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Annotatsioon

Antud |8put60s kasitletakse seene Pleurotus ostreatus (eesti keeles “austerservik” véi “hall-
auster”) kultiveerimist eostest viljakehani. Austerservik on voérdlemisi tuntud seen, selle
kasvukiirus ja resistentsus teiste hallitusseente vastu korge. Selles 16putdds kasitlen protsesse,
mis hdlmavad austerserviku kultiveerimist kunstlikes tingimustes, selleks kuluvat aega,
kasvutingimusi ja saagikust. Kui metsas olevad seened kasvavad juhuse pohjal ning looduses
on see pigem numbrite mang ja teiste organismidega konkureerimine. Sisetingimustes
kasvatamine eemaldab aga selle konkureerimise faktori teiste organismidega ning luuakse
kdige soodsamad tingimused mingi kindla seene kasvatamiseks. Aseptilise tehnika
kasutamisega, mis hdlmab seente kultiveerimist sisetingimustes, viiakse ka juhuse faktor nulli
lahedale.

Selle bakalauruset66 kirjanduse llevaates kasitletakse lakooniliselt seeneriiki kui eloslooduse
osa, seente kasutust nii toiduna kui meditsiinis, seente kultiveerimise ajalugu, kandseente
elutstklit ning vaadatakse (ile ka austerserviku omadusi pdhjalikumalt. Kuna seeneriik on nii
suur ja laiahaardeline oma olemuselt, siis selles 16putdéds on kasitletud lihidalt seente
taksonoomiat ja kandseente elutsiklit, et tutvustada lugejale seente olemust ja anda aimu
seente tdhtsusest meie Okoslisteemis ja Uhiskonnas. Samuti anda ettekujutus lugejale
protsessidest, kuidas seeni laboris kasvatatakse, seene eostest Petri tassil kuni viljakehadeni,
mis on leitavad poeletil.



Lihendid

sp - ingl k. “Species” ehk “liik”

UN — United Nations, eesti k. Uhinenud Rahvaste Organisatsioon
c.a - ingl k. “Circa” ehk umbkaudu

RH% - ingl k. “Relative humidity” ehk suhteline niiskus

1 bar - R6hu moaotihik, Sl Ghikutes 100 kPa

Transfer - eesti k. “Ulekanne” ehk siinses kontekstis “Umberkiilv”



Sissejuhatus

Labi aegade on seeni kasutatud toiduna, nii rahvameditsiinis, kui ka rituaalsetel eesmarkidel. lidsetest
aegadest on usutud, et seentel on teatud vdime tugevdada inimese tervist. Mida aeg edasi ja
voimekamaks teadus areneb, seda rohkem leitakse tGendeid, mis kinnitavad seente kasulikkust
inimese tervisele.

Kui meie lddne meditsiin toetub haiguste ravimisele, siis on juba mitu tuhat aastat ida meditsiinis
tegeletud haiguste ennetamisega - olgu need siis seotud fiilsilise voi vaimse tervisega. Usuti, et
erinevatel seentel on erinevad tervist edendavad véimed ning see on ka kandunud tdanapaeva- eriti
Aasias (Hiina, Jaapan, Mongoolia, jne), kus seened ja nende tervislikud omadused on vaga kérgelt
hinnatud toidulaual.

Siim Kabrits asutas firma “Chaga Health”, et Eesti rahva tervist labi chaga abil tugevdada. Siimu emal
oli avastatud vaga hilises staadiumis olev vahkkasvaja. Arstid andsid ta emale maksimaalselt 3 kuud
elada, aga Siim oli kursis, et méned idarahvad kasutavad seda seent just vahkkasvajate vastu. Siim siis
tegi ise kodus chaga tdmmise valmis, smuugeldas haiglasse ja doseeris iseseisvalt oma ema 2 kuu
perioodil. Siimu ema lasti haiglast valja peale kolme kuud ning ta elas taisvaartuslikku elu edasi 10
aastat.

Antud 10putdos uuritavaks seeneks on Pleurotus ostreatus (edaspidi austerservik), mis kasvab
looduslikult pea igal pool kus kasvab lehtmets. Tegu on kandseenega, mis paikneb Agaricomycetes
alamklassis ning kuulub Sampinjonilaadsete servikuliste seente alla. Austerservik on saprofiilne seen,
mis kaitub looduses puidu lagundajana. Teda vodib leida vaid surnud vd&i surevatel puudel.
Austerservikud toovad metsale kasu, lagundades surnud puitu, tagastades mulda elutdhtsad
keemilised elemendid ja mineraalid 6kosiisteemi, teistele organismidele omastataval kujul.

Austerservikud on karnivoorsed seened, mis suudavad tappa Umarusse, tootes kaltsiumi siduvat
toksiini, mis siis halvab saagi, pShjustab Gmarussi kudedes nekroosi ning muudab ta seeditavaks
valgurikkaks toiduallikaks [1].

Austerservikut on kasutatud ka diisli poolt saastatud pinnase puhastamiseks, kus austerservik suutis
95% [2] saastest muuta mittetoksilisteks Ghenditeks.


https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.3184/095422914X14047407349335

1. Kirjanduse llevaade

1.1 Seened kui elusorganismid

Elusolendeid kategoriseeritakse Uldiselt kolme domeeni: bakterid, arhed ja eukariioodid. Eukariioodid
jaotatakse omakorda looma-, taime- ja seeneriiki. Seeneriiki kuulub omakorda viis hGimkonda. Kdik
need organismid on vordlemisi tihedalt seotud looduses Uksteisega ning soltuvad 6koslsteemides
Uksteisest. Seened (fungi) on eraldi seisev elusolendite kategooria; riik, ning antud t66s kasitleme
seente all viljakehasid moodustavaid seeneriigi esindajaid (tdpsemalt, basidiomycota hdimkonda
kuuluvaid seeni).

Seened (inglise k. fungi) on hulkraksed eukariiootsed organismid, mis jaotuvad: Basidiomycota
(kandseened), Ascomycota (kottseened), Glomeromycota (krohmseened), Zygomycota (ikkesseened)
ning Chytridiomycota (viburseened) (Joonis 1). K&igil neil on erinev roll meie 6koslisteemis ning mida
aeg edasi, seda rohkem leiame neile kasutusala. Naiteks on Uheraksed parmseened, Ascomycota
hdéimkonda kuuluvad Saccharomyces sp., Uheks tdhtsamaiks koostisosaks nii leiva- kui
alkoholitdostuses. Samuti avastus 20. sajandi algul, et Penicillum sp. saab kasutada antibiootikumina
on olnud ravimitdodstusele vaieldamatult vaga suur hiipe- hinnatakse, et tanu penitsiliini ravimiks
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Joonis 1. Seente liigitus hGimkonnati [4].

Seened oma olemuselt sarnanevad anatoomiliselt enam taimedele, aga metaboolselt loomadele.
Seentel puudub vdime liikuda iseseisvalt, seene mitseel omades vdimet mullas edasi tungida
sarnaneb selles mottes taime juurtele. Nagu taime juurte, omastavad nad eluks vajalikud
mineraalained ja toitained kasvuks juurte kaudu, seene viljakehad aga omastavad oma eluks vajalikud
mineraalained ja toitained miitseelist. Seene viljakeha koosneb suuremas osas veest, mis omastatakse
pinnasest ning mingil maaral ka atmosfaarist.



