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INFOLEHT

Miitseeli elektrofiisioloogia mitteinvasiivse mootesiisteemi prototiiiip

Seente ainulaadne eluvorm — keerukas membraaniga timbritsetud mikrofluiidika siisteem —
voimaldab miitseelis infol levida sarnaselt neuraalvorgustikega — elektriliste impulssidena.
Selle bakalaureusetdd teoreetiline osa annab iilevaate miitseeli anatoomilistest eripdradest ja
fiisioloogilistest protsessidest, mis panustavad seente elektrilisse aktiivsusesse. Késitletakse ka
bioloogilise elektri moddtemeetodeid ja mddtetulemuste interpreteerimise voimalusi. T
eksperimentaalosa pakub vélja mddterakkude prototiilibi agarsdotmel kasvava miitseeli
elektrilise aktiivsuse mootmiseks. Prototiilibi  testimiseks kasvatati modterakkudel
austerserviku, Pleurotus ostreatus isolaate ja mdodeti avatud ahela pinget. Mddtmiste

tulemusena tuvastati keskmiselt 20 tunni perioodiga tsiiklilisus, mis viitab tsirkadiaanriitmile.
Mirksonad: Pleurotus ostreatus, elektrofiisioloogia, tsirkadiaanriitm

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Prototype for Non-invasive Mycelial Electrophysiological Measurements

Fungi can be considered microfluidic systems enclosed within a membrane that enables
electrical activity in mycelium, similar to neural networks. The theoretical part of this
bachelor’s thesis gives an overview of the anatomical peculiarities and physiological processes
giving rise to mycelial electrical activity. In addition, insight into bioelectrical measurement
techniques is given, followed by a discussion about possibilities for interpreting measured data.
The aim of the experimental part was to design a system for non-invasive electrical
measurements for mycelium growing on fungal culture media. Pleurotus ostreatus was chosen
for testing developed systems by measuring open circuit potential. The analysis of measured
data showed cyclic behaviour in mycelial electrical activity with an average period of 20 hours,

suggesting circadian rhythm in Pleurotus ostreatus.
Keywords: Pleurotus ostreatus, electrical activity, circadian rthythm

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology



SISUKORD

SSTSUKORD ...aaaaeeeeennennnnneeeeereeeeesssnesssesessessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssnses 3
STISSEJUHATUS ..enennnnneeeeeeeeeeessssssssesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 5
1. KIRJANDUSE ULEVAADE....ouueueoeeeeveesesessssessesssssssssssssssossossssossasssssssssssssssssassassssossans 7
T.1.  SEEINLE OLULISUS .ceeeeeennneeeireeeeeeeneneeeesssecsereessssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanas 7
1.2.  Seen Kui SENSOO0TNIE STSTEEIN cuuuueeereeeeereeenneeesseceeererssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 7
1.3. Filamentsete SEENte ANALOOINIA .....cceveeeeeereeereeeeerererssseesecssssesssssssssssssssssssssssssssssssssses 9
1.4. EleKtrofilSiolo0@ia .....ccuuiiervuriirsrrinssnncsssnncssnncssanissssnesssssesssssessssnossssrssssssssssssssssssssans 12
1.4.1. HUdrauliline SUSTEEIM ....ceoiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
1.4.2. Neuroni-sarnane aKTIIVSUS ......cooeeeeetieeeeeeeeee e 14

1.5. Elektrilised mootmismeetodid DioteNNIKAS ....ccccveeeeereerieeeeerereennneesceeessereeenseseenscens 15
1.5.1. Bioloogiline silisteem Kui VOOIUIING.........ccceecuieriiiiiiieiiieiierie et 16
1.5.2. Avatud ahela pinge (OCV, open circuit VOItage) .........cccceevueeriienieeriienieeieeeieens 18
1.5.3. Miiraallikad ja miira vihendamise tehnikad.............ccccovoieniiiiniininiiince 18
1.5.3. 1. VEINE NUTA cooeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 19
1.5.3.2. SISEIMINE TNUTA coeeeieiiiiieeieeeeeeee e 19
1.5.3.3. LoKaalne MUTA....ccooiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee e 21
1.5.4, EIEKLrOOAId c.oooeeieiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 21
1.5.4.1. RaAKUSISENE MOOININE ....ceeeeiiiiieiieiieeeeeeeeeeee e 21
1.5.4.2. RaKuVAINE MOOIIMINE .....oooiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee e 22

1.6. Filamentsete seente elektriliste signaalide interpreteerimine...........cceeceeeevueeennes 23

2 TOO EESMARK a.uneeeeeeeneeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssassssasasass 24
3. EKSPERIMENTAALOSA cccueennneneneaeeeeeeeeesrnnenseeeeesessssssssssssessessssssssssssssssssssssssasssssssses 26
3.1.  Materjalid ja MetOOdIKa ........ueeeverinseriisnrcssnnissnricssnnicsssnissssnesssnessssnesssssssssssssnses 26
3.1.1. Austerservik, PIeUrotus OStrEatUS .......ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiieee e eeeieeeee e e eeeeeeaveeeeee e 26
3.1.2. MOOteraku valmiStAMINE ......oooeeieiiiiieiiieiee e 26
3.1.3. Avatud ahela pinge MOGLMINE ..........eecvieriieiieriieeiieie ettt eae e 28
314, Kasutatud tarkVara .........ooooviiiiiiiiii 28



4. TULEMUSED JA ARUTELLU .....uiiiieiinnninnesenssessnesnsssessssssssssessssssssssessssssssssesss 29

4.1. Mooteraku parameetrid... ..o eccccceeccsserccssencssnncsssnecssasecssssessssossssnesssssesssssssssssssssses 29
4.2.  Avatud ahela pinge mootmiste interpreteerimine ........cocceeveeesseecsnenssaecseecsnecsannes 29
4.3. Perioodilised muutused avatud ahela pinges .......c.ccccevverivrcerircsercscnercscnnrcssnnecsannes 32
4.4. Edasiarendused/rakendused..........cueenrrecssenssensecssnecsnnssaesssecsssecssnsssacsssessssecsanses 35
4.5. Seente elektrofiisioloogia uurimise perspektiiv .......cceceeesvercscercssnrcssnnrcscnnccsannes 36
KOKKUVOTE......onouunircircirsirsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssosss 37
SUMMARY .auuuuennuecnvnsuenssissensresssesssssesssissssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 38
TANUSONAD. .....coucuncuninsinsirscnssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssss 39
KIRJANDUSE LOETELU.........uuuuoouiuenrenvesessaesssnsesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 40
LISAD ..auauunaannennvecennensicenssessassssssaesssissssssessssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssaes 47
Lisa 1. Grafiitelektroodi iimber kasvav seeneliigi Pleurotus ostreatus miitseel............ 47
Lisa 2. Mooteraku ja MEA so6tme voimsuse spektraaltiheduse vordlus ..................... 48
LIHTLITSENTS .ou.cuuouuevuieenrenuicensaesssisssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 49



SISSEJUHATUS

Seente filamentne hulkraksuse vorm on looduses ainulaadne: iihtede esimeste maismaa
asukatena tuli sessiilse, rakukestaga timbritsetud tallusega ning osmotroofse toitumisviisiga
seentel leida lahendus ebaiihtlase toitainete jaotusega maismaal ellujddmiseks. Tubulaarsete
seeneniitide ehk hiitifide apikaalne kasv ning seeldbi ruumi koloniseerimine oli tdenéoliselt
optimaalseks lahenduseks pikkade vahemaade ldbimiseks ning toitaineid imava pinna

suurendamiseks (Nagy et al., 2020).

