢ni analyza odhalila, Ze pocate¢ni pH substrati ovlivnilo pribéh
kolonizace. Pokles pH substratu muUze byt ovlivnén pfitomnosti metabolitd nebo
latkami jako napfiklad organickymi kyselinami, které vznikly pfi procesu kultivace.
Akpinar & Urek (2014) také zaznamenali pokles pH v prabéhu kultivace P. ostreatus
na substratu z granatovych a merunkovych slupek, kdy se z plvodnich 6,0 snizilo na
4,8. Zjisténi uvedenych autor(l i v této praci naznacuji, ze v prubéhu kultivace pH

postupné klesa, a to az na hodnoty okolo 4.
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Tabulka 8: Zmény vihkosti a pH substratu v pribéhu kultivace Hericium erinaceus pfi riznych vihkostech substratu

60% 65% 70% 75%

kolonizace 60,89 +5,06 aA 51,15+135aB 67,82+1,13aA 66,06+0,37 aB 66,66 + 0,67 aA 72,17 £1,38 aB 76,52+0,3 aA 77,02+0,34 aA

Vihkost
substratu primordia 5537+1,19abA 5128+226aA 66,7+222aA 67,15+0,29abA 61,83+0,76 abA 66,05+0,29abB 75,63 +0,57aA 74,95+0,29 aA

[%] sklizen 4112+036bA 39,75+094aA 61,06+0,49aA 63,62+0064bB 58,08 +£0,63 bA 63,5+ 1,14 bB 75,3+057aA 7165+1,18bB

kolonizace 4,29 +0,14 aA 5,09+0,04 aB 458 +0,02aA 4,39+0,04aB 4,04 £ 0,01 aA 4,79 +£0,19 abB 432+0,04aA 4,62+0,01abB
pH primordia 4,29 + 0,06 aA 4,71 +0,04 aB 438+004aA 4,89+0,01aB 417 £ 0,09 aA 6,35+0,01 aB 4,05+0aA 4,64 +£0,01 aB

sklizen 437 +0,16 aA 4,59+0,15 aA 431+017aA 4,4410,09aA 418+ 0,05 aA 4,47 + 0,05 bB 433+0,01aA 4,43+0,03bB

Hodnoty znaci primérné hodnoty vihkosti a pH substratu £ smérodatna odchylka (n = 3). 60 % - varianta s po¢ateéni vihkosti substratu 60 %, 65 % - varianta s pocatecni
vlihkosti substratu 65 %, 70 % - varianta s po¢atec¢ni vihkosti substratu 70 %, 75 % - varianta s pocatecni vihkosti substratu 75 %; 1 — okrajova vrstva substratu, 2 — stred
substratu. OdliSnd malad indexova pismena znadi signifikantni rozdily mezi jednotlivymi stadii kultivace, velka indexova pismena znaci signifikantni rozdily mezi

jednotlivymi vrstvami (Kruskal-Wallistv test, p < 0.05).
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Rychlost ristu mycelia P. ostreatus je uvedena v Grafu 1. Varianty s obsahem
vody 65 % a 75 % vykazovaly nejrychlejs$i rist mycelia za den (4,88 a 4,96 mm/den).
Mezi témito variantami nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Na druhé strané, byly
zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi variantami 60 % a 70 %, které jsou zaroven
prirtstek mycelia, coz znadi, ze v substratu nebyl dostateény obsah vody pro rlst
mycelia a to rostlo pomaleji. Toto zjisSténi znamena, ze vihkost substratu nizsi nez 65 %
neni pfili§ vhodna pro rast mycelia P. ostreatus. Zervakis et al. (2001) testovali rust
P. ostreatus a dalSich hub na rlznych substratech pfi vihkosti 65 — 75 %. Rust na
psenicné slamé byl vyssi nez v pripadé naseho experimentu s kultivaci P. ostreatus
(5,26 mm/den). Nicméné u ostatnich hub (P. eryngii, P. pulmonarius a Lentinula
edodes) byl priristek mycelia niz8i (P. eryngii 3,8 mm/den, P. pulmonarius
4,4 mm/den, Lentinula edodes 2,3 mm/den). Vliv vihkosti substratu byl sledovan také
ve vztahu k rychlosti ristu mycelia H. erinaceus (Graf 3). Nejvy$siho pfirtstku za den
dosahla varianta 70 % (7,84 mm/den), zatimco nejnizsi pfirlstky byly zaznamenany
u variant 60 % a 65 % (6,37 mm/den a 5,8 mm/den). Varianta s obsahem vody
v substratu 70 % se statisticky vyznamné liSila od variant s niz8i vlhkosti (60 %
a 65%). Mezi variantami 60 %, 65 % a 75 % nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.
Ko et al. (2005) zkoumali rUst rdznych druhl rodu Hericium spp. na 6 vybranych
substratech o vihkosti 65 %. Nejvyssi pfiristek byl zaznamenan u H. erinaceus
kultivovaném na pilinach s pfidavkem soéjové moucky (4,2 mm/den), coz je nizSi
pfiristek nez v pfipadé naseho pokusu pfi vinkosti 65 %. Gonkhom et al. (2022)
testovali rst mycelia H. erinaceus na ruznych lignocelulézovych odpadech, kdy
vihkost substratu byla v rozmezi 50 — 70 %. Ve vSech pfipadech byl pfirGstek mycelia
niz8i nez prirstek H. erinaceus v naSem pokusu. Philippoussis et al. (2001) kultivovali
P. ostreatus, P. pulmonarius, P. eryngii, Agrocybe aegerita a Volvariella volvacea na
substratech z psenicné slamy, bavinikového odpadu a arasidovych skorapek
o vlhkosti 70 %. Nejvyssiho pfiristku mycelia dosahla kultura P. ostreatus
a P. pulmonarius (6,92 — 9,58 mm/den), coz je vice nez v pfipadé naseho experimentu
s kultivaci P. ostreatus. Nicméneé v pfipadé naseho experimentu s kultivaci