Kdige suuremad erinevused seentel ja taimedel on see, et taimed on kokkuvétlikult biomassi “tootjad”
ja seened aga selle “tarbijad”. Taimed kasutavad paikeseenergiat fotosiinteesiks, tarbivad
slisihappegaasi ja vett ning toodavad peamiselt biomassi ja hapniku. Seened nagu loomad, tarbivad
hapniku ja toodavad siisihappigaasi ning omavad vdimet lagundada orgaanilisi Ghendeid lihtsamateks
Uhenditeks ja kasutada neid biosiinteetilistes protsessides. Samuti aitavad seened ka teistel
organismidel toitaineid pinnasest kergemini omastada. Nii taimedel ja seentel on olemas rakusein,
loomadel aga seda ei ole ning neid kaitsevad rakumembraan ja teised rakulised struktuurid.

Ascomycota ehk kottseened on suurim seente perekond, kus on Ule 64 000 liigi [5]. Paljud kottseente
hdimkonda kuuluvad seened moodustavad ka viljakehi, aga mitte kdik. Kottseened on oma nimetuse
saanud tdanu oma sugulisele, eoseid kandvale rakule, mida just sellesse hdimkonda kuuluvad seened
toodavad. Vanakreeka keelest “aokd¢” ehk “askds” tahendab otsetdlkes nahast kotti, mis viitab sellele
struktuurile, mis Gmbritseb sellesse hdimkonda kuuluvate seente eoseid. Ascomycota héimkonda
kuuluvad naiteks: mirkel (Morchella sp.), trihvlid (Tuber sp., Elaphomyces sp., jne), aga samuti ka
penitsiliin (Penicillum sp.) ning ka pagariparm (Saccharomyces cerevisiae).

Basidiomycota ehk kandseened on teine suur hdimkond seeni koos Ascomycota hGimkonnaga, mille
all on samamoodi nii mikroskoopilisi, kui ka makroskoopilisi seeni. Mdlemad hdimkonnad kuuluvad
“korgemate” seeneliste alla, ehk seenelised, kus hiifid on hasti arenenud, vaheseintega ja tavaliselt
monel arengujargul tihedaks koeks pdimunud, eriti viljakehas. Kandseente eripara on see, et need on
reeglina niitjad seened, mis koosnevad hiilifidest ja paljunevad sugulisel teel, moodustades spetsiaalse
kujuga otsarakke, mida nimetatakse basiidideks ning need otsarakud kannavad valiseid meiospoore e.
mitootilisi eoseid. Neid spetsiaalseid eoseid nimetatakse basidospoorideks [6]. Basidiomycota
héimkonna alla kuuluvad: murumunad (Bovista sp., Calvatia sp., Lycoperdon sp., jne), puravikud
(Boletus sp.), kukeseened (Cantharellus sp.), servikud (Pleurotus sp.), aga samuti ka mikroskoopilised,
viljakehata, seened nagu Cryptococcus sp., erinevad parmid (Sporobolomyces sp.), roosteseened
(Pucciniales sp.), jne.


https://en.wiktionary.org/wiki/%E1%BC%80%CF%83%CE%BA%CF%8C%CF%82#Ancient_Greek

1.2 Kandseente elutstikkel

Kandseente elutsiikkel jagatakse kuude etappi (Joonis 2).

Kdigepealt paiskab taielikult kiips viljakeha 6hku mikroskoopilisi, siimaga mittendhtavaid eoseid.
Eosed on siis seentel (iherakuline paljunemisiiksus, mis sisaldab sellele seenele omast geneetilist
materjali. Uks kiips 10 cm diameetriga individuaalne seene kiibar suudab &hku paisata kuni 100
miljonit [7] eost tunnis. Kuna eosed on vaga vaikesed ja kergekaalulised, kanduvad nad tuulega vaga
kergelt looduses ning vdivad labida vaga suuri vahemaid [8].

Kui eosed (haploidsed basidospoorid) on maandunud pinnasele, mis sobib nende idanemiseks, algab
sobivate keskkonna tingimuste saabudes nende idanemine. Moodustuvad hiilifid (monokarioonid).

Huufidel on sugu “+” voi “-“. Kui need sulanduvad moodustuvad dikartiootsed seenerakud, mille
kogumit nimetatakse mitseeliks. Huifide otsad sekreteerivad hidrolidtilisi enstiime ning
voimaldavad pinnases leiduvate poliimeersete Ghendite lagunemist omandavateks toitaineteks ning
nende imendumist. Mitseel on 2n hiifide kogum.

Kui on tekkinud piisavalt suur mitseelikogum, on see eelduseks silmaga ndhtava viljakeha
formeerumiseks. Mitseel kaitub looduses kui toitainete vahendajana — assimileerides mullast
orgaanilisi Ghendeid ja taimejuurtest parit slsivesikute energiat, akumuleerivad mineraalaineid ja
vahendavad neid nii seenele enesele, kui ka nendega seonduvatele taimedele. Vastutasuks pakuvad
taimed seenele gliikoosi ja muid kergesti imenduvaid sUsivesinike. Toitainete kogumine mutseelis
vOimaldab (on eelduseks), et jatkata seene elutsliklit ning moodustada seenealgeid, ehk ingl k.
“primordia”.

Neljandas etapis on tekkinud juba seenealge, ehk “primordia”. Kui miitseel on pinnase all, siis selles
etapis olevat seenealget on flilsiliselt vdimalik ndha pinnasel kasvamas.

Viiendas etapis omastab tekkinud seenealge kasvuks muitseelist toitaineid ja pinnasest vett ning sirgub
aja mooddudes kipseks viljakehaks. See on hasti kriitiline etapp seene elutsiklis kasvuks, sest kui
kasvutingimused peaksid ekstreemselt muutuma, naiteks kui on temperatuuri liigsed kéikumised voi
Ohuniiskuse kdikumised, siis vGib seene viljakeha oma kasvu |Gpetada ja aja méédudes dra koduneda.

Kuuendas etapis on seene elutslikli I6pp. Selles etapis on seen taielikult kiips ning on valmis valja
paiskama eoseid, mis on vGimelised kanduma vaga kaugele tdnu erinevatele loomadele ja tuulele, et
eelkirjeldatud protsessi algusest peale korrata. Soodsate tingimuste olemasolul jatkub aga miitseeli
kasv lokaalselt, selle tdestuseks oleks nditeks seeneringid.
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Joonis 2. Kandseente elutsiikkel [9]. Kellaosuti liikkumise suunas - “Germination” eesti k. “idanemine”; “Mycelium” eesti k.

“mitseel” e. “seeneniidistik”; “Primordium” eesti k. seenealge; “Button” — eesti k. “nupp”, aga siinses kontekstis “kiibara ja
jalaga noor seen”; “Mushroom” eesti k. “seen”.
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1.3 Seente ajalugu meditsiinis kui ka s66gilaual

Seeni on kasutatud aastatuhandeid s66giks. Arvatakse, eriti idamaades, et seentel on ka igasuguseid
erinevaid tervist parandavaid omadusi, alustades vaimsetest probleemidest ning |Opetades
vahkkasvajatega.

Traditsioonilises Hiina meditsiinisiisteemis koheldakse vaimu ja keha vaikese universumina, kus iga
Uksikisikut vaadeldakse kui eksklusiivse tksusena ning nende tervis sbltub Ying ja Yangi vahelisest
tasakaalust. Selle kohaselt tarvitasid kunagi suurte diinastiate keisrid igavese seisundi saavutamiseks
teed, mis oli erinevatest seentest valmistatud, aga pohiliselt kasutati reishit, ehk “Ganoderma sp.”
perekonnast parinevaid seeni, eriti “Ganoderma tsugae” ning “Ganoderma lucidum” [10].