Seeneniidistikul ehk miitseelil on oluline 6koloogiline roll néditeks mullastiku toitainete ja vee
imberpaigutajana, silisiniku- ja ldmmastikuiihendite sidujana ja taimedevahelise
kommunikatsiooniteena, vahendades eeskitt toitaineid. Suurim teadaolev seen hdivab iile 15
hektari maad (Smith et al., 1992). Mérkimisvédrsed on seente evolutsiooniliselt véljakujunenud
mehhanismid sedavord suure ja interaktiivse organismi elutegevuse koordineerimiseks. Lisaks
keemilisele ja mehhaanilisele kommunikatsioonimehhanismidele on seentes tuvastatud ka
elektriline suhtlusviis, mis olemuselt sarnaneb loomade nirvisiisteemi ja taimedes kirjeldatud

elektrilise aktiivsusega (Olsson, 1999).

Kéesolev uurimistoo keskendub seente elektrofiisioloogiale. Seente elektrilisi impulsse on
seostatud miitseeli kasvu/diferentsiooni regulatsiooni ja kooskdlastamisega (Olsson, 1999).
Viimastel aastatel on hakatud pohjalikumalt uurima seente elektrilisi reaktsioone erinevatele
stiimulitele, nditeks mehaanilistele, keemilistele ja optilistele mojutustele (Adamatzky, Gandia,
et al., 2021; Dehshibi et al., 2021), kuid senised kasutatud meetodid on valdavalt invasiivsed
(rakke vigastavad) voi vajavad spetsiifilist aparatuuri ja kogemust (Adamatzky, Gandia, et al.,

2021; Olsson & Hansson, 1995).

Erinevalt nimetatud meetoditest pohinevad siinse uurimuse aluseks olevad mddtmised
mitteinvasiivsel meetodil. Selleks valmistati kéttesaadavatest materjalidest prototiitipsed
mddterakud, mis voimaldasid mitteinvasiivselt mddta agarsdotmel kasvava miitseeli eri osade
vahelisi avatud ahela pinge spontaanseid muutusi. Modterakkudel kasvatati austerservikut,

Pleurotus ostreatus.

Bakalaureusetod koosneb neljast osast. Esimeses osas antakse varasemate uurimuste ja
kirjanduse baasil iilevaade seente elektrilist aktiivsust vdimaldavatest anatoomilistest ja

fiisioloogilisest omadustest ning tutvustatakse bioloogilise elektri mddtmise meetodeid. Teises
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osas defineeritakse detailselt uurimuse eesmérk. Kolmandas osas kirjeldatakse modteraku
prototiilibi valmistamisprotsessi, mddtmiste aparatuuri ja tulemuste tdlgendamiseks kasutatud
tarkvara. Neljandas osas analiiiisitakse ja seostatakse mootmistulemusi miitseeli flisioloogiaga.
Lisaks pakutakse vélja prototiilibi edasiarendusvdimalusi ning arutletakse {iildiselt seente

elektrofiisioloogia uurimise perspektiivi iile.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Seente olulisus

Seened on levinud iile kogu biosfdéri ning on suurimad ja vanimad elusorganismid Maal (Smith
et al.,, 1992). Viikseimad seened on mikroskoopilised iiherakulised organismid, samas kui
suurim isend (Armillaria bulbosa) laiub iile 15 hektari ja kaalub 10 tonni (Smith et al., 1992).
Seened on Okosiisteemis fundamentaalse tdhtsusega lagundajad, patogeenid ja mutualistid
(miikoriisa, endofiiidid, samblikud): nad osalevad siisiniku-, limmastiku- ja paljudes teistes

biogeokeemilistes aineringides nii vees kui ka maismaal (Naranjo-Ortiz & Gabaldon, 2019).

Maismaa asustasid seened 715-810 miljonit aastat tagasi (Bonneville et al., 2020), 200 miljonit
aastat varem kui taimed (Pennisi, 2018). Esimesed seened maismaal toitusid tdendoliselt
bakterite ja rohevetikate orgaanilisest massist (Bonneville et al., 2020). Arvatakse, et juba
esimesed maismaa seened vodisid moodustada siimbiootilisi kooslusi tsiianobakteritega
(Bonneville et al., 2020). Seente elutegevuse kdigus moodustus sobiv pinnas taimede eluks
maal ning juba esimesed maismaataimed olid seentega siimbiontselt seotud (Pirozynski &
Malloch, 1975). Siimbioossete seente laiaulatuslik miitseel ihendab taimi ja mullaorganisme

ning toimib maa-aluse infovdrgustikuna.

Inimesed on 14bi aegade tarvitanud seeni s00giks ja kadritusprotsessides. Seente metaboliidid
on leidnud kasutust nii ravimitodstuses kui ka toorainena toiduainetdostuses ning seened on
osutunud edukaks ohtlike todstusjddtmete lagundamisel. Viimastel aastatel on neis hakatud iiha
enam ndgema potentsiaali ka biomaterjalina ja elusa sensoorse komponendina tekstiili-,
pakendi- ja ehitustodstuses ( Adamatzky, Gandia, et al., 2021; Attias et al., 2020; Vandelook et
al., 2021)

1.2. Seen Kkui sensoorne siisteem

Elusorganismi definitsioon sisaldab vdimet suhestuda keskkonnaga, mis on ellujddmise ja
paljunemise eelduseks. Keskkonnaga suhestumise uurimiseks vOib organismi vaadelda
slisteemina, mis saab limbritsevast infot ning reageerib sellele. Info kandjateks ja vahendajateks
on signaalid (nn biosignaalid); sealjuures kasulikku informatsiooni mitte kandvad ’signaalid’
on miira (Semmlow, 2018). Signaali ja miira suhe on subjektiivne ja oleneb vaatleja
perspektiivist. Selles peatiikis keskendutakse signaalidele, mis kannavad kasulikku

informatsiooni seene jaoks.



Signaale, mis sisendina bioloogilisse siisteemi jouavad, nimetatakse ,,stiimuliteks®. Siisteemi
véljundvastus stiimulile on ,;reaktsioon” (joonis 1). Organismi puhul on signaalid iildiselt

muutused bioloogilistes ja flisioloogilistes nditajates.

sisend Bi Sl valjund
stiimul loloogiline \:I> reaktsioon
stiimul |:> 5 reaktsioon
susteem

Joonis 1 Skeem elusorganismist kui siisteemist, mis suhestub timbritseva keskkonnaga. Kohandatud (Semmlow, 2018).