H. erinaceusje rlst mycelia v podobném rozmezi (7,84 mm/den).
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Graf 1: Rust mycelia P. ostreatus pfi riznych pocatecnich vihkostech substratu. Sloupce

predstavuji primér prirastku = smérodatna odchylka (n=40). Odli$na indexova pismena znaci

signifikantni rozdily (Kruskal-Wallistlv test, P<0.05) (Wiesnerova et al. 2023).
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Obrazek 6: Pribéh kolonizace (7 dni od inokulace) substratu s rliznym obsahem
vody kulturou P. ostreatus

A — 60 % vlhkosti, B — 65 % vlhkosti, C — 70 % vlhkosti, D — 75 % vlhkosti
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Graf 2: R{st mycelia H. erinaceus pfi rliznych pocatecnich vihkostech substratu. Sloupce
predstavuji primér prirastku = smérodatna odchylka (n=20). Odli$na indexova pismena znaci
signifikantni rozdily (Kruskal-Wallis(iv test, P<0.05).

Biologicka efektivita substratu (BE) je vyjadfena jako pomér hmotnosti Eerstvych
plodnic (g) a hmotnosti suchého substratu (g), tento pomér se udava v procentech
(Liang et al. 2019). V pokusu s porovnanim ruznych vlhkosti substratu nebyl zjistén
zadny statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi variantami (Graf 2). NejvySsi BE
meély varianty 65 % a 70 % vody v substratu, a to 50 % a 51 %. Nejnizsi BE byla
zjisténa u varianty 60 %, kde byl zarover nejpomalejsi rust mycelia. V experimentu
Kalmise et al. (2008) byla kultivovana hliva ustficna na substratu z pSenic¢né slamy
v kombinaci s odpadni vodou z olivového mlyna. Hodnoty BE se pohybovaly v rozmezi
14,7 — 50,7 % pfi vihkosti substratu 70 %. V porovnani s experimentem v predkladané
praci jsou hodnoty BE nizsi, a to u vSech variant. Girmay et al. (2016) provedli
experiment s kultivaci na rlznych substratech a BE substratu z pseniéné slamy
s obsahem vody 60 — 70 % byla 35,88 %. Wang et al. (2001) kultivovali P. ostreatus
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pfi rizném obsahu vody v substratu a zkoumali vliv na BE. Jako substrat byly pouzity
psenicné otruby a mlato v poméru 50:50. Zjistili, ze nejvy$si BE dosahl substrat
s vihkosti 70 % a BE se zvySovala se zvysujici se vihkosti substratu. Rust mycelia byl
také nejvyssi pri vihkosti 70 %. Tyto hodnoty se shoduji se zjisténim v predkladané
praci. Hassan (2007) kultivoval H. erinaceus na substratech slozenych z pilin, ryzové
slamy, pSenicné slamy a jejich kombinacich. Vihkost substrati dosahovala 63 — 64 %.
Nejvyssi BE vykazoval substrat slozeny z pilin a jako nejméné vhodny byl vyhodnocen
substrat z ryzové slamy. Philippoussis et al. (2001) porovnavali BE u substratu
z pSenicné slamy, bavinikovych odpadu a arasidovych slupek pfi kultivaci P. osteatus,
P. pulmonarius a P. eryngii. Pocatecni vihkost substratu byla 70 %. V pfipadé
P. ostreatus dosahovaly substraty z pSenicné slamy a baviniku vys$si BE (70,61 —
116,7 %) nez substrat z arasidovych slupek (13,7 %). Tyto hodnoty jsou vySsi nez
v pfipadé naseho experimentu, coz mUze byt zplisobeno odliSnou pfipravou substratu
a kultivaénimi podminkami. Muswati et al. (2021) hodnotili rizné kombinace substratu
na rust a vynos P. ostreatus. Zjistili, Ze nejvyssi BE dosahl substrat z bavinikového
odpadu a smés bavinikového odpadu, slamy a slupek z baobabu (86,2 % a 85,9%).
V pripadé substratu ze slamy byla dosazena BE 55 %, coz se blizi BE v nasem
pokusu. Takeé zjistili, ze nejvyssi vodni kapacitu ma substrat z bavinikového odpadu
a nejnizsi substrat ze slamy. Rozdily v BE a vodni kapacité substratu mohou byt

v dusledku odli$ného sloZeni substratu (pomér C:N).
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Graf 3: Vynos plodnic vyjadreny biologickou efektivitou substratu pri rizné pocatecni vihkosti
substratu. Sloupce predstavuji primér hodnot biologické efektivity substratu + smérodatna
odchylka (n=3). Odli$na indexova pismena znaci signifikantni rozdily (Kruskal-Wallisliv test,
P<0.05) (Wiesnerova et al. 2023).