Vanad kreeklased uskusid, et seentel on véim anda sddalastele lahingus jdudu. Roomlased pidasid
seeni “jumalate toiduks”. Hiina on seeni alati vaadelnud “elueliksiirina”, samuti usuti Louna-Ameerikas
seentel olevat tugevat maavilist joudu ning seal piirkonnas kasutati seeni, nimelt psilotsiibiini
sisaldavaid seeni, religioossetel eesmarkidel. Nende hallutsinogeensete seentega muudeti teadvuse
seisundit ning usuti, et nende seente abil on voimalik erinevate jumalatega suhelda. Selle abil siis
omakorda paluti paremat vilja saagikust, tervist ja voimu [11]. Teisalt on seeni tunnustatud ka nende
atraktiivsete kulinaarsete omaduste poolest.

Koos pika ajalooga toiduallikana on seened traditsioonilses meditsiinis olulised nende ravivéime- ja
omaduste poolest. Neil on palju markimisvaarseid tervist tugevdavaid ning erinevaid haigusi ravivaid
omadusi [12].
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1.4 Seente kasutamine meditsiinilistel eesmarkidel

Tanapdeval on seente raviomadused (iha enam rambivalgusesse liikunud ka meie ldane Ghiskonnas.
Teaduse arenedes areneb ka vGimekus uurida seente tervistavaid omadusi. Kunagised folkloorsed
arvamused, et seen X aitab probleemi Y vastu hakkavad teaduslike tdendeid saama.

Samuti aitab arvatavasti kaasa ka seente lldisemasele kasutamisele meditsiinilistel eesmarkidel ning
populariseerimisel see, et USAs osades osariikides ning Kanadas on hiljuti dekriminaliseeritud
psilotsiibiini sisaldavate seente omamine ja kasutamine ning seda ainet sisaldavaid seeni kasutatakse
ka naiteks Johns Hopkins (likoolis erinevate vaimuhaiguste ravimisel. Psilotsiibiin ja psilotsiin
(fosfaatriihmata, bioloogiliselt aktiivne vorm psilotsiibiinist) on osades seentes esinev hallutsinogeen,
mis kaitub kui mirgina erinevate kahjurite vastu looduses. Tdnu oma mdojudele inimkehas: eufooria,
visuaalsed ja vaimsed hallutsinatsioonid, taju muutused, moonutatud ajataju ja tajutavad vaimsed
kogemused. Neid Ghendeid sisaldavate seente korje, miilik, kultivatsioon ja tarbimine illegaliseeriti
1971. aastal UN poolt ning need ihendid liigitati esimese kategooria narkootikumide alla [13].

On leitud, et soogiseenel - |6vilakk (ladina k. Hericium sp.), mida on ka juba varem kasutatud ka
neuroloogiliste haiguste raviks omab katsetustel hiirtega neurogeneratiivsed omadusi. Leiti, et kui
hiirte narvikahjustus on varajases staadiumis, siis eelnimetatud seenes olevad B-glikaanid (peamiselt
erinatsiin ja eritsenoon) aitavad narvirakkude taastumisele markimisvaarselt kaasa [14].

Chaga seent (Inonotus obliquus), mis kasvab kasepuudel on kasutatud peamiselt Hiinas, Venemaal ja
Koreas labi aastasadu poletiku leevendajana, vahkkasvaja ennetajana ning (ldiselt tervise
tugevdajana. Tanapdeva uuringud on nadidanud, et tdepoolest on sellel seenel kasvajavastane,
antiokslidantne, viirusevastane, hiipoglikeemiline ja hiipolipideemiline toime [15].

Libliktagelit (Trametes versicolor) on kasutatud ldbi ajaloo erinevate haiguste raviks; poletikest kuni
viahkkasvajate ennetamiseni ning raviks. On leitud, et libliktagel sisaldab ainet nimega “poltsahhariid-
K” [16], mis on kliinilistes katsetes olnud efektiivne adjuvantravis (kasvaja korral kirurgiline ravi, millele
jargneb keemia- voi kiiritusravi, et vihendada kasvaja taastekke riski) [17] erinevate vahkkasvajate
leevendamisel. “Poliisahhariid-K” vGib p&hjustada ekstreemsetel juhtudel kdhulahtisust, tumedamat
valjaheidet ja tumedamaid kiilsi [18]. Jaapanis on see isegi saanud heakskiidu kasutamiseks kliiniliselt.
Seda eelnimetatud “polisahhariid-K” on uuritud ka immuunpuudulikkuse raviks, aga hetkel on
efektiivsus sellel eesmargil ebaselge [19].

See on alles jadmae tipp seente mistilisest potentsiaalist ning arvatavasti aja méédudes tehakse (iha
enam avastusi, mis viivad uute suurte labimurreteni meie [ddne meditsiinis.
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1.5 Seente kultiveerimine

Kui taimi on kasvatatud tehislikult aastatuhandeid s66giks erinevate mulla kooslusega pd&llumaadel,
siis seente kasvatamiseks polnud olemas teadmisi ega meetodeid ning neid kaidi erinevates metsades
korjamas. Alles 800 aastat tagasi hakkasid Hiinlased esimesi kultuurseeni, Shiitaket (Lenintula edodes)
kasvatama. Esialgu kultiveeriti shiitaket nii, et puu raiuti kirvega maha, millel shiitake kasvas voi millel
arvati olevat shiitake eoseid. Puu 18iguti palkideks ning need palgid pandi varskelt 16igatud samast
puuliigist palkide kdrvale, millel polnud silmaga nahtavat seene kasvu [20].

Euroopas aga hakati seeni kultiveerima alles 17. sajandil. Esialgu kultiveeriti hariliku Sampinjoni
(Agaricus bisporus) Pariisis poldudel. Umbes 160 aastat hiljem avastati, et seentele meeldib rohkem
maa all kasvada, eriti koobastes, ekskaveeritud tunnelites ning kaevandustest. See maa-alune
kultivatsivatsioon oli kuldstandard kuni 19. sajandi IGpuni [21].

Tanapdeval kasvatatakse seeni enamjaolt kontrollitud tingimustes, spetsiaalselt disainitud hoonetes,
kus on voimalik kunstlikult luua ideaalsed tingimused: optimaalne dhuniiskus, temperatuur, valguse
tugevus, CO; kontsentratsioon Ohus, jne, seente kasvuks. Selle I16put66 praktiline osa viidi labi
spetsiaalselt seente kasvuks disainitud merekonteinerite kompleksis, kus tGihes konteineris viidi 1abi t66
aseptiline osa, peamiselt Petri tassidega t60 ja erinevate meediumite inokuleerimine ning
inokuleeritud meediumite inkubeerimine. Kui kunagi hoiti ndpud ristis, et seened kasvama ldheksid,
siis tdnapdeval on seente kasvatamine palju rohkem teadusele toetuvam ning faktuaalsem.
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1.6 Austerservik (Pleurotus ostreatus) s6ogiseenena

Austerservik (Pleurotus ostreatus) on kandseente hdimkonna alla kuuluv s6ogiseen. Austerservik
paikneb taksonoomiliselt Basidiomycota hdimkonnas, Agaricomycetes klassis, Agaricales seltsis,
Pleurotaceae sugukonnas, perekonnas Pleurotus. Austerservik on oma olemuselt saprofiilne seen, mis
eelistab oma kasvupinnaks surevat voi surnud lehtpuitu. Looduses on see vordlemisi hasti dratuntav
seen, mis kasvab tavaliselt suurte klastritena puidul ning kiibara suuruseks vdib olla kuni 15cm. Sellel
on valged eoslehekesed, mis jooksevad mooda selle jassaka, peaaegu olematu, jala alla poole. Kiibara
varvus on noorel austerservikul sinakas ja vananedes muutub hallikamaks, aga séltuvalt
keskkonnatingimustest voib kiipse austerserviku kiibara varvus olla ka tumepruun voi hallikaslilla.
Kogutud eoste varvus on valge, kuid vahel ka drnalt lillakas. Looduses esineb austerservikut Eestis
sligise algul ning pusib tugevate kiilmade saabumiseni. Sooja talve korral vdib austerservik viljuda kuni
kevadeni. Kdige rohkem esineb seda Eestis pigem parkides ning aedades, aga vdib leida ka metsast.