Kommunikatsioon seene eri osade vahel toimub keemiliste, mehaaniliste ja elektriliste
signaalide kaudu (Olsson, 1999; Semmlow, 2018). Mehaaniline kommunikatsioon on enamasti
protoplasma liilkumine ning toitainete ja organellide iimberpaigutumine (Olsson, 1999).
Keemiline signalisatsioon viljendub fiisioloogiliselt oluliste molekulide eritamises ja
retseptoritega seondumises. Signaalid, mille puhul on oluline kiirus, edastatakse elektriliselt

(Semmlow, 2018).

Seente elukeskkonnad on mitmekesised ja muutlikud. Mulla tingimused nagu niiskus,
temperatuur, pH, toitainete leidumine ja teiste organismide esinemine vdivad suures ulatuses
muutuda (Yu & Fischer, 2019), mistdttu on seente jaoks oluline tunnetada ja reageerida
paljudele stiimulitele. Niiteks on kirjeldatud seente reageerimisvdimet toitainetele nagu
gliikoos, fosfaat, ammooniumioonid (Olsson, 1999) ja gaasidele, nditeks CO; ja Oz-le (Tabak
& Wm. Bridge Cooke, 1968). Seentel on mitmeid valgustundlikke retseptoreid, kuna valgus on
indikaatoriks kokkupuutest avatud Shuruumiga, kus eosed e spoorid saavad levida, ning
stimuleerib sporulatsiooni voi viljakeha kasvatamist (Adamatzky, Gandia, et al., 2021; Yu &
Fischer, 2019)]. Seened reageerivad feromoonidele, mis on eeskitt olulised paljunemisel, ja
hormoonidele, ka inimese hormoonidele, niditeks hiidrokortisoonile (Dehshibi et al., 2021).
Koik seened vastavad stressile, milleks v3ib olla nii osmootne Sokk, temperatuur, korge soola
kontsentratsioon, UV-kiirgus kui ka mehaaniline mdjutus (Adamatzky, Gandia, et al., 2021)].
Seened, nagu ka taimed, tunnetavad elektromagnetviiljasid ja kdik seened on vdimelised
erinevate mehhanismide kaudu dra tundma potentsiaalseid peremeesorganisme (Bahn et al.,

2007; Olsson & Hansson, 1995).



Kiesoleva uurimuse fookus on seente elektrilisel signalisatsioonil. Kdikide nimetatud stiimulite
vastusena on tuvastatud potentsiaalimuutused nii hiiiifi kui ka hiiiifivorgustiku tasandil
(Adamatzky, Gandia, et al., 2021; Adamatzky, Nikolaidou, et al., 2021; Dehshibi et al., 2021;
Olsson & Hansson, 1995). On teada, et seened reageerivad taktiliselt ja troofiliselt ndrkadele
vélistele elektrivéljadele, mis on vorreldavad taimejuurte tekitatud elektrivéljadega. See annab
alust oletada, et just taimesisesed elektrivoolud on seentele mérgiks potentsiaalsest
peremeesorganismist. (Gow & Morris, 1995) Seega on elektrivoolude tekitamine ja nendele

reageerimine olulise tdhtsusega seente elutegevuses.
1.3. Filamentsete seente anatoomia

Filamentsete seente kudesid nimetatakse plektenhiiiimiks. Plektenhiiiimis eristatakse kahte
tilipi kudesid: horedalt pdimunud hiilifidest prosenhiiiim ja tihedatest hiitifikimpudest
pseudoparenhiiiim, mis meenutab taime kudesid ja kus hiiiifiline ehitus pole esmapilgul ilmne,

kuid on tuvastatav nditeks skanneeriva elektronmikroskoobiga. (Whittaker, 1969)

Filamentsete seente struktuuriiiksus on hiiiif (joonis 2b). Hiiiifi voib kujutleda tugevalt
polariseeritud membraanilise protoplasmaga tdidetud silindrina, mille tipmine ehk apikaalne

kasvukiirus voib ulatuda iile1pm/s (Seiler & Plamann, 2003). Lisaks membraanile katab hiiiifi

ka tugev ja sitke gliikkaani (71%) ja kitiini (9%) rohke kest (Kang et al., 2018). Leidub nii
itherakuliste hulktuumsete hiitifidega seeni [mdned ikkesseente, Zygomycota sugukonna
esindajad] kui ka mitmerakuliste hiilifidega seeni [kandseened, Basidiomycota ja kottseened
,Ascomycota]. Mitmerakulise hiiiifi protoplasma on ruumiliselt eraldatud hiiiifi membraaniga
risti moodustuvate vaheseintega ehk septadega (joonis 2d) (R. T. Moore & McAlear, 1962).
Vaheseintega eraldatud sektsioonid on ithenduses pooride kaudu, ldbi mille saavad liikuda

tsiitoplasma, organellid ning laenguga ja laenguta molekulid (Bueno & Silva, 2014).

Kuigi tsiitoplasma pidevus organismi 1dikes holbustab kasvu ja kommunikatsiooni, on see
potentsiaalne kiire levimistee ka patogeenidele ning vigastuse korral vdiks kogu organism
tiihjaks voolata. Uks mehhanism selle viltimiseks on kirjeldatud vaheseinaline liigendatus ja
vaheseinte pooride avatuse ja suletuse autonoomne kontroll. Pooride kontrollitud sulgemine
voimaldab reguleerida organellide ja tsiitoplasma liikumist ning piki hiitifi kulgevat ioonvoolu

(Nagy et al., 2020) ning seelibi hiiiifi elektrilise juhtivuse vdhenemist.



d) septad

b) Haiifi tipp

C) Mtseeli virgustik

Joonis 2 Miitseeli struktuur. a) Inokulaadist (spoor voi miitseeli tiilkk) hakkab miitseel radiaalselt vidlja kasvama, et
maksimaliseerida toitainete omastamist. b) Kasvava hiiiifi tipp kdrvalharudega c¢) Miitseeli vorgustik. Kohandatud (Lew,
2011). d) Septadega ehk vaheseintega sektsioonideks jagatud hiiiif (Bueno & Silva, 2014) e) Poorid vaheseinas.
Elektronmikroskoop, 19 000-kordne ja 57 000-kordne suurendus. Kohandatud (Patrignani & Pellegrini, 1986).