P. ostreatus a H. erinaceus patfi k houbam bilé hniloby, které produkuji
ligninolytické a hydrolytické enzymy. Jednim z enzymU byla 1,4-B-D-glukosidaza.
Pri kultivaci P. ostreatus se aktivita 1,4-R-D-glukosidazy (Tabulka 9) postupné
zvySovala a nejvysSsi aktivita byla zaznamenana u varianty 75 % vihkosti ve fazi
sklizné. Pfi kultivaci H. erinaceus (Tabulka 10) také doslo ke zvyseni aktivit 1,4-3-D-
glukosidazy a celobiohydrolazy a nejvyssi hodnoty byly zaznamenany u varianty 70 %
enzymU ve fazi sklizné byly zjistény u varianty 60 % vlhkosti substratu. V prabéhu
kultivace byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi fazemi kolonizace substratu

a sklizni plodnic. Aktivita 1,4-R-D-glukosidazy a celobiohydrolazy u P. ostreatus

59



vykazovaly silnou korelaci, a také korelovaly s hodnotami pH. Statisticky vyznamné
rozdily byly nalezeny mezi fazemi kolonizace a nasazenim primordii a také fazi
sklizné. Tento trend byl zjiStén i pro aktivitu celobiohydrolazy u varianty 75 % vody
v substratu, a to v obou vrstvach kde byly zarovert naméfeny nejvysSsi hodnoty
celobiohydrolazy (3349,13 a 4083,42 umol-h-1'-g-1). Hodnoty 1,4-R-D-glukosidazy
a celobiohydrolazy vykazovaly silnou korelaci (korelaéni koeficient = 0,97) a také
korelaci s pH (0,55 a 0,49). Aktivita Mn — P se v pribéhu kultivace snizovala a byla
v negativni korelaci s aktivitou 1,4-R-D-glukosidazy a celobiohydrolazy (-0,24 a -0,25).
Aktivita lakazy byla pod limitem detekce. Pfi kultivaci H. erinaceus doS$lo u varianty
60 % vlhkosti substratu k postupnému snizeni aktivity tohoto enzymu, zatimco
u variant 65 % a 75 % se aktivita v prubéhu kultivace zvysila stejné jako v pfipadé Mn
- P. Nicméné v pribéhu kultivace se statisticky vyznamné rozdily v hodnotach
neprokazaly. U vSech variant byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi vrstvami substratu a aktivita lakazy byla vysSi ve stfedové vrstvé
substratu. Nejvyssi aktivita Mn — P byla v pfipadé H. erinaceus zjisténa u varianty 60 %
vlhkosti substratu v okrajové vrstve. Toto zjisténi je v souladu s praci Souzy et al.
(20086), ktefi pozorovali nartst aktivity Mn — P do 10. dne kultivace a poté doslo k jejimu
postupnému snizeni. Kannan et al. (1990) kultivovali P. sajor-caju na substratu
z papirenského odpadu a také zaznamenali zvy$eni aktivity tohoto enzymu v pribéhu
kultivace. Stejny trend byl zjistén pfi nasi kultivaci H. erinaceus v pripadé aktivity
celobiohydrolazy. Xie et al. (2016) zaznamenali nejvy$si aktivitu Mn — P a lakazy pfi
kolonizaci substratu P. eryngii a pfitvorbé primordii, poté aktivita klesala. VySsi aktivitu
téchto enzymU Ize prisoudit rozkladu substratu a zpfistupnéni zivin pro dalsi vyvoj
kultury. V experimentu Velazquez-Cedefio et al. (2002) doslo také ke zvySeni aktivity
celobiohydrolazy béhem kultivace a nejvysSich hodnot dosahovala ve fazi fruktifikace.
Kurt & Buyukalaca (2010) kultivovali P. ostreatus na rlznych zemédélskych odpadech.
Dosli k zjisténi, ze nejvyssi aktivita lakazy byla 10. den kultivace a poté se snizovala.
Baldrian et al. (2005) provedli experiment s kultivaci P. ostreatus za pfitomnosti médi,
manganu, olova a zinku v substratu. V pfipadé aktivity Mn — peroxidazy byla nejvyssi
aktivita na zaCatku pokusu a poté se snizovala, stejné tak aktivita lakazy. Nejvyssi

aktivita 1,4-R-D-glukosidazy se v pfipadé kontroly (sldama o vilhkosti 75 %) byla
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zaznamenana po 42 dnech pokusu. Pokud byl k substratu pfidan jeden z testovanych

prvkl byla aktivita nejvyssi jiz po 14 dnech a poté se snizovala.

Obrazek 7: P. ostreatus ve fazi sklizné
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Tabulka 9: Zmény enzymatické aktivity v pribéhu kultivace Pleurotus ostreatus pfi riznych vihkostech substratu

60% 65% 70% 75%
1 2 1 2 1 2 1 2
kolonizace 474,88 +153,2aA 22165+27,75aA 27517 +99,17aA 560,2+176,26 aA 717,26 £45,31 aA 508,59 +47,71aB 184,77 £1427 aA 260,08 + 23,03 aB
[Er}\lz)-ﬁ primordia 252,16 +78,34 aA 219,69 +6,63 aA 1046,78 + 10,52 bA 417,16 £ 18,37 aB 332,68 + 34,07 bA 125,93 £25,27bB 382,05 +35,24 aA 278,41 £91,8 aA
9 sklizei 236,59 + 30,11 aA 570,39 +27,34bB 843,88 + 5,23 cA 691,2 +31,11 aB 678,78 + 12,87 aA 290,46 £ 15,24 cB 3349,13 + 549,5 bA 4083,42 + 608,2 bA
kolonizace 96,03 £ 9,69 aA 24,06 £4,03 aB 34,68 +6,18 aA 40,53 £12,42 aA 108,3 + 28,03 aA 61,81 £4,08 aA 17,93 £ 11,54 aA 13,61 £5,07 aA
[H(r::)IL h-  primordia 34,56 + 19,44 bA 33,3+15,28 aA 110,17 £27,99 bA 18,37 £ 8,37 aB 24,7 +2,61bA 5,74 £ 0,3 bA 31,69 £7,79 aA 2013 £59aA
9 sklizei 30,74 £ 5,77 bA 59,15+ 31,45 aA 85,59 + 26,23 abA 71,47 + 8,49 bA 110,23 £31,02aA 25,57 £1,11 cB 931,88 + 343,3bA  1306,13 + 387,54 bA
kolonizace 1,38 £0,01 aA 2,39+0,91 aA 1,18 £ 0,54 aA 1,2+0,64 aA 1,27 £ 0,09 aA 1,13 £ 0,42 aA 1,49 £ 0,09 aA 1,79+£0,13 aA
?:IT?P-; primordia 0,96 + 0,37 aA 1,1+£0,03 aA 1,1+0,3aA 0,96 £ 0,12 aA 0,12 +0,13 aA 1,07 £ 0,24 aB 1,4+0,17 aA 1,31 £ 0,04 bB
] sklizeri 0,09 + 0,02 bA 1,55 £ 0,03 aB 0,92 £ 0,24 aA 0,62 + 0,24 aA 0,92 + 0,34 aA 0,55+ 0,14 aA 0,76 £ 0,2 bA 0,53 + 0,34 bA