Austerservik on tekstuurilt sametine ja vordlemisi tihke ning maitselt meenutab mingil maaral
mereande. Samuti, nagu enamikel seentel, on see vérdlemisi madala kalorisisaldusega, aga see-eest
vaga toitainete- ja vitamiiniderohke (Tabel 1.). Austerserviku viljakeha sisaldab ka c.a 88,75% vett [23].

J‘ < A ‘-""~ X 5:4 B e
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Joonis 3. Looduslikes tingimustes kasvav austerservik, Tallinn, Kitse

-
NI >

kiila asum.
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Toitaineline vaartus
Toitaine 100 g kohta, varske %paevasest tarbimissoovitusest
Energia 33 Kcal 1,6%
Sisivesikud 6,09 g 4,7%
Valgud 331¢g 6%
Rasv 0,41g 2%
Kiudained 2,3g 6%
Vitamiinid
Folaadid 38 ug 9,5%
Niatsiin 4,956 mg 31%
Pantoeenhape 1,294 mg 26%
Plridoksiin 0,110 mg 8%
Riboflaviin 0,349 mg 27%
Tiamiin 0,125 mg 10%
Vitamiin-D 291U mg 7%
Elektroliilidid
Naatrium 18 mg 1%
Kaalium 420 mg 9%
Mineraalid
Kaltsium 3mg <1%
Vask 0,244 mg 27%

Tabel 1. Vérske austerserviku toitumisalane teave 100g kohta koos % paevasest tarbimissoovitustest [22].
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2. T60 eesmargid

Tutvuda kirjandusega, et leida austerserviku kasvuks sobivad tingimused. Kasvatada Ilaboris
austerservik (Pleurotus ostreatus) seene eostest viljakehani ning kirjeldada ja analiilisida selle
protsessi kaiku tervikuna, samuti vOrrelda Eestis metsikult kasvava austerserviku saagikust
kommertsiaalselt kasutavate liikidega. Teha kirjanduse Ulevaade viljakehasid moodustavate seente
bioloogiast.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Materjalid ja meetodid

3.1.1 Organismid

Austerserviku kasvatamiseks kasutati Parnumaalt, Saarde vallast, Laiksaare kilast, metsast katastri
numbriga: 71001:001:0073, leitud austerserviku seene eoseid, mis koguti enne t606 alustamist
hdbepaberile (ihe 66padeva jooksul ning hoiustati kokkuvoldituna grippkotis, kiilmkapis +4°C juures.

Seene eoste kogumine toimus tuulevaikses ruumis ihe 66paeva jooksul. Metsast voetud seen asetati
hdbepaberile, lahtine kiibar vastu hdbepaberit ning seenele pandi 330 mL joogiklaas peale, mis tekitas
seene kiibara ja hGbepaberi vahel huvoogudeta ala. Klaas seene imber tagas tuulevaikse keskkonna,
et kogutud eoseid langeks maksimaalselt hGbepaberile ning mitte ei lenduks keskkonda.

Toostuslik seenekultuur, Belgia mitseeli tootva firma, Mycelia, poolt aretatud M2191 Pleurotus
ostreatus saadi ettevdtte “Scandic Organic OU” kollektsioonist.

3.1.2 Reaktiivid ja s66tmed

Seene kasvatamiseks laboris kasutati agar-agar pulbrit (Food Colours, Poola), Linnaseekstrakt- eriti
hele (Muntons, Suurbritannia), rukist (Koskvere veski maherukis, toidupartii: 239, Eesti), lehtpuu
saepuru (Puumarket AS tootmisjadgid, Eesti), pohugraanuid (Biohansa, Eesti).

Toopindade, riiulite ning kdte desinfitseerimiseks kasutati 3% H,0, (Honeywell, USA) ja 70%
isopropanooli (BS DEZON S, Saksamaa) lahust vees.

MEA (malt extract agar), 2% kontsentratsiooniga s66tme, valmistamiseks kasutati 20 g agar-agar
pulbrit (Food Colours, Poola) ning 20 g linnaseekstrakti (Muntons, Suurbritannia), segati 1L
(kraani)veega, mis kuumutati pliidil potis 100°C-ni, aeg-ajalt segades ning siis kallati edasiseks
kasutuseks ettevaatlikult 1L borosilikaat pudelisse. Agar-agar, 2% kontsentratsiooniga, lahustub vees
temperatuuridel tGle 90°C ning taheneb temperatuuridel 35-45°C seetdttu peab enne sellega té6tamist
lles sulatama.

Agar-agar antud retseptis kditub kui meediumi tahkendajana, sdltuvalt lisatud kogusest saab teha
tahkema konsistentsiga |6pp-produkti, kui lisada rohkem kui 20 g ning viskoossema konsistentsiga, kui
lisada vahem kui 20 g agar-agarit liitri vett kohta. Antud diplomit66s tundus kdige kindlam kasutada
2% kontsentratsiooniga agarit, sest varasem té6kogemus on ndidanud, et see on seente eostest
alustamisel parim variant, samuti seente tiivede isoleerimiseks ja imberkulviks.

Linnaseekstrakt kaitub retseptis kui lihtsasti seedivate sisivesikute ehk suhkrute allikana seene
miitseelile. Selle valisin ka kontsentratsiooniga 2%, sest kdrgema toitainevaartusega s6o6de vdib anda
paremad tingimused kasvuks ka mingile muule organismile, mis on vdibolla kogemata Petri tassile
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sattunud ning vahesema toitainevaadrtusega soode voib inhibeerida seene miitseeli kasvu ning

pikendada aega kuniks Petri tass oleks kasutatav jargmisel etapil.

Tabel 2. Kasutatud linnaseekstrakti toitumisalane teave 100 g kohta [24].

Kalorid 375 kcal
Niiskus 39¢g
Valgud 548
Rasv <0,1%
Kiudained 0,1%
Tuhk 13g
Susivesikud 89,4¢g

Antud t66s kasutatud substraadi “master’s mix” retsept:

Tabel 3. Viljakehade saamiseks kasutatud kasvukeskkonna retsept.

Tooraine Kogus (kg)
P6ogi saepuru 15
Biohansa pdhugraanulid 10
Vesi 28

Koigepealt segati substraadi kuivained (saepuru ja péhugraanulid) kokku suures plastndus - 15 minutit
aktiivset segamist, siis maarati mikrolaineahju, tihja Petri tassi ning milligrammikaalu abil kuiva
substraadi umbkaudne veesisaldus.