Vaheseinte pooride olemasolu ja ehitus on {iiheks iseloomulikuks tunnuseks seente
siistemaatilistesse hdimkondadesse jagamisel (Moore, 1978). Kandseente poore hiiiifi
vaheseintes nimetatakse dolipoorideks (joonis 2e). Erinevalt kottseente tunneljatest
lihtpooridest, kust mahuvad 14bi nii tsiitoplasma kui ka rakutuumad, on kandseente dolipoorid
keskelt paksenenud ning timbritsetud membraanilise perforeeritud parentosoomiga ehk
poorimiitsiga. Labi sellise komplekssema struktuuri péadseb kiill litkuma tsiitoplasma

viiksemate organellide, molekulide ja ioonidega, kuid mitte tuumad. (Moore & McAlear, 1962)

Hiiiifiline hulkrakulisus, mida iseloomustab polariseeritud tipmine kasv, on looduses eriline:
sarnast kasvumehhanismi on kirjeldatud vihe, nditeks sugukonnas Oomycota ja tolmuniidis.
Seente evolutsiooniliselt esimene viljakutse maismaale elama asudes oli jouda ebaiihtlaselt
jaotunud toitaineteni. Tipmiselt pikenev ja harunev hiilif, mis voimaldas uusi piirkondi

koloniseerida, vois olla optimaalseks lahenduseks. (Nagy et al., 2020)

Hiiiifi fraktsiooniline/rakuline jaotus panustab hiiiifi diferentsiooni; apikaalsed rakud toimivad
lahikeskkonna tunnetajatena ja toitainete omastajatena ning voivad tipmiselt haruneda, samas

kui subapikaalsed rakud moodustavad eeskétt uusi hiilife lateraalselt harunedes (joonis 3b).
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Hiiiifide harunemisel voib vélja tuua kaks eesmaérki: esiteks tagab hiiiifide hargnemine miitseeli
suurema pinna toitainete omastamiseks ning teiseks on harunenud hiiiifid vdimelised
anastomoosiks ehk tiksteisega kokkusulandumiseks (joonis 3a), mis on oluline toitainete ja

signaalide vahendamiseks miitseeli eri hiiiifide vahel. (Harris, 2008)

a) Anastomoos b) Hufi apikaalne ja lateraalne harunemine

e~ /
" apikaalne

Joonis 3 a) Uldpilt anastomoosist ehk hiiiifide kokkusulandumisest perekond Sordaria naitel. Kohandatud, algallikas: George
Barron, Guelphi Ulikool, viidatud (Watkinson et al., 2015) kaudu. Uleval paremal lzhivaates valgusmikroskoobi pilt Glomus
caledonium hiitifide kokkusulandumisest. Kohandatud (Giovannetti et al., 1999). b) Lateraalne ja apikaalne harunemine.
Hiitifiga risti joontega on tihistatud vaheseinad. Kohandatud (Harris, 2008).

lateraalne

Seentest radkides kasutatakse tihti mdisteid "koloonia’ ja *miitseel’. Stefan Olsson arutleb 1999.
aasta artiklis, et moisteid kasutatakse segamini nii erineva geneetilise taustaga hiitifimassi kui
ka iihest spoorist arenenud hiitlifivorgustiku kirjeldamiseks. Olsson pakub vilja neljamdistelise
siisteemi hiilifivorgustike iseloomustamiseks, kus lisaks botaanikast iile voetud ’genetile’ ja

‘rametile’ on kaks uut madistet hiiiifivorgustike funktsionaalsuse rohutamiseks:

e Seene liikide isolaatide geneetiliste suhete rohutamiseks

1. Genet — kogum iihise geneetilise taustaga isolaatides (labori tingimustes
inokuleeritakse so0tmele enamasti mitu sama geneetilise taustaga isolaati, mis
moodustavad geneti).

2. Ramet — funktsionaalselt iseseisev geneti alamiiksus, mis flilisilises kontaktis ja
toitaineid vahetades teiste rametitega moodustavad geneti (s66tmele inokuleeritud
ithise geneetilise taustaga isolaadid genetist on rametid).

e Miitseeli funktsionaalsuse rohutamiseks
1. Geneetiline miitseeli ithik (GMU)- geneetiliselt identne hiiiifide vorgustik, mis

hoivab pidevat ruumi, kuid mille kdik osad ei pruugi olla diinaamilises iihenduses.
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2. Funktsionaalne miitseeli iihik (FMU)- funktsionaalselt seotud hiiiifide vorgustik,
mis toimib iihtse organismina. FMU-d vdivad iihineda anastomoosi kaudu ja

moodustada suuremaid FMU-d. FMU maksimaalne suurus on kogu GMU.

FMU pohiline omadus on pidev suhtlus, mis tagab FMU koosk®dlastatud kiitumise. Seetdttu
kisitletakse seente kui organismide toimimist uurides enamasti FMU-sid. (Olsson, 1999)
Kiesolevas uurimuses kasutatakse moistet miitseel” funktsionaalse iiksuse tihenduses, FMU

stinoniiiimina.
1.4. Elektrofiisioloogia

Miitseelisisene suhtlus avaldub fiisioloogilistes muutustes, toitainete limberpaigutamises,
organellide litkumises, tsiitoplasma voolus (Basidomycota) ja nii keemilises kui ka elektrilises
kommunikatsioonis (Olsson, 1999). Elektrofiisioloogia on fiisioloogia haru, mis keskendub

bioloogiliste rakkude ja kudede elektrilistele omadustele.

Membraanipotentsiaali muutuste funktsiooniks miitseelis on pakutud miitseeli kasvu ja
degeneratsiooni regulatsiooni (Olsson, 1999). Hiipoteesi toetavad uurimused, kus on leitud, et
hiitifi tipp on depolariseerunud, samas kui natuke maad enne tippu on hiiif
hiiperpolariseerunud. Potentsiaalide vahe tekitab ioonvoolu, mis kaob, kui hiiif Idpetab

kasvamise. (Gow & Morris, 1995)

Elektrit defineeritakse lactud osakeste suunatud liikumisena. Miitseelis on vdimalik jilgida
kahte mehhanismilt erinevat elektrofiisioloogia vidljendusviisi: 1) piki hiitife litkuvad laetud
osakesed ehk ioonvool; 2) hiilifi membraaniga risti litkuvad ioonid ehk ioonvoog. Jargnevad
alapeatiikid 1.4.1. ja 1.4.2. keskenduvad kahe nimetatud elektrofiisioloogilise néhtuse

mehhanismidele.

1.4.1. Hiidrauliline siisteem

Vesi moodustab ligi 90% seene kogumassist ning on oluline kogu elutsiikli véltel (Kalberer,
1985), sealjuures enamus veest on tsiitoplasma koosseisus. Peatiikis 1.3.1. kirjeldatud hiiiifide
ehitus niitas, et tsiitoplasma saab litkuda hiitifi ulatuses rakust rakku ja hiiiifide vahel, mis teeb
miitseelist keeruka mikrofluiidika siisteemi (Lew, 2011), mille oluline funktsioon on
kahesuunaline transport miitseeli apikaalse piitkonna varustamiseks kasvuks vajalike
toitainetega ja apikaalselt omastatud ressursside transpordiks miitseeli keskmesse (Darrah et

al., 2006). Toitainete imberpaigutamisel saab eristada nelja mehhanismi:
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1. Passiivne

Toitaineid omastatakse vastavalt lokaalsele vajadusele difusiooni teel. Hiiiifisiseselt liiguvad
omastatud toitained samuti difusiooni teel. Difusioon hiilifis on valdavalt {ihedimensionaalne,
mis tagab suurema toitainete voo vorreldes kolmedimensionaalse difusiooniga. Kirjeldatud

mehhanism ei vaja lisaenergiat. (Olsson, 1999)
2. Passiivne + aktiivne toitainete omastamine