Hodnoty znaci primérné hodnoty enzymatické aktivity + smérodatna odchylka (n = 3). B-D-G — 1,4-B-D-glukosidaza, Cel. — celobiohydrolaza, Mn — P — mangan peroxidaza; 60 % - varianta

s pocatecni vihkosti substratu 60 %, 65 % - varianta s pocatecni vihkosti substratu 65 %, 70 % - varianta s poCatec¢ni vlhkosti substratu 70 %, 75 % - varianta s po¢ate¢ni vihkosti

substratu 75 %; 1 — okrajova vrstva substratu, 2 — stied substratu. OdliSna mala indexové pismena znaci signifikantni rozdily mezi jednotlivymi stadii kultivace, velka indexova

pismena znadi signifikantni rozdily mezi jednotlivymi vrstvami (Kruskal-Wallistiv test, p < 0.05) (Wiesnerova et al. 2023).
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Ni et al. (2020) stanovovali produkci enzyml Pleurotus eryngii kultivované na
zemedélskych odpadech. Dosli k zjisténi, ze aktivita R- glukosidazy se postupem
Casu zvySovala a nejvysSich hodnot dosahovala ve fazi sklizné. Aktivita
Mn - peroxidazy vykazovala nejvyssi aktivitu pfi kolonizaci substratu a poté prudce
klesala. Aktivita lakazy vykazovala podobny trend jako Mn — peroxidaza. Coz muze
vysvétlovat aktivitu pod mezi detekce v pfipadé naseho pokusu s kultivaci
P. ostreatus, kdy byla aktivita méfena az po uplné kolonizaci substratu. Trend aktivity
lakédzy a Mn — peroxidazy byl spojen s degradaci ligninu spojenou s kolonizaci
substratu. Dale autofi uvadeéji, ze na zakladé relativné nizkého mnozstvi
polysacharidi béhem faze kolonizace, |ze usoudit, Ze snizeni mnozZstvi sacharidu
v nekolonizovaném substratu je dostateéné pro rust P. eryngii a zvySeni produkce
enzymU v pozdéj$im vyvoji kultury slouzi k doplnéni spotfebovanych cukru

k vytvoreni plodnic.
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Tabulka 10: Zmény enzymatické aktivity v pribéhu kultivace Hericium erinaceus pfi riznych vihkostech substratu

60% 65% 70% 75%
1 2 1 2 1 2 1 2
kolonizace 212,7+237aA  217,8+49,02aB 98,16 +27,78aA 50,46+0,78aB 96,96+ 1326aA 110,76 £372aA 64,38+ 1,08 aA 102,9 +32,4 aA
B-D-G  primordia 212,8+30,6aA  322,02+31,74aB 248,04 + 28,86 abA 112,5+1896 abB 26544 £+49,32abA 221,58 £+20,88abA 87,6 + 1,08 abA 154,5 + 16,98 abB
[pmgo-l15] 1 sklizei 318,18 +56,64 aA 43242+54aB  3651+4074bA  11142+1974bB  3159,9 £240,9bA  3297,9 £ 169,8bA  2737,68 + 497,88 bA 518,64 + 114,12 bB
kolonizace 48,6 +4,44aA  12594+6,12aB 16,98+588aA 6,24 +1,38 aB 15,18 £ 2,82 aA 8,64 + 1,62 aB 23,94 + 8,46 aA 57,6 + 33,96 aA
Cel. primordia 87,36 £16,5bA  13566+9,18aB 31,26 +1206aA 39,3+1746aA  57,06+1542aA  53,52+258aA 21,12+ 0,12 aA 104,34 + 25,8 abB
[pmgo-l1? 1 sklizei  29862+0,3cA 476,16 +47,1bB  1039,92 +308,4bA 502,14 + 76,26 bB  1482,24 + 55,86 bA  1867,32 130,38 bB 1410,3+ 126,78 bA 181,68 + 49,62 bB
kolonizace 3,64 +0,07aA  1,1+0,06 aB 3,23 + 0,08 aA 2,52+ 0,51 aA 2,68 +0,19 aA 1,24 £ 0,07 aA 2,37 £0,19 aA 1,88 +0,48 aB
Mn-P  primordia 3,21£02abA 0,06 + 0,04 bB 261+005abA  2,04+0,58 aA 2,28 + 0,85 aA 1,831 aB 2,09 + 0,21 abA 0,83+0,3 aA
[mU-g-1]  sklizefi  0,57+0,15bA  0,52+0,12abA 1,45 +0,02 bA 6,73 £ 0,69 aB 0,58 + 0,45 aA 0,67 +0,23 aA 0,63 + 0,16 bA 2,76 + 1,15 aB
kolonizace 0,09+0,12aA 3,19 +1,27 aB 0,03 + 0,04 aA 4,02+1,3aB 0,00 + 0,00 aA 0,51 + 0,38 aB 0,00 + 0,00 aA 2,19+ 1,43 aB
Lakaza  pimordia 0,18+025aA  2,12+1,36 aB 0,02 + 0,03 aA 2,57 £1,61 aB 0,00 + 0,00 aA 1,99+ 1,31 aB 0,00 + 0,00 aA 1,94 +1,09 aB
[mU-g-1]  sklizefi  0,00+0,00aA 0,09 + 0,06 aB 0,55 + 0,77 aA 5,15 + 3,49 aA 0,00 + 0,00 aA 0,75 +0,11 aB 0,43 + 0,61 aA 0,05 + 0,07 aA