Veesisalduse mdaramine kasutatavas substraadis

Koigepealt leiti tiihja Petri tassi kaal, seejarel voeti “master’s mix” anumast suvalisest kohast proov
ning kaaluti seda koos Petri tassiga milligrammikaalul. Tihja Petri tassi kaaluks tuli 56,13g ning proovi
kaaluks koos Petri tassiga tuli 68,17g. Arvutasime substraadi koguse Petri tassil ning selle saamiseks
pidime lahutama substraadiga kaalutise substraadita kaalutisest: 68,17g — 56,13g = 12,04g. Seejarel
pandi Petri tass prooviga mikrolaineahju ning mikrolaineahi pandi to6le 800W juures kolmeks minutiks
- peale igat mé6dunud minutit veti see valja ning Petri tassis olevat proovi segati umbes 10-15
sekundit, et niiskus oleks Petri tassil Gihtlasemalt jaotunud. Peale kolme minutit oli proovist vesi
taielikult aurustunud ning see kaaluti milligrammikaaluga uuesti tile. Uueks kaalutiseks tuli 65,31g.
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Lahutasime esialgsest kaalutisest (proov enne mikrolaineahjuga too6tlemist) saadud kaalutise
(mikrolaineahjuga t66deldud proov) ning saime, et proovis oli esialgselt: 68,17g — 65,31g = 2,86g H,0.
Veesisalduse protsentuaalseks leidmiseks jagasime leitud vee koguse substraadis, mikrolaineahjuga
tootlemata, substraadi kaalutisega ning korrutasime 100-ga, et saada proovis oleva veesisalduse
protsent:

2,869
12,04 g

X 100% = 23,75% =~ 23,8%

Seejarel lisasime “master’s mix”-ile 28L vett, segasime hoolikalt ning kordasime eespool kirjeldatud
metoodikat. Seekord tuli tiihja Petri tassi kaalutiseks 56,40g ning suvalisest kohast vGetud proovi
massiks, koos Petri tassiga, 80,50g. Leidsime proovi kaalu Petri tassita, milleks tuli 80,50 — 56,40g =
24,10g. Tootlesime seekord kolme minuti asemel proovi viis minutit (substraadil kérgem veesisaldus
ning tdielikus vee aurustumiseks kulub rohkem aega) ja segasime proovi Petri tassil peale igat
moodunud minutit 10-15 sekundit Uhtlasemaks niiskuse jaotamiseks. Uueks kaalutiseks peale
mikrolaineahjuga tootlemist tuli 64,04g. Veesisalduse leidmiseks lahutasime esialgse, tootlemata,
kaalutise uuest saadud, t66deldud, kaalutisest ning saime, et proovis on : 80,50g — 64,04g = 16,46¢g
H,0. Seejarel leidsime protsentuaalselt veesisalduse, jagades leitud vee koguse proovis esialgsest,
mikrolaineahjuga to6tlemata, kaalutisest ja korrutasime 100-ga:

16,46 g
24,10 g

X 100% = 68,29% =~ 68,3%

Kui optimaalne veesisaldus saavutatud, siis segati substraati veel 15 minutit ning seejarel viidi see edasi
spetsiaalsetesse filterkottidesse. Kasutatud kottideks olid spetsiaalselt seente kultiveerimiseks loodud
poliproplleenist autoklaavitavad filterkotid.

Filterkott tagab gaasivahetuse, hoides vidlja muud organismid, mis vdivad inhibeerida vdi konkureerida
kasvatava seenega, ehk antud juhul austerservikuga. Koti filtrid on piisavalt suure diameetriga, et
hapnik paaseks sisse ja slisihappegaas vdlja, aga piisavalt vaikese diameetriga, et bakterid ning eosed
ega muu saaste sisse ei paaseks.

Kotid substraatidega volditi pealt kokku ning asetati, kotisuu suunatud autoklaavi keskele, autoklaavi,
et valtida autoklaavi seintelt tuleneva kondensatsiooni sattumist substraati Iabi kotisuu. Substraate
autoklaaviti 2 tundi, t66rohul 1 bar, temperatuuril 121°C - steriliseerides tdielikult substraadi. Peale
autoklaavi t66 I6ppemist oodati veel c.a 20 h, et autoklaav ning autoklaavis olevad substraadid oleks
piisavalt maha jahtunud, et need seene miitseeliga nakatatud rukkiteradega inokuleerida. Jahtumisel
oli autoklaav tugevalt kinni, et steriliseeritud substraatidel ei oleks kokkupuudet dhuga ning oodati
kuni autoklaavi siserdohk ja temperatuur loomulikult, keskkonnatingimusi muutmata, Ilabori
tingimustega oleks samad enne autoklaavi avamist
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3.1.3 Tarvikud ja seadmed

Seene eostest mitseeli aretamine sai alguse 94 mm diameetriga plastikust Petri tassidel (Lekolar,
Soome). Vedels6Ode steriliseeriti ning parast kallati Petri tassidele laboratoorsest 1 L 3.3
borosilikaatklaasist pudelist (VWR, USA). Koik Petri tassid millel oli s66de (ja inokulant) said t66 16pul
suletud parafilmiga (Bemis, USA), et saaste sisse ei saaks. Seene eosed kraabiti hGbepaberilt ning
s6otme Umberkilve tehti skalpelliga, kdepide nr.4 (Jobak Medical Instruments, Pakistan) ning tera
nr.23 (Spengler, Prantsusmaa). Niisutatud rukkiteri hoiustati ning inokuleeriti 815 mL klaasist purkides
(Pakendikeskus, Eesti) ning purgi kaante filtriks kasutati puuvilla (Nevotex, Eesti). Optimaalse
veesisaldusega lehtpuu saepuru koos pohugraanulitega, ehk substraati, hoiustati, autoklaaviti ja
inokuleeriti 2 L mahutavusega PPD50/SEU2/V19-32 polipropileenist autoklaavitavates filterkottides
(SacO2, Belgia) ning nakatatud rukkiteradega inokuleeritud kotid suleti 500mm kilekeevitusseadmega
(Mercier corporation, Taiwan). Kdik steriilne t66 toimus HEPA filtriga varustatud BIOBASE BBS-H1100
horisontaalse laminaarkapi all (BIOBASE, Hiina) ning ko&ik steriliseerimine viidi labi BIOBASE
vertikaalses autoklaavis BKQ-B50/75V (BIOBASE, Hiina). Vedels66tme komponendid ning samuti
saepuru niiskusesisaldus kaaluti AWS-100 digitaalse (milligrammi)kaaluga (American Weigh Scales,
USA), millega saab kaaluda vahemikus 0,01 g - 200 g ning mille eraldus on 0,01g. Substraadi
kuivatamiseks, et maarata veesisaldus, kasutati mikrolaineahju Electrolux EMS203000X (Electrolux,
Rootsi). Valmis saepuru substraatide kaalumiseks kasutati digitaalset lauakaalu (Kern CPE15K3,
Saksamaa), millega saab kaaluda vahemikus 0,5g — 15kg. Kasvuruumi temperatuuri ja suhtelist niiskust
moddeti suhtelise niiskuse anduriga RHT-H85 (HENGKO, Hiina)

" Joonis 4. Modifitseeritud kaanega purk

Toos kasututatud modifitseeritud kaanega purk kujutab endas purki, mille kaanele on sisse puuritud
auk ning millesse on sisestatud tikk vatti. See on lihtne ja hea slisteem, mis tagab purgis oleva
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gaasivahetuse mitseeli kasvuks. Nagu ennist mainitud, tarbivad seened hapniku ning eritavad CO,.
Vatist filter voimaldab selle ning tdnu oma kiulisele struktuurile, raskendab see saastel sattumist purki,
kaditudes kui suure labirindina, millesse saaste osakesed kinni jadvad. Saaste all modeldakse siin
mistahes muud organismi, mis ei ole huvipakkuv seen.

3.2 Seente kultiveerimine

Seene eosed koguti Rae-Peetri talus (58°07'27.9"N 24°46'39.1"E) steriilsele hobepaberile, mis siis viidi
edasi Tallinna Scandic Organic OU laborisse.

Laboris tehti valmis 2% MEA s66de, mis pdrast autoklaavimist kallati Petri tassidele ning parast
tahkenemist inokuleeriti austerserviku eostega.