Toitaineid omastatakse lokaalseid vajadusi iiletades iilehulgas ja selleks kulutatakse energiat.
Hiiiifis tekib jarsk toitainete gradient, mis kiirendab difusiooni ja toitainete jdudmist miitseeli
kaugematesse piirkondadesse. Toitainete omastamine on aktiivne, kuid hiiiifis liiguvad

toitained passiivselt difusiooni teel. (Olsson, 1999)
3. Aktiivne, tsiitoplasmaatiline

Toitainete litkumine on seotud tsiitoplasmas organellide aktiivse liigutamisega ja peristaltiliste
vakuoolsiisteemidega. Peristaltilised vakuoolid on tsiitoplasmast eraldatud orgenellid, mis
sisaldavad suures kontsentratsioonis pohiliselt fosfaat- ja ldmmastikithendeid. Persitaltilised
vakuoolid ldbivad mitut rakku ja saavad riitmiliste kokkutdommetega oluliselt kiirendada
toitainete litkumist mdlemas suunas. Selline siisteem vajab energiat nii toitainete organellidesse

paigutamiseks kui ka edasiseks liigutamiseks. (Darrah et al., 2006; Olsson, 1999)
4. AKktiivne, rohust tingitud massivool

Rakuturgor on seene jaoks oluline mehaanilise toena, raku kasvu ja substraadist ldbi
kasvamisel. Kuigi rakuturgori sdilitamine on seene jaoks eluliselt oluline, ei ole rakusisene rohk
iile miitseeli konstantne. (Lew, 2011) Viikesed rdhumuutused tekivad iildjuhul osmoliiiitide
absorptsiooni/siinteesi, viliste osmootiliste tegurite voi hiilifi kasvamise tagajérjel (Herman &
Bleichrodt, 2021; Lew, 2005, 2011). Kui aktiivse toitainete omastamise tulemusel tekib hiilifis
kdrge osmootne rohk, liigub vesi keskkonnast toitainete jirel hiiiifi ja tekitab hiitifis kdrgema
rakuturgori. Vesi ja toitained voolavad hiilifis vidikseima takistuse suunas (Olsson, 1999).
Filamentsetel seentel on enamasti suurem rohk miitseeli keskosas kui miitseeli perifeerias
(Eamus & Jennings, 1986). Hiiiifi tipu kasvades tekib madalama rdhuga vaba ruum, kuhu vesi
ja toitained voolavad (Heaton et al., 2010) (joonis 4a ja 4b). Hiiiifide laminaarse tsiitoplasma
vooluga siisteemis liiguvad metaboliidid nii tsiitoplasma vooluga kaasa kui ka difusiooni teel.

Suurte molekulide, niiteks valkude liikumisel on olulisem tsiitoplasma voolust tingitud
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litkumine, samas kui viikeste molekulide puhul on difusioon tsiitoplasma voolust kiirem (Lew,

2011).

Kui substraat on lagundamiseks liiga kuiv, siinteesib seen lokaalselt osmoliilite juurde, et
transportida vett miitseeli niiskematest kasvukohtadest kuivale substraadile (Herman &
Bleichrodt, 2021). Osmoliiiite siinteesitakse juurde ka juhul, kui rakuturgor langeb normist
madalamale (Herman & Bleichrodt, 2021). Olenevalt vee ja toitainete hiiiifi sisenemise
piirkonnast ja apikaalsest kasvust, vdivad vesi ja toitained liitkuda hiiiifi apikaalses kui ka

tsentraalses suunas (joonis 4c, 4d, 4e, 4f).

distaalne/keskmine apikaalne/marginaalne  juurdekasv
a) S =
A > S>—
b) H,0 a) Mutseeli keskosast tipu poole suunatud vool.
: J‘v}—\@f\;}\ = S>—» = b) Harunenud tipuga hilfi tditmiseks on vaja
e ™ kahekordset veehulka.
N c) Kui hlitfi tipu osas imendub kdik hiitfi kasvuks
N vajalik vesi, ei toimu veevoolu.
c) d) Kui hiitf on harunenud ning Ghe haru kasv
-A =22 fui:x = peatub ja imab vett, siis liigub vesi selles harus
H.0 H,0 keskosa poole ning harunemiskohast teise haru
d) A——— S > tipu poole.
H0 . . .

' e) Kasvamise I|Gpetanud hilfi tippu tekib
Ulerdhk ning vesi liigub perifeeriast mutseeli
keskosasse.

H,0
H,0 :
e) — £ e f) Kui hadfi tipu osas imendub rohkem vett kui
= 71
= A keskosas, tekib samuti perifeeriast keskossa
f) A ' liikuv vool.

g - - r———““ A =53

H.0 H,0

Joonis 4 Voolu hulk ja suund sdltuvalt vee kaost ja omastamisest ning hiiiifi kasvust. (Herman & Bleichrodt, 2021)

1.4.2. Neuroni-sarnane aktiivsus

Monedele stiimulitele reageerib miitseel kiiresti. Kiirete signaalide levimiseks on pakutud nii
peatiikis 1.4.1 kirjeldatud hiidraulilist voolu kui ka membraanipotentsiaali muutuste levikut.

(Olsson, 1999)

1976. aastal moddeti esmakordselt tulemuslikult spontaanseid kvaasi-sinusoidiaalseid ja
aktsioonipotentsiaali (AP) -laadseid membraanipotentsiaali muutusi seeneliigis Neurospora
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crassa (Slayman et al., 1976). Neurospora crassa tasakaalupotentsiaaliks leiti umbkaudu -180
mV. AP -laadse aktiivsuse ldvendiks leiti 5-20 mV depolarisatsioon tasakaalupotentsiaali
suhtes. Mdddetud AP-d kestsid kaua, 1-2 min (vdrreldes loomade nirvisiisteemiga, kus AP
kestus voib jddda alla millisekundi), ja AP piigi maksimum oli ligi -40 mV. Modtmiste
tulemusena kirjeldati 10-20 mV amplituudiga ja 3-4 min perioodiga kvaasi-sinusoidiaalseid
potentsiaali vonkumisi, mis kestsid paarikiimnest minutist mitme tunnini (Slayman et al., 1976).
Sellega tdestati membraanipotentsiaali muutustest tulenevate elektriliste impulsside esinemine

seentes.