Hodnoty znaci primérné hodnoty enzymatické aktivity £ smérodatna odchylka (n = 3). B-D-G — 1,4-B-D-glukosidaza, Cel. — celobiohydrolaza, Mn — P — mangan peroxidaza; 60 % - varianta

s pocatecni vihkosti substratu 60 %, 65 % - varianta s poCateCni vihkosti substratu 65 %, 70 % - varianta s poCatecni vihkosti substratu 70 %, 75 % - varianta s pocatec¢ni vihkosti

substratu 75 %; 1 — okrajova vrstva substratu, 2 — stfed substratu. OdliSna mala indexova pismena znaci signifikantni rozdily mezi jednotlivymi stadii kultivace, velka indexovéa

pismena znadi signifikantni rozdily mezi jednotlivymi vrstvami (Kruskal-Wallistv test, p < 0.05).
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5.3.Enzymaticka aktivita Pleurotus ostreatus v pudé kontaminované PAH

Jednim z vyuziti substratl hub je moznost mykoremediaci. K ptidé kontaminované PAH byl
pfidan substrat kolonizovany myceliem P. ostreatus a nasledné byla sledovana enzymaticka
aktivita a obsah PAH v pldé. Z vysledku uvedenych v Tabulce 11 je patrné, Ze statisticky
vyznamny narust aktivity lakazy byl u varianty M + S2 oproti ostatnim variantam a kontrole.
Dale doslo k signifikantnimu narlstu aktivity Mn — P v pribéhu experimentu u variant
PAM + S1, PAM + S2 a PAM + S3 a také byly zaznamenany signifikantni rozdily mezi
jednotlivymi variantami. Pfi pouziti substratu S2 (M + S2, PAM + S2) bylo pozorovano
vyznamné vyssi odstranéni LMW, MMW a HMW nez u ostatnich variant (Tabulka 13).
Odstranéni jednotlivych PAH se vSak mezi témito variantami po 120 dnech od oSetfeni
neliSilo, coz nebylo ocekavano, protoze pfi oSetfeni PAM + S2 doslo k vyznamnému zvyseni
jak houbové biomasy, tak aktivity enzymu. V pfipadé 1-4-B-D-glukosidazy doslo k statisticky
vyznamnému narustu aktivity testovanych variant oproti kontrole. Také byly zjistény
signifikantni rozdily u variant M + S2, M + S3, PAM + S2 a PAM + S3 mezi dny 0 a 120.
V pfipadé kontroly nedoslo u zadného enzymu ke zméné aktivity v pribéhu experimentu. V
experimentu Snajdra & Baldriana (2006) také do$lo k nardstu aktivity lakazy, Mn — P a 1-4-

R-D-glukosidazy v ptdé pokud byla pfidana slama kolonizovana P. ostreatus.
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Tabulka 11: Enzymaticka aktivita v pidé kontaminované PAH s pridanim substratu P.
ostreatus
enzym
[U -g-1 Lak Mn-P R-D-G
pudy]
dny 0 120 0 120 0 120
NA 0,3+02aA 02£01bA 04+02aA 04£01cA 12%£05aA 1,1+0,2DbA
M + S1 04+04aA 02£01bA 03x01aA 05£0,1bcA 1,2+£03aA 1,4+£09aA
M + S2 0,2+01aB 0,8+03abA 0,3+01aA 09+04bA 08x06aB 1,9+£0,1aA
M + S3 0,2+01aA 02£01bA 04+01aA 05£00bcA 1,0£03aB 2,2+0,7 aA
PAM+S1 04x203aA 02x201bA 04x0,1aB 05200bcA 1,1£0,3aA 1,8+0,7 aA
PAM+S2 04%x03aA 03200bA 03%x0,1aB 15+204aA 1,1%+0,1aA 22+09aB
PAM+S3 0,2%20,1aA 02x02bA 04+00aB 05+00bcA 10+03aA 26+1,1aB

Hodnoty zna&i primérné hodnoty enzymatické aktivity + smérodatna odchylka (n = 4). Lak — lakaza, Mn — P

— mangan peroxidaza, B-D-G — 1-4-B-D-glukosidaza. Odlisna mala indexova pismena znaci signifikantni

rozdily mezi jednotlivymi variantami, velka indexova pismena znaci signifikantni rozdily mezi dny 0 a 120
(Tukeyho test, p < 0.05).