Steriliseerimiseks pandi agars66tme pudelile ndrgalt peale kork ja kaeti hdbepaberiga, et toimuks
gaasivahetus ning et pudel ei puruneks autoklaavis rohu erinevuse t6ttu. Pudel viidi edasi autoklaavi
Uheks tunniks t66rdhul 1 bar, temperatuuril 121°C.

Reeglina piisab vedelike autoklaavimisest 15 minutist temperatuuril 121°C, aga kuna varasemalt on
selles asutuses, kus 16putdd labi viidi, probleeme olnud saastega, on leitud, et selles t66s kasutatav
autoklaav steriliseerib efektiivsemalt, kui hoida steriliseeritavat meediumi vahekese kauem to6rdhul
ja temperatuuril.

Peale autoklaavis steriliseerimist eemaldati autoklaavist vedela s66tmega pudel ning viidi koheselt
isopropanooli ja UV-kiirgusega eeltdddeldud laminaarkapi alla, kus siis kallati so6de aseptiliselt Petri
tassidele ning lasti neil seista to6tava laminaari all kuniks nende tahkenemiseni. Peale tahkenemist
inokuleeriti petri tassid eelnevalt metsast saadud austerserviku eostega. Eoseid kraabiti steriilse
skalpelliteraga ettevaatlikult s66tmele.

Joonis 5. A ja B. Hobepaberile kogutud austerserviku eosed (A) ning nendega inokuleeritud Petri tassid (B).
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Tabel 4. Petri tassidele méargitud info

Atribuut Tahendus

Nimi OY - ingl k. Oyster, ehk austerservik
Kuupéaev 20.11 - inokuleerimiskuupaev
Agari talp 2% MEA (ingl k. Malt extract agar)

“Transferi” number, ehk mitmes TO (eostest alustatud, T1 oleks sellelt Petri tassilt
Umberkilv uuele s66tmele viidav mutseeliproov, T2 omakorda
sealt edasi viidav miitseeliproov jne.

Muud markmed LGput6o

Austerservikuga inokuleeritud petri tassidele pandi parafilm Umber ning jaeti hea 6huringlusega
ruumi, temperatuuril (22-25°C) seisma kolmeks nadalaks, et miitseel saaks kasvada ja areneda.

Austerserviku eostega inokuleeriti esialgu 3 Petri tassi ja uuriti, milline neist kolmest oleks parim
kandidaat, mida kasutada edasistes etappides.
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Joonis 6. A ja B. Austerserviku mutseeli areng peale kahte (A) ja kolme (B) nadalat.

Peale kolme nadalat olid Petri tassid number 1 ja 2 hea kasvuga, aga number 3 petri tassil oli
arvatavasti mingi muu organism kasvama hakanud ning see visati peale teist nadalat juba &ra.
Edasisteks etappideks valitud Petri tassiks osutus petri tass numbriga 1, sest sellel tundus olevat palju
kiirem ja agressiivsem kasv vorreldes number 2-ga.

Kui viia kohe TO petri tass edasisele meediumile kasvama, ei tea kas meil on seal ka mingeid
konkureerivaid hallitusi voi muid organisme peidus. Petri tassilt number 1 tehti Gmberkilv ning lasti
sellel inkubeerida samadel eelnimetatud tingimustel.
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Transfer 1 tehti 09.12.2021 ning sellise Ghtlase mitseeli tekkeks, nagu pildil on ndha, kulus kokku 11
paeva. Kui enne kulus plaadi taielikuks koloniseerimiseks mitseeliga 3 nadalat, siis niiid alla 2 nadala.
Pdhjuseks oleks, et esialgu pidid eosed idanema ning fuseeruma ja alles arenes mitseeli vérgustik.
Transfer 1 puhul nakatatakse aga 2 n mitseeliga, mis tdhendab, et fuseerimise protsess jai taielikult
dra. See protsess on identne kloonimisele, aga kloonimise all moistetakse reeglina mikoloogias
koeproovi vétmist seene viljakehalt, mis siis viiakse s66tmele kasvama, mitte olemasoleva miitseeli
Umberkilvi.

Nitdseks voiks selle Petri tassi juba jargmisesse etappi viia ning sammukese ldhemale viljakeha
kasvatamisele. Kui Petri tassil saame me kasvatada 2-mootmeliselt ning seda kasutatakse pigem
kultuuri puhtuse hindamisel ning puhastamisel ja mitseeli paljundamisel, siis jargmisena peaksime
seda mitseeli vdlja kasvatama mahulisemal s66tmel kui selleks on Petri tassil olev MEA s6dde.

Jargmises etapis kasutati s66tmena niisutatud rukkiterasid. Rukkil (vOi mistahes teraviljal) saame
kasvatada kolmemdotmeliselt, aga enne mitseeli teraviljale viimist peame taielikult kindlad olema, et
seal ei ole ka mingit muud organismi kasvamas. Rukist kasutati just selleparast, et sellega on
varasemalt kokkupuude olnud ning see on ka vaga haid tulemusi andnud. Rukis sisaldab kdiki seene
poolt lihtsasti seeditavaid slsivesikuid ning on (ks k&ige usaldusvdaarsemaid variante mistahes seente
kultiveerimisel. Saab ka kasutada muid teraviljalisi, nditeks mais, oder, tatar, jne, aga eelnimetatud
pohjustel sai valitud rukis.

Esialgu keedeti rukist 15 minutit ning seejarel pandi toatingimustes kuivama (22-25°C, hea Shuringlus
ning Ohuniiskus 40% juures) umbes kaheks tunniks. Selle eesmark on rukkiterade pinnalt vee
aurustumine, kuid mitte terast endast. Keetmine muudab rukise pehmemaks ning tagab toitainete
kattesaadavuse miutseelile. Liigne vesi aga rukise pinnal on kontaminatsioonivektoriks ning see
vahendab tdendosust, et miitseel edukalt kasvab. Samuti kui keeta rukist vahem kui 15 minutit, jadvad
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rukkiterad kovaks ning mitseelil on raskusi tungida labi rukkiteri imbritsevat kesta, et vajalikud
toitained katte saada. Rukise optimaalne niiskusesisaldus peaks olema 45%-55% vahemikus miutseeli
arenguks, antud diplomitoos oli rukise niiskusesisaldus 58%. Liiga vahene niiskusesisaldus tdahendab
aeglast miutseeli arengut ning kui see oleks liiga suure niiskusesisaldusega, siis oleks soodsad
tingimused mingi muu organismi kasvuks [25].

Seejarel viidi hidreeritud rukis modifitseeritud kaantega purkidesse. Purgid taideti % oma mahust
rukkisega, et parast oleks mutseeli poolt kokkup&imitud rukkiteri lihtsam eraldada Uksteisest.

Peale rukise modifitseeritud kaanega purkidesse viimist, suleti purgid tihedalt ning kaanele pandi
hobepaberist miitsike peale, mis takistab kondensaadi sattumist purgi kaanele autoklaavi seintelt ning
filtrina kaituva vati margumist. Rukkiteri autoklaaviti 1.5 h, autoklaavi t66réhul 1 bar, temperatuuril
121°C, et tagada taielik steriilsus meediumis.

Peale autoklaavimise protsessi 16ppu oodati umbes 20 tundi, kuniks autoklaavitav meedium oli
taielikult maha jahtunud, et neid austerserviku mitseeliga inokuleerida. Kui oleks koheselt peale
autoklaavimist inokuleerinud, oleks rukkiterad liiga kuumad olnud ning austerserviku mutseel oleks
kuumasoki téttu dra surnud ning kasutuskdlbmatuks muutunud.