1995. aasta uurimuses nditasid Olsson ja Hansson, et austerserviku, Pleurotus ostreatus ja
kiilmaseene, Armillaria bulbosa miitseelis — {iihtse membraaniga limbritsetud pideva
tsiitoplasma vorgustik — levivad depolarisatsiooni-lained, mis on tundlikud stiimulile (vérskelt
16igatud kasepuidu — potentsiaalse toitainete allika asetamine miitseelile). Saadud potentsiaali
koverad olid analoogsed loomades ja taimedes mdddetud aktsioonipotentsiaalidega. (Olsson &

Hansson, 1995)

Ioonvoolu ja ioonvoo paralleelsete modtmiste tulemusena on leitud, et ioonide koguvoogu ja
seega membraanipotentsiaali muutustesse panustavad pohiliselt K* ja Cl- ioonid. Varreldes
ioonide koguvoogu ja voolu, mis membraanipotentsiaali muutuseid edasi kannab, on leitud, et
ioonvool on suurem, kui oleks ainult ioonvoost tekkinud vool. Seetdttu on tdendoline, et
ioonvoolu panustavad lisaks K* ja CI- ioonidele ka niiteks Ca?*, Na*, NH4*, P;, NOs ioonid ja

orgaanilised happed. (Lew, 2007)

2022. aastal nditas Andrew Adamatzky, et nagu koigil teistel elektrilise aktiivsusega
organismidel, on ka filamentsete seente elektrilist kommunikatsiooni vdimalik takistada
anesteesiaga. Katses mdjutati miitseeli kloroformi aurudega, mille tulemusena véhenes
spontaanne elektriline aktiivsus mairgatavalt. Elektriline aktiivsus taastus kloroformi

eemaldamisel. (Adamatzky & Gandia, 2022)

1.5. Elektrilised mootmismeetodid biotehnikas

Voimalusi seente elutegevuse uurimiseks on palju. Kdige esimese informatsiooni seene kohta
annab silmaga ja/vdi mikroskoobiga miitseeli kuju ja struktuuri muutuste jalgimine. Lisaks on
voimalik uurida kdiki muutusi geenide aktiivsuse tasemel (Wilson & Talbot, 2009). Keemiliste

meetodidega puhastatakse ja tuvastatakse teiseseid metaboliite (nditeks toksiine) (Hoeksma et
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al., 2019) ja ainete litkkumise jélgmiseks miitseelis kasutatakse margistatud fosfori ja siisiniku
isotoope ((Olsson, 1999)). Erinevate meetodidega on voimalik mddta hiiiifi rakuturgori muutusi

(Money, 1990).

Elusorganismides avalduvad paljud fiisioloogilised protsessid ioonide liikumisena, mistdttu on
neid voimalik tuvastada ka elektriliste mddtmiste abil (Olsson & Hansson, 1995). Praecguseks
ei ole teada koik seente elektrofiisioloogiasse panustavad mehhanismid. Uue vaatepunkti
annaksid elektrilised modtmised kombineeritult potentsiaalselt ioonvoolu panustavate

protsesside mddtmistega nagu osmoliiiitide siintees ja sellest tulenevad rakuturgori muutused.

1.5.1. Bioloogiline siisteem kui vooluring

Bioelektri genereerimine bioloogilise raku tasemel on vdrreldav patarei toopohimdttega:
molemas toimuvad redoksreaktsioonid ja ioonide litkumine (Schofield et al., 2020) (joonis 5).
Bioloogilise raku membraanilistes struktuurides on ioonkanalid, mis jaotavad laenguga ja
laenguta molekule (ka makromolekule) nii organellide kui ka raku sise- ja viliskeskkonna
vahel. Laetud osakeste ebavordne jaotamine membraani suhtes tekitab elektrokeemilise
potentsiaali, mis on vorreldav patareis séilitatava energiaga ning tdhendab potentsiaali teha t66d
osakeste liigutamiseks, mida nimetatakse analoogselt elektromotoorjduga ioonmotoorjouks.

Raku membraani potentsiaaliks nimetatakse koikide laetud osakeste elektriliste potentsiaalide

kombinatsiooni.
a o - b)
| | orgaanilised
happed ja suhkrud

laetud

l metaboolsed tlejaagid
makromolekulid

orgaanilised happed
27 1
4

i ) o~
1
X0 : y+ keskne +

N metabolism amino-ja — 1 +

by X+ E Yo nukeliin- /.J 1+
H =
]

-+

+

= ioonid S | happed (o]
- o. — M O )~ O
- o HOO B I NAD: NADH ATP:B foonid ©
E ADP )
1
hingamine ioonpumbad
elektrokeemiline rakk bioloogiline rakk

Joonis 5 Patarei ehk elektrokeemilise raku ja bioloogilise raku analoogia. Elektrokeemilises rakus (a) ja bioloogilises rakus (b)
tuleneb laengukandjate liigutamiseks vajalik energia redoksreaktsioonidest. Redoksreaktsioonide tulemusena tekib patarei
elektroode tihendavas juhtmes elektronvool ning lahuses 1dbi membraani kompenseeriv ioonvool. Bioloogilises rakus tekib
redoksreaktsioonide tulemusena elektronvool membraaniseoselistes valgulistes struktuurides ja ioonvool 1ébi rakumembraani.
Kohandatud. (Schofield et al., 2020)
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Laengugradient paneb ioonid liikuma rakusisemusest membraani poole. Tsiitosooli viskoossus
takistab ioonide liitkumist ja on seega vaadeldav takistusena. Osad ioonid kogunevad
rakumembraanile, mis mahtuvusliku elemendina. Seejuures liiguvad ioonid ka pidevalt
passiivsete ioonkanalite kaudu rakust sisse ja védlja (joonis 6). Iga ioonkanal on seega juhtiv
element, mis olenevalt iooni ldbilaskevdimest omab erinevat takistust. Lihtsustatult voib rakku
kujutada elektriahelana, milles takistus ja mahtuvus on {ihendatud paralleelselt ning

vooluallikaks on aktiivsete ioonkanalite t60 tasakaalu potentsiaali vastu (joonis 6).

a) b) ]

C — R=1/G

C = mahtuvus

R = takistus
mahtuvus juhtivus mahtuvus | = vool

G = juhtivus

Joonis 6 Rakumembraani vordlus elektriahelaga. a) Lipiidne kaksikkiht kiditub kondensaatorina samas kui valgulised
ioonkanalid voimaldavad ioonidel iihelt poolt membraani teisele poole liikkuda ning kiituvad juhtidena. b) Rakumembraan on
analoogne elektriahelasse paralleelselt tihendatud kondensaatori, C ja takistiga, R.

Périsrakus on olukord keerulisem: rakusisemuses on lisaks tsiitosoolile ka tuum ja organellid
ning tihe valguline tsiitoplasma vorgustik. Néiteks valgulised negatiivsed aktiini poliimeerid
tombavad ligi positiivseid ioone ja toimivad seetdttu kui raku bioloogilised elektrijuhtmed —
ioongradiendis liikuvad ioonid ei liigu lahuses kaootiliselt, vaid modda aktiini filamente (Lin
& Cantiello, 1993). Ioone liikuma panevaid joude on rohkem kui vaid ioonkanalite aktiivne
t00. Hiiiifis ei teki potentsiaalide erinevused ainult kahel pool membraani, vaid ka piki hiiiifi.
Seente puhul on oluliseks néditeks peatiikis 1.4.2. kirjeldatud hiidrauliline liikumine,

osmoliiiitide siintees ja difusioon. Lisaks suurendavad dolipoorid oluliselt rakkude juhtivust.