Statisticky vyznamné rozdily mezi dny O a 120 byly také nalezeny v pfipadé stanoveni

mnozstvi biomasy hub v pudé (Tabulka 12). Biomasa P. ostreatus u oSetfeni M a PAM se

pohybovala mezi 2,1 a 2,3 g/suché pudy v kbeliku, aniz by mezi nimi byly vyznamné rozdily

(p < 0,05). K nejvy$Simu nartstu biomasy doslo u variant PAM + S1 a PAM + S2. Nejnizsi

narUst biomasy hub byl zjistén u kontrolni varianty a tato varianta se statisticky vyznamné

liila od ostatnich variant. Li et al. (2012) také zaznamenali narlst houbové biomasy, pokud

byl k pudé pridan substrat s P. ostreatus.
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Tabulka 12: Mnozstvi biomasy P. ostreatus v pudé

biomasa

[ug ergosterol/ g susiny]

dny 0 120
NA 02+01aA 7,8+33cB
M + S1 0,1+0,0aA 48,0+ 33 abB
M+S2  02%01aA 451+82bB
M+S3  02+01aA 41,9+39bB
PAM+S1 0,1+00aA 66,5+7,4aB
PAM+S2 02+00aA 658+ 15aB
PAM+S3 0,1+00aA 54,4 +12 abB

Hodnoty znaéi primérné hodnoty houbové biomasy + smérodatna odchylka (n = 4). Odlisna mala indexova
pismena znaci signifikantni rozdily mezi jednotlivymi variantami, velka indexova pismena znadi signifikantni
rozdily mezi dny 0 a 120 (Tukeyho test, p < 0.05).

Pouziti houbovych substratd pfi mykoremediaci a mykoremediaci v kombinaci
s rostlinami vyznamné odstranilo fenantren, antracen a fluoanten, a to v rozmezi 18,0 — 42,0
Hg/kg suché pudy ve srovnani neosetfené varianty. Nejvhodnéj$im houbovym substratem
pro odstranéni jednotlivych PAH v upravach M a PAM byl substrat S2 (30-50 mm dfevni
Stépky s P. ostreatus). Pfi pouziti tohoto houbového substratu doslo k vyznamnému (p <
0,05) snizeni chrysenu, benzo(k)fluorantenu, benzo(a)pyrenu a dibenz(a,h)antracenu ze
skupiny PAH s vysokou molekulovou z 10,8 na 42,2 pg/kg dw ve srovnani s pfislusnymi
oSetfenimi s pouzitim houbovych substrat S1 a S3. Houbové substraty aplikované do ptdy
mohly stimulovat odstrafiovani PAH v dusledku bohaté kolonizace P. ostreatus v plde, coz
se projevilo nejvy$Sim nardstem houbové biomasy. V pfipadé osetieni M a PAM se tedy
celkovy obsah PAH v pudeé snizil 4-7krat vice nez v pfipadé osetfeni NA. Na konci pokusu
byl zbytkovy obsah PAH v pfipadé pouziti houbového substratu S2 (Tabulka 13) nizsi nez
limit pro celkové PAH (1000 ug/kg suché hmoty) podle Vyhlaska & 153/2016 Sb. pro
zemédélské pidy v CR. To by mohlo poskytnout podporu pro rozvoj bioremediace

zemédélskych pud kontaminovanych PAH na bazi hub.
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Tabulka 13: Obsah PAH v pldé na zacatku a konci experimentu

obsah
PAH

(ug/kg)

dny NA M + S1 M + S2 M + S3 PAM + S1 PAM+S2 PAM +S3

LMW 0 5622+31 561,2+94 546,023 572573 5492+4 5657+13 567,8+22

PAH 120 5279+19 430,2+12 3394+23 397,771 4242+82 329627 390,8%9,7

MMW 0 376,7+4 3773+13 372717 377554 376,4+12 3796+12 366,4+20

PAH 120 354,5+8,1 294458 215024 296,4+54 2757129 220,2+23 269,9+20

HMW 0 566,1+7,7 5653+14 5722+34 5721+36 573,3+15 5696+15 564,8+27

PAH 120 549,7+10 4846+18 408016 490,0+25 492,1+19 406+14 488,5 + 23

celkové 0 150032 1504 1 1491 £50 1522 +39 1499+21 1515+24 1499 +59

PAH 120 1432129 1209+25 962420 118421 1192140 9557+34 114938

Primérné hodnoty PAH *+ smérodatna odchylka, LMW — PAH s nizkou molekulovou hmotnosti, MMW — PAH
se stiedni molekulovou hmotnosti, HMW — PAH s vysokou molekulovou hmotnosti.
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6. Zavér

U P. ostreatus byly odhaleny dvé geneticky oddélené skupiny, které Ize povazovat za rtzné
druhy. Zatimco skupina OA je totozna s P. ostreatus sensu stricto, skupina OB je
variabilngjsi skupinou kultivovanych izolatli nejasného geografického plvodu. Vymezeni
téchto dvou skupin je potvrzeno tfemi genetickymi markery (ITS, TEF1 a RPB2). Byl
detekovan urcity omezeny tok genu mezi témito dvéma skupinami, ktery je srovnatelny
s domnélym tokem genl mez skupinou OB, P. eryngii a P. pulmonarius. Tento tok genu
mez OA a OB by mohl byt zpisoben umeélym slechténim, ale pocet takovych hybridizaénich
udalosti je omezeny. Genetické rozdily potvrzuji také rozdilné rychlosti ristu obou skupin,
alespon pfi teplotach 22 °C a 35 °C. Centrum rozSifeni P. ostreatus je v Eurasii, zatimco
puvod skupiny OB neni znam. Diky témto zjisténim, je mozné rozlisit prislusnost izolatl ke
geneticky a plvodem odliSenym skupindm a také tomu pfizpUsobit kultivaéni podminky.