Autoklaav viidi tootava, eelnevalt 70% isopropanooliga téo6deldud ning UV-steriliseeritud,
laminaarkapi ette, purgid voeti ettevaatlikult autoklaavist vadlja ning pandi laminaarkapi alla.

Joonis 8. A ja B. Taielikult koloniseerunud Petri tass alt vaadatuna (A) ning pealt vaadatuna (B), enne sellega rukkiterade
inokuleerimist.

Enne to6 alustamist voeti Petri tass koos kultuuriga ning see pihustati ile 70% isopropanooliga, samuti
pandi valmis ka skalpell ning gaasipdleti, millega siis skalpelli peale igat proovi votmist steriliseeriti.
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Uhe austerservikuga koloniseerunud Petri tassi kasutati kolme purgi inokuleerimiseks. Skalpelliga
Idigati petri tassil olev meedium kolmeks ning need omakorda vaiksemateks tiikkideks ning viidi
purkidesse, et steriliseeritud rukkiteradega purgis oleks mitu inokulatsioonipunkti. See kiirendab
inokulandi (steriliseeritud rukkiterad) kolonasitsiooniaega austerserviku miitseeliga ning see
omakorda miitseeli kasvu efektiivsust.

Inokuleeritud purgid pandi inkubeerima samadel tingimustel, milles Petri tassid olid- 22-25°C juures,
hea Shuringlusega ruumis, huniiskusel 50%.

Joonis 9. A, B ja C. Austerserviku kasv 13 (A), 15 (B) ja 30 (C) paeva peale inokulatsiooni (28.12.2021-27.01.2022)

Taielik kolonisatsioon steriliseeritud rukkiteradel vottis aega 30 pdeva (28.12-27.01). Niilidseks
ajahetkeks on mitseelil omastatavad toitained rukkiteradest kdik omastatud ning need tuleks edasi
viia sobilikku substraati viljakehade tekkeks. Viljakehad saaks ka esile kutsuda otse purgist kui varske
o6hu kogust suurendada (naiteks kaan pealt dra votta), aga kuna tegemist mitseeli kasvuks sobiva
toitainelise keskkonnaga, siis sellel keskkonnal seente saagikus on halb vérreldes optimaalsega, milleks
on surnud lehtpuu.

Kuna austerservik on oma olemuselt saprofiilne seen ning eelistab oma kasvuks lehtpuid, siis sai
sobilikuks substraadiks valitud p66gi saepuru, mida siis rikastati pdhugraanulitega. P6hugraanulid,
peale selle, et need veidikese toitaineid lisavad substraati, aitavad kaasa ka substraadi struktuurile, et
substraadis sees toimuks adekvaatsem 6hu ringlus. Kasutatud pShugraanulite 1abim0ot oli 8,0 mm.

Austerserviku viljakeha koosneb keskmiselt 88,75% veest [23], siis peaks kasutatava substraadi
veesisaldus jdama c.a 60-70% veesisalduse juurde kogu substraadi massist. See tagab, et seenel oleks
kasvamiseks ja arenemiseks piisavalt vett ning samaaegselt simuleerib looduses olevat surnut puud.
Respiratoorsel hingamisel tekib ka vett, aga kuna see ei ole piisav, et substraadis niiskusesisaldust
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sailitada — aurub &ra kiiremini kui tekkida jduab, peame tagama, et tooraine oleks piisavalt kdrge
niiskusesisaldusega, et seenel oleks eluks seda vajalikus koguses.

Joonis 10. Substraat filterkotis

Kotid eemaldati autoklaavist ning asetati eelnevalt 70% isopropanooliga ning UV-kiirgusega t66deldud
tootava laminaarkapi alla, kus siis need inokuleeriti eelnevalt nakatatud rukkiteradega.

Kuna purgis olevad rukkiterad on hasti kdvasti kokku pSimunud tanu mitseelile, siis tuli need
Uksteisest eraldada ning seda tehti tagudes purki labakdega. Seejarel toodeldi purgi pind 70%
isopropanooliga ning viidi koos substraadi kottidega té6tava laminaarkapi alla. Substraadi kott avati
ettevaatlikult ning lisati umbkaudselt 6-8% rukkiteri substraadi mahu suhtes, ehk umbes 60-80 g
rukkiteri 1 kg substraadi kohta. Seejarel voeti substraadi kotisuu &dartest kinni ning viidi
kilekeevitusseadme alla ning kotisuu sulatati kinni. Valmis substraadid muditi Iabi, et niiskus oleks
Uhtlasemalt kotis jaotunud ning ka et rukkiterad oleks vdimalikult palju koti eri punktides, et
maksimiseerida kotis erinevate kolonisatsioonipunktide arvu. Substraatide kaalud tulid peale
inokuleerimist vastavalt 1,04 kg ning 1,10 kg. Valmis “nakatatud” substraadikotid viidi inkubeerima
spetsiaalsesse ruumi, kus suhteline 6huniiskus oli stabiilselt 70% peal ning temperatuur 25°C juures.
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Joonis 11. A, B. Austerserviku substraat, mis on 5 pdeva koloniseerunud (A) ning tdielikult koloniseerunud austerserviku
substraat 14 pdeva peale inokuleerimist (B).

Substraadid koloniseerusid vahemikus 27.01.2022 - 10.02.2022 ning peale seda perioodi olid nad
valmis viljumistingimustesse viimiseks. Viljumise initseerimiseks oli lihtsalt vaja suurendada hapniku
kattesaadavust mitseelile. Labi filtrite tulenev hapnik pole piisav, et viljumist initsieerida ning seetéttu
sai substraadi kotile paar auku sisse ldigatud noaga, mille tera oli eelnevalt téédeldud 70%
isopropanooliga. Substraadid viidi viljumisruumi, kus hoiti suhtelist dhuniiskust stabiilselt 90-95%
juures ning temperatuurivahemikuks jdi 20-22°C. Eelnevalt to6deldi ka riiuleid, kus seeni kasvatati 3%
H,0, lahusega.
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Joonis 12. A, B. Substraadid 12 pdeva peale viljumise initseerimist. Peale 12 pdeva on substraadil A ndha seene viljakehade
teket, aga substraadil B pole veel siimaga ndhtavat seene viljakeha kasvu tekkinud, paralleelkatse.

Joonis 13. A, B. Substraadid 14 pdeva peale viljumise initsieerimist. Peale 14 pdeva on substraadil A naha tdiesti kipset,
korjeks valmis, viljakeha, see-eest substraadil B pole veel viljakehad kiipseks saanud, paralleelkatse.

Substraadid viljusid vahemikus 10.02.2022 — 24.02.2022. Nagu piltidelt ndha, on tulemused vaga
erinevad Uksteisest. Kuigi neil olid tapselt samad kasvutingimused ning identne substraadikooslus,
erinevad nende valimus ja saagikus visuaalselt markimisvaarselt.
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4. Tulemused ja arutelu

Kogu protsess austerserviku kasvatamisel eosest viljakehani toimus perioodil 20.11.2021 - 24.02.2022,
ehk selleks kulus ajaliselt kokku 66 paeva. Reaalset tood selle aja valtel oli umbes 12 tundi, selle alla
lahevad: agari s66tme valmistamine, teravilja valmistamine, substraatide valmistamine, erinevatel

tasemetel inokuleerimine, jne. LAviosa ajast moodustas seene koloniseerumise ootamine erinevatel
meediumitel (agaris66tmel, teraviljal ja substraadil).

Loppsaagikus kahe paralleelkatsega, mis lahtusid tGhest kolooniast:

Tabel 5. Loppsaagikus.

Substraadi kaal (kg) Saagikus (kg) Saagikuse % substraadist
1,04 0,14 13,46%
1,10 0,09 8,18%

Tabel 6. Loppsaagikus. Kuiva substraadi kohta (substraatides 68% vett).