On ilmne, et koiki elektriahela komponente rakus kirjeldada on keeruline ning veel keerulisem
on seda teha rakkude siisteemi — organismi — korral. Paljudel juhtudel piisab aga lihtsustatud
ettekujutusest — mudelist. Nii voib mdelda miitseelist kui elektrilisest siisteemist, millel on
impedants (diinaamilisele elektrivdljale mdju avaldavate elementide kooslus) ja

ioonmotoorjoud (kdikide ioone litkuma panevate jdudude summa).
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1.5.2. Avatud ahela pinge (OCYV, open circuit voltage)

Avatud ahelaks nimetatakse elektrilist energiallikaga silisteemi, mis on vooluringist lahti
iihendatud. Ohk on hea dielektrik ja seega vdib avatud ahelat kujutada ka vooluringina, milles
on 1dpmata suure takistusega (R= o) takisti. Sellises ahelas ei ole voolu (I= 0) ja pinget

moddetakse 10pmata suure takistusega takisti otste suhtes. (joonis 7)

Elektriline stisteem

Joonis 7 Avatud ahela pinge (open circuit voltage, OCV). Avatud ahel tdhendab, et elektriahel on katkestatud- takistus on
16pmata suur. Avatud ahelas ei ole voolu, vool I =0 ning siisteemi maksimaalset pinget V. avatud ahela +ja — otste suhtes.

Praktikas moddab modteriist avatud ahela pinget tagasisidestuse pohimdttel. Avatud ahela
otstega lihendatud mddteriist rakendab siisteemile vastu sellist pinget, et modteriista ei ldbiks
vool ja moddab rakendatud pinget. Praktikas on keeruline teha ldpmatu impedantsiga

voltmeetrit, mistottu 14bib silisteemi enamasti siiski vdike vool.

Avatud ahela pinge mddtmine peaks uuritavat siisteemi vorreldes teiste mddtemeetoditega

voimalikult vihe mdjutama.

1.5.3. Miiraallikad ja miira vihendamise tehnikad

Miira avaldub eriti tugevalt suure impedantsiga siisteemides. Suure impedantsiga siisteemis
liigub laengukandjaid vdhe ja vool keskmistatakse iile vdikese arvu laengukandjate, mistdttu on
iga individuaalse laengukandja juhusliku liikkumise panus pinge muutustesse suur. Teades
miiraallikaid on vdimalik miira analiiiisida ja vdhendada nii mddtmiste ajal kui ka hilisema

andmetootlusega. Miiraallikaid voib kategoriseerida kolmeks:

1) véline miira;
2) sisemine miira;

18



3) lokaalne miira.

Jargnevates peatiikkides tutvustatakse ldhemalt koige levinumaid miiraallikaid labori
tingimustes miitseeli elektrilise aktiivsuse mdodtmise kontekstis ning voimalusi miira

vihendamiseks mootmiste ajal.

1.5.3.1. Vailine miira

Koik elektrilised siisteemid kiirgavad elektromagnetlaineid, mis interfereeruvad uuritava
siisteemiga ja avalduvad miirana. Sellise miira allikad vdivad olla néiteks raadio ja televisiooni

lained, aga ka valgustid, arvutid ja muu laboritehnika. (Attri, 2015)

Uuritava stisteemi isoleerimiseks vilistest elektromagnetlainetest kasutatakse Faraday
varjestust. Faraday varjestus on juhtivast materjalist timbris, milles interakteerudes
elektromagnetlainetega paigutuvad laengud iimber nii, et varjestatud alast sisse ega vilja
elektromagnetlained ei joua. Faraday varjestust, mis limbritseb siisteemi kdikidest kiilgedest,
nimetatakse Faraday puuriks. Laengu kuhjumise véltimiseks on turvalisuse huvides soovitatav

Faraday varjestus maandada. (Attri, 2015)

Peatiikis 1.2. késitleti signaali ja miira suhtelisust. Nii voivad olenevalt kdrvalt vaatleja
eesmirgist liigitutada miiraks ka miitseeli signaalid vastusena niiteks toitainetele,
feromoonidele, niiskuse ja pH muutustele. Vastavad seent stimuleerivaid faktorid on seega

miuraallikad.
Elektrostaatiline laadumine

Staatiline laeng v3ib koguneda ja pdhjustada potentsiaali teket peaaegu kdikidel materjalidel.
Nii laaduvad néiteks seintes olevad elektrijuhtmed (50 korda sekundis). Staatiline laadunud
objekt voib indutseerida laengujaotuse mddteobjektis vai juhtmetes. Eriti oluline on staatilise
laengu kuhjumist arvesse votta kuiva dohuga keskkonnas ja ohukonditsioneeriga ruumides.

(Attri, 2015) Mdotmiste stabiilsuse tagamiseks on soovitatav hoida konstantset Shuniiskust.

1.5.3.2. Sisemine miira

Valge miira

Valgeks miiraks nimetatakse miira, mille voimsus ei sdltu sageduses ja on seega iihtlane iile
kogu sagedusspektri. Logaritmilise skaalaga graafikul, kus y-teljel on vdimsuse

spektraaltihedus (V?*/Hz) ja x-teljel sagedus (Hz), avaldub valge miira x-teljega paralleelse
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sirgena. (Vandamme, s.a.) Nimetus ,,valge* tuleneb analoogiast valgusega, kus ideaalses valges
valguses on esindatud kdikide sagedustega laineid vordselt. Valge miira pdhjustena elektrilistes

stisteemides kirjeldatakse enamasti kahte mehhanismi:

1) Elektroni diskreetsus (Shottky miira)

Elektrivool on defineeritud laengu hulga kaudu, mis l&dbib mingit ristldike pindala
ajatihiku jooksul ( I=t2 , kus T on vool, Q on laeng ja t on aeg). Elektrivool ei ole pidev,

vaid tekib diskreetsete elektronide litkumise tulemusena. Seetdttu on voOimalik, et
konstantse voolu korral 1dbib erinevatel ajahetkedel ristldike pindala natuke erinev arv
elektrone, ning seda nimetatakse miira vooluks. (Attri, 2015; Vandamme, s.a.)
2) Soojusliikumine (soojusmiira ehk Johnsoni miira)

Soojuslik miira tuleneb vabade laengukandjate korrapdratust soojusliikumisest, mille
tulemusena voivad vastaslaenguga osakesed paigutuda ebaiihtlaselt ja tekitada pinge,
mida nimetatakse ka miira pingeks. (Attri, 2015; Vandamme, s.a.) Soojuslik miira
suureneb kdrgematel temperatuuridel, mistdttu tehakse suurt tipsust ndudvaid modtmisi
voimalusel madalatel temperatuuridel. Elusorganismide puhul pole vdimalik rakendada
viga madalaid temperatuure, kuid siisteemi saab stabiliseerida hoides temperatuuri

konstantsena.