Pfi pokusech s kultivaci P. ostreatus a H. erinaceus bylo zjisténo, Ze v prubéhu
kultivace dochazi k poklesu obsahu vody a pH. Tento pokles mlze byt zpUsoben vyvojem
kultury, kdy dochazi k transportu vody do vyvijejicich se plodnic a do atmosféry. Pokles pH
je ovlivhovan snizenim obsahu vody a zvySenim koncentrace minerall v substratu a také
pritomnosti metabolitl vzniklych v pribéhu vyvoje kultur. Toto zjisténi se shoduje
s ostatnimi autory. Zajisténi optimaini vihkosti substratu také ovliviuje vynos plodnic, kdy
nedostatec¢na vihkost substratu zplsobuje nizsi biologickou efektivitu substratu. V pfipadé
enzymatické aktivity bylo zjisténo, ze pokud ma kultura dostatek vody v substratu pro
spravny vyvoj, je také podporena enzymaticka aktivita. Aktivita hydrolytickych enzym je
vy$S$i u variant s vySSi vlhkosti substratu a v pribéhu kultivace stoupa. Aktivita
ligninolytickych enzymu se v prubéhu &asu u vétsiny variant snizovala. Proto je pro dalsi
vyuziti substratu napfiklad k mykoremediacim vhodné pouzit substrat co nejaktivngjsi, a to
v dobé, kdy je zcela kolonizovan myceliem, ale nejsou jesté nasazena primordia.

Takto aktivni substrat P. ostreatus byl také vyuzit vkombinaci s pudou
kontaminovanou PAH. Jako nejvhodnéjsi kombinace k odstranéni polutantl se ukazaly
varianty houbového substratu s kulturou Zea mays, kdy po 120 dnech experimentu byla
zjisténa nejvyssi enzymaticka aktivita a také biomasa hub, coz silné korelovalo s mnozstvim
odstranénych PAH v pudé. Toto zjisténi muze vést k zlepseni vyvoje metod bioremediaci

zalozenych na kombinaci rostlin a hub.
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8. Prilohy

Priloha 1: Seznam izolatl pouzitych k fylogenetické analyze

Cislo druh ITS TEFA RPB2 kultivaéni  plvod
izolatu molekularni GenBank molekularni GenBank molekularni GenBank historie
skupina accesion skupina accesion skupina accesion
number number number
CCBAS 238 P.eryngii E MK757143 E MK810690 E MK810610 W CR
CCBAS 471 P.eryngii E MK757144 E MK810682 E MK810609 W Slovensko
CCBAS 485 P.eryngii E MK757145 E MK810691 E MK810606 W CR
CCBAS 502 P.eryngii E MK757141 E MK810683 E MK810592 W Némecko
CCBAS 503 P.eryngii E MK757142 E MK810684 E MK810594 W CR
CCBAS 507 P.eryngii E MK757137 E MK810685 E MK810607 W CR
CCBAS 515 P.eryngii E MK757139 E MK810686 E MK810605 W Slovensko
CCBAS 518 P.eryngii E MK757140 E MK810687 E MK810595 W VB
CCBAS 625 P.eryngii E MK757146 E MK810692 E MK810603 W Kanada
CCBAS 637 P.eryngii E MK757151 E MK810696 E MK810596 W CR
CCBAS 652 P.eryngii E MK757147 E MK810693 E MK810608 W CR
CCBAS 685 P.eryngii E MK757092 E MK810669 E MK810569 W Slovensko
CCBAS 687 P.eryngii E MK757149 E MK810689 E MK810602 W CR
CCBAS 747 P.eryngii E MK757086 E MK810671 E MK810562 W unclear
CCPF 5029 P.eryngii E MK757132 E MK810681 E MK810611 C Cina
CCPF 5031 P.eryngii E MK757131 E MK810680 E MK810599 C Korea
CCPF 5079 P.eryngii E MK757136 E MK810678 E MK810593 C unclear
CCPF 5107 P.eryngii E MK757133 E MK810679 E MK810604 C unclear
CCPF 5113 P.eryngii E MK757135 E MK810676 E MK810600 C unclear
CCPF 5157 P.eryngii E MK757138 E MK810677 E MK810601 u Némecko
CCPF 5178 P.eryngii E MK757134 E MK810695 E MK810612 W CR
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Cislo druh ITS TEFA RPB2 kultivaéni  plvod
izolatu molekularni GenBank molekularni GenBank molekularni GenBank historie
skupina accesion skupina accesion skupina accesion
number number number