Substraadi kaal, kuiv (kg)

Saagikus (kg)

Saagikuse % kuivast
substraadist

0,62

0,14

22,58%

0,65

0,09

13,85%

Tabel 7. Loppsaagikus. Kuiv seenemass kuiva substraadi kohta.

Substraadi kaal, kuiv (kg)

Saagikus, kuiv (kg)

Saagikuse %, kuivast viljakeha ja
kuivast substraadist

0,62

0,014

6,73%

0,65

0,009

4,32%
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Saadud saagikus oli vdaga kehv, eriti austerserviku kohta, millele anti paberil ideaalsed tingimused
kasvuks [26].

Samuti Uhest kolooniast lahtunud paralleelkatse tulemused, erinesid substraadilt saadud seened
Uksteisest eriti markimisvaarselt nii saagikuse kui ka seene (ldise profiili poolest (kuju, varvitoon ja
mass), kuigi substraadikooslus oli mdlemil substraadil identne.

Uheks p&hjuseks saaks tuua selle, et seen, millest eosed vdeti oli ise juba metsas geneetiliselt
vordlemisi nork. Eoste kasutamine ei ole sama mis kloonimine- seene kloonimisel peaksid selle
kasvatatavad jarglased olema vordlemisi identsed seenele, millelt kloon vdeti. Eoseid aga saaks
vorrelda loto mangimisega- seen voib 66padeva jooksul vilja paisata miljardeid eoseid ning erinevaid
eoste paare, mis tekkida saavad on ka umbes samas suurusjargus. Kodigil nendel eostel on DNA
jarjestused identsed, aga vaikeste nlianssidega, mis siis madravad selle seene isedrasusi- seente
suurus, saagikus, kuju, jne. Kui juba esialgu valiti nérk kandidaat, millelt eosed véeti, siis see juba viib
t6endosuse markimisvaarselt alla, et sealt mingi hea, kommertsiaalselt kasutatav kultuur tuleb.

Samas vOib ka mingil maaral substraadi koostises ning segavuses peituda madal saagikus.
Substraadisegu segati kasitsi 30 minutit ning véibolla sattus (ihte substraati markimisvaarselt vahem
lammastikuallikana kaituvat p&hku.

Ning viimaseks kdige tdendolisemaks pdhjuseks on see, et molemalt seenepakult sai seened ara
korjatud samal paeval. Pildilt on ndha kuidas vasakpoolsel seenepakul (1,04kg kaalutisega) on seened
taielikult kiipsed ning kiibarad on hallikaks muutunud. Parempoolsel seenepakul (1,10 kaalutisega) on
aga seened veel noored ning kiibarad vordlemisi tumesinakad. Toendoliselt oleks ka sellel viljakus
suurem olnud, kui oleks veel oodatud moni pdev nende kiipsenemiseks.

Samuti annavad reeglina koloniseerunud substraadid 1-5 saaki, mis siis arvutatakse kogu saagikuse
protsendi alla. Tehtud t66s piirduti ainult (he saagiga ning tdenaoliselt oleks see saagikus
markimisvaarselt korgem olnud, aga esimest saaki juba vorreldes teiste kultuuride antud esimese
saagiga, oli tulemus suhteliselt mannetu.

Vorreldes kirjandusega, peaks saagikus jadama 75%-200% juurde substraadist (varske seene kaal kuiva
substraadi kohta)- kiill aga mitme saagi peale kokku. [27]

Teiste olemasolevate austerserviku kultuuridega ei saaks antud tulemust pea ildse vérrelda. Naiteks
on Belgia, mitseeli tootva firma, Mycelia poolt aretatud M2191 Pleurotus ostreatus keskmine saagikus
seni olnud keskmiselt 32,8% substraadi massist esimese saagi kohta identsetes keskkonnatingimustes
(varske seene kaal niiske substraadi kohta). Nendel juhtel on kasutatud aga suurema mahutavusega
SacO2 PPD75/REH6/V37*53 autoklaavitavaid filterkotte (8L mahutavusega) ning samuti on nendesse
kottidesse 3x rohkem substraati pandud.
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Kokkuvote

Parnu metsast leitud austerservik sai kasvatatud eostest viljakehani ning seda voiks lugeda tehnilise
poole pealt vdiduks. Kultuuri kahe paralleelkatse saagikus jai aga oluliselt madalamaks kui
kommertsiaalsetel tiivedel. Iseenesest on see ka loogiline ning tagant jarele mdeldes, oodatav.
Tulevikus arvatavasti seda kultuuri enam ei kasutata ning kasutatakse edasi kultuure, mis on
spetsiaalselt aretatud kommertsiaalseks kultiveerimiseks. T66 sujus algusest IGpuni vordlemisi
edukalt. Kui tavaliselt peale eoste panemist s66tmele Petri tassil on ka palju konkureerivaid organisme
sellega kaasas: erinevad bakterid, parmseened, muu kontaminatsioon. Selles t66s aga ei olnud Uhtegi
kontaminatsiooniga seonduvat probleemi, mis on erakordne, sest eosed sai voetud metsas kasvavalt
austerservikult.

T60 kaigus ei tekkinud ka muid tehnilisi probleeme ning kuna mul oli eelnevalt sellele t66le juba poole
aasta jagu kogemust seentega té6tamisel, siis said ka tekkinud minoorsed probleemid kiire lahenduse.

Ise olen t66ga vaga rahul, sest polnud varem sellist pikka ettevétmist varem teinud kui eosest
viljakehani kasvatada seent. Alati on olnud kultuur juba kultuuripangast hangitud, mida siis edasi
aretada on saadud.
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Abstract

The oyster mushroom, which was collected from a forest in Parnu, was successfully cultivated from
spore to fruit body. From a technical standpoint, it can be considered a win. However, the yield was
quite bad, compared to other commercial strains of Pleurotus ostreatus. It is also logical and, looking
back, expected. In the future, this particular culture will probably no longer be used, and cultures
specifically bred for commercial cultivation will continue to be used. The work went relatively
successfully from start to finish. Usually, after placing the spores on the medium in the Petri dish, there
also come many competing organisms with it, ranging from: various bacteria, yeasts, other
contamination. In this work, however, there were no problems related to contamination, which is
extraordinary, because the spores were taken from an oyster mushroom which grew in a forest.

No other technical problems arose during the work, and since | already had half a years’ worth of
experience working with mushrooms prior to this bachelor’s thesis, the problems that arose were
quickly resolved.

| am very satisfied with the work, because | had never done such a long undertaking before, as growing
a mushroom fruit body starting from spores. The culture had always been acquired from a culture
bank from a well-established cultivator, which has been then bred further to accommodate it to our
conditions.
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Tanuavaldused

Suur tanu juhendajatele Toomas Paalme ja Siim Raadik, kes olid ndus juhendaja rolli astuma tehtud
bakalaurusetd6s ning parajalt kriitikat jagasid, et 16put66 saaks edukalt tehtud. Suured tdanud ka kogu
Scandic Organic OU kollektiivile, kelle ruumides tehtud 18putéd sai ldbi viidud, eriti suur tinu Siim
Raadikule, kes esialgu suunas mind, et kuidas (ldse praktiliselt seeni kasvatada. Eelnevalt Scandic
Organic OU ruumidesse sisenedes oli mul ainult teoreetiline osa seente kasvatamisest enam-vihem
arusaadav.

Tanan ka veel oma kursusekaaslasi motivatsiooni jagamises ning oma perekonda, kes alati mind jalle
toé6tama surusid, et asi Gigeaegselt valmis saaks.
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