6689* P.ostreatus OA MK757090 OA MK810672 OA MK810572 W Rakousko
CCBAS 278 P.ostreatus OA MK757088 OA MK810665 OA MK810577 W CR
CCBAS 459 P.ostreatus OA MK757081 OA MK810664 OA MK810553 W Némecko
CCBAS 462 P.ostreatus OA MK757077 OA MK810666 OA MK810568 W VB
CCBAS 472 P.ostreatus OA MK757084 OA MK810663 OA MK810578 C CR
CCBAS 473 P.ostreatus OA MK757082 OA MK810670 OA MK810552 W CR
CCBAS 474 P.ostreatus OA MK757083 OA MK810661 OA MK810551 W Bulharsko
CCBAS 476 P.ostreatus OA MK757078 OA MK810662 OA MK810565 W Slovensko
CCBAS 684 P.ostreatus OA MK757148 OA MK810688 OA MK810597 W Slovensko
CCBAS 692 P.ostreatus OA MK757091 OA MK810668 OA MK810554 W Japonsko
CCBAS 757 P.ostreatus OA MK757150 OA MK810694 OA MK810598 W CR
CCBAS 766 P.ostreatus OA MK757085 OA MK810667 OA MK810564 W CR
CCPF 5001 P.ostreatus OB MK757104 OB MK810637 OB MK810587 u CR
CCPF 5002 P.ostreatus OB MK757105 OB MK810635 OB MK810589 u CR
CCPF 5003 P.ostreatus OB MK757106 OB MK810640 OB MK810581 u CR
CCPF 5019 P.ostreatus OB MK757102 OB MK810644 OB MK810584 C neznamy
CCPF 5022 P.ostreatus OB MK757100 OB MK810645 OB MK810586 C Cina
CCPF 5030 P.ostreatus OB MK757109 OB MK810639 OB MK810580 C CR
CCPF 5075 P.ostreatus OA MK757089 OB MK810642 OB MK810583 C CR
CCPF 5117 P.ostreatus OA MK757070 OA MK810647 OA MK810555 C CR
CCPF 5141 P.ostreatus OA MK757097 OA MK810659 OA MK810561 W CR
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Cislo druh ITS TEFA RPB2 kultivaéni  plvod
izolatu molekularni GenBank molekularni GenBank molekularni GenBank historie
skupina accesion skupina accesion skupina accesion
number number number
CCPF 5142 P.ostreatus OA MK757094 OA MK810652 OA MK810560 W CR
CCPF 5143 P.ostreatus OA MK757076 OA MK810653 OA MK810550 W CR
CCPF 5144 P.ostreatus OA MK757071 OA MK810646 OA MK810557 W CR
CCPF 5145 P.ostreatus OA MK757095 OA MK810657 OA MK810566 W CR
CCPF 5146 P.ostreatus OA MK757079 OA MK810654 OA MK810575 W CR
CCPF 5147 P.ostreatus OA MK757073 OA MK810650 OA MK810556 W CR
CCPF 5148 P.ostreatus OA MK757074 OA MK810651 OA MK810559 W CR
CCPF 5149 P.ostreatus OA MK757096 OA MK810648 OA MK810571 W CR
CCPF 5150 P.ostreatus OA MK757069 OA MK810658 OA MK810558 W CR
CCPF 5155 P.ostreatus OA MK757072 OA MK810649 OA MK810549 W Slovensko
CCPF 5156 P.ostreatus OA MK757087 OA MK810656 OA MK810567 W CR
CCPF 5172 P.ostreatus OA MK757075 OA MK810660 OA MK810576 W CR
CCPF 5173 P.ostreatus OA MK757080 OA MK810655 OA MK810563 W CR
CCPF 5179 P.ostreatus OA MK757093 OA MK810673 OA MK810570 W CR
CCPF 5192 P.ostreatus OA MK757099 OA MK810675 OA MK810573 W CR
CCPF 9902 P.ostreatus OA MK757098 OA MK810674 OA MK810574 W CR
HK35 P.ostreatus OB MK757107 OB MK810641 OB MK810582 C Madarsko
KRYOS P.ostreatus OB MK757108 OB MK810643 OB MK810585 C komeréni
M2125 P.ostreatus OB MK757101 OB MK810638 OB MK810579 C Slovensko
SPOPPO P.ostreatus OB MK757103 OB MK810636 OB MK810588 C CR
CCBAS 475  P.pulmonarius P MK757124 P MK810702 P MK810620 W Slovensko
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Cislo druh ITS TEF1 RPB2 kultivaéni  plGvod
izolatu molekularni GenBank molekularni GenBank molekularni GenBank historie
skupina accesion skupina accesion skupina accesion
number number number

CCBAS 478  P.pulmonarius P MK757125 P MK810706 P MK810621 W VB
CCBAS 479  P.pulmonarius P MK757126 P MK810707 P MK810623 w Némecko
CCBAS 480  P.pulmonarius P MK757127 P MK810705 P MK810622 W CR
CCBAS 481  P.pulmonarius P MK757128 P MK810708 P MK810624 W Spanélsko
CCPF 5011  P.pulmonarius P MK757117 P MK810714 P MK810629 W Cina
CCPF 5015  P.pulmonarius P MK757116 P MK810718 P MK810614 W Cina
CCPF 5023  P.pulmonarius P MK757115 P MK810717 P MK810615 C CR
CCPF 5025  P.pulmonarius P MK757111 P MK810719 P MK810613 C CR
CCPF 5086  P.pulmonarius P MK757119 P MK810715 P MK810633 W CR
CCPF 5116  P.pulmonarius P MK757118 P MK810716 MK810628 W CR
CCPF 5127  P.pulmonarius P MK757129 P MK810709 P MK810625 w CR
CCPF 5128  P.pulmonarius P MK757110 P MK810712 P MK810618 W CR
CCPF 5129  P.pulmonarius P MK757120 P MK810704 P MK810632 W CR
CCPF 5151  P.pulmonarius P MK757114 P MK810699 P MK810630 W Slovensko
CCPF 5152  P.pulmonarius P MK757122 P MK810711 P MK810619 W Slovensko
CCPF 5153  P.pulmonarius P MK757113 P MK810703 P MK810616 W Slovensko
CCPF 5154  P.pulmonarius P MK757112 P MK810710 P MK810631 W Slovensko
CCPF 5166  P.pulmonarius P MK757121 P MK810713 P MK810626 W CR
CCPF 5167  P.pulmonarius P MK757130 P MK810700 P MK810627 w CR
CCPF 5168  P.pulmonarius P MK757123 P MK810701 P MK810617 W CR
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Cislo druh ITS TEFA RPB2 kultivaéni  plGvod

izolatu molekularni GenBank molekularni GenBank molekularni GenBank historie
skupina accesion skupina accesion skupina accesion
number number number
CCPF 5007 P.tuoliensis T MK757152 T MK810697 T MK81050 U neznamy
CCPF 5095 P.tuoliensis T MK757153 T MK810698 T MK810591 U Cina

Izolaty byly pfirazeny do skupin: E - P. eryngii, OA — P. ostreatus A, OB — P. ostreatus B, P — P. pulmonarius, T — P. tuoliensis. Kultivani historie

izolatt: W — divoky kmen, C — péstovany, U - neznamy.
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