Valget miira ei saa viltida, kuid selle vihendamiseks on voimalik rakendada niiteks filtreid,
teades, et miira on jaotunud {ihtlaselt iile kogu sagedusspektri. Mddteaparatuuri komponendid

peaksid olema valmistatud viisil, et valge miira oleks minimaalne. (Attri, 2015)
1/f* sagedussoltuvusega miira

Miira, mis soltub sagedusest ja ei ole seega iihtlane iile sagedusspektri, kirjeldab logaritmilisel
spektraaltihedus vs sagedus graafikul nullist erinev tdus. Madalsageduslike komponentide
iilekaalul on sellise graafiku tdus negatiivne. Madalsageduslikku 1/f* sdltuvust on tdheldatud
erinevates valdkondades, niiteks fiiiisikas, bioloogias, majanduses. Selline suhe ilmneb nii joe
vooluhulga muutustes, majanduses, DNA ldmmastikaluspaaride asetuses kui ka teistes
keerukates siisteemides, mida iseloomustab iseorganiseerumisvdime. (Crilly et al., 1993;
Gontis et al., 2004; Kobayashi & Musha, 1982; Vandamme, s.a.; Voss, 1992). 1/f*
sagedussOltuvuse universaalsus viitab sellele, et tegemist pole mingi kindla vastastikmoju

tulemusega, vaid iildise kompleksust iseloomustava omadusega. (Gontis et al., 2004)

20



1.5.3.3. Lokaalne miira

Kontaktid

Koik kontaktid voivad halva ithenduse korral olla miiraallikateks. Halb kontakt tdhendab
enamasti ebaiihtlast kontakti. See vOib tuleneda niiteks iihenduse korrodeerumisest,
mehaanilisest liigutamisest jne. Kontaktist tulenevat miira saab vihendada modtesiisteemi

stabiliseerides ja sobivate elektroodide valikuga. (Attri, 2015)

1.5.4. Elektroodid

Bioloogilistes modtmistes on elektroodid elektrijuhid, mida kasutatakse iihendusliilina
elektriahela metalliliste komponentide (juhtmed, mddteriist) ja bioloogilise koe vahel. Soltuvalt
elektroodide paigutusest jaotatakse elektroodid rakuvilisteks ja rakusisesteks elektroodideks.
Modlemat tiilipi elektroode saab kasutada organismi tasemel mddtmiste tegemiseks. Rakusisesed
meetodid vOimaldavad 1dbi viia tipseid modtmisi ithe raku tasemel. Kuigi rakusisesed
meetodid, niiteks *patch-clamp’ meetod, on vdimsad meetodid iiksiku raku elektrofiisioloogia
uurimiseks, eeldab nende rakendamine kogemust ja seente puhul tihedaid koelisi struktuure
elektroodide rakku paigutamiseks (Olsson & Hansson, 1995). Kdesolev uurimus keskendub
ennekdike rakuvilistele modtmismeetoditele, mida on lihtsam teostada (perspektiiv ka

vilismodtmisteks) ja annab vaid lithikese iilevaate rakusisestest elektroodidest.

1.5.4.1. Rakusisene mootmine

Rakusisesed elektroodid torgatakse 14bi membraani tsiitoplasmasse, mis vdimaldab modta raku
membraani potentsiaali ja selle muutuseid. Rakusiseste elektroodidena on kdige levinumad
ioonselektiivsed Ag|AgCl klaasmikroelektroodid. Klaasmikroelektrood koosneb paari
mikromeetrise 1abimodduga klaaskapillaarist, mis on tdidetud elektroliitidiga, ning peenikesest
Ag/AgCl traadist, mis on iithendatud vilise vooluringiga. (joonis 8) Klaaskapillaari otsas on

vastavalt uuritava iooni laengule fikseeritud vastaslaenguga agargeel, mis on ioonselektiivseks
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barjadriks elektroodi elektroliiidi ja tsiitoplasma vahel. (Rettinger et al.,, 2022)

Ag/AgCl wire
KCI electrolyte \
N 1
J————— :;—\‘Pi,\ X x%— {t—)» lead
(a) glass capillary

Joonis 8§ Ioonselektiivne Ag|AgCl klaasmikroelektrood (Enderle & Bronzino, 2012)

Mootmisteks paigutatakse Ag|AgCl klaasmikroelektroodid nii, et iiks elektrood on raku sees ja
abielektrood on rakuvilises lahuses. Kuigi klaaskapillaari otsa diameeter on piisavalt viike, et
raku sisse torkamisel olulisi vigastusi mitte pohjustada, nduab rakusisese elektroodi korrektselt

paigutamine suurt tdpsust ja vilumust ning eeldab, et mdoddetav rakk on paigal.

1.5.4.2. Rakuviline mootmine

Erinevalt rakusisestest elektroodidest, mis moddavad iihe raku membraanipotentsiaali muutusi,
paigutatakse rakuvilised elektroodid rakuvilisesse ruumi, kus liikuvad ioonid on paljude
laheduses olevate rakkude elutegevuse tulemus. Selgema signaali saamiseks tuleks rakuvéline
elektrood paigutada seega vdoimalikult ldhedale huvipakkuva aktiivsusega rakkudele.
Rakuvilised elektroodid on enamasti kergemad kasitleda kui rakusisesed elektroodid ning
voimaldavad olenevalt meetodist teha mootmisi tundidest kuudeni. Rakuviliseid
modtemeetodeid on kahte tiiiipi: invasiivsed (elektrood on koe sees: paigaldamisel saavad

paljud rakud kahjustada) ja mitteinvasiivsed (elektrood on koe pinnal).

Rakuviliseks invasiivseks mootmiseks kasutatakse tihti metallist noelelektroode, mis
torgatakse uuritava koe sisse. Selliste elektroodidega on mdddetud niiteks erinevate puuliikide
elektrilise potentsiaali muutuse 0Opédevast ja aastast riitmilisust (Fensom, 1963; Xie et al.,
2021), aga ka seente spontaanseid ja indutseeritud potentsiaali muutuseid nii seene
viljakehadest kui ka tihedast miitseelist (Adamatzky, 2018a; Adamatzky, Gandia, et al., 2021).
Kirjeldatud elektroodide késitsus kahjustab paratamatult kude ja pdhjustab vdhemalt
lihiajaliselt kahjustusest tulenevaid lisasignaale. Alternatiivne elektroodi materjal on grafiit,

mis vOoimaldab teha pikaajalisi mddtmisi korrosiooni ohuta.

Vastukaaluks on koe pinnale keskenduvad modtmised mitteinvasiivsed ning annavad eelise
nditeks vigastustega seotud signaalide uurimisel. Mitteinvasiivsete pinnaelektroodidena
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kasutatakse enamasti Ag|AgCl elektroode, mis toimemehhanismilt sarnanevad peatiikis 1.3.2.1.
kirjeldatud klaaselektroodiga. Erinevus seisneb selles, et elektrood paikneb rakuvéliselt ning
kontakt koega saavutatakse elektroliitidi kaudu. Elektroliiidiks v3ib olla nditeks KCl agargeel
(Luo, 2020; Mousavi et al., 2014). Elektroliiiit-kontakti miinuseks elektroodi ja mdddetava
pinna vahel on elektroliilidi kiire kuivamine, mis piirab vdimalikku modtmise ajavahemikku

mone tunnini, ja teatud elektroliiiitide toksilisus (Volkov, 2006).

1.6. Filamentsete seente elektriliste signaalide

interpreteerimine

Seente elektriliste signaalide mehhanismidele ja tdhendusele miitseelis ei ole tdielikku selgitust
leitud. Miitseeli elektriliste mddtmiste interpreteerimine oleneb palju modtemetoodikast.
Rakusiseste elektroodide modtetulemuste pohjal saab teha otseseid jdreldusi raku
membraanipotentsiaali muutuste kohta, samas kui rakuvilised meetodite modtetulemused on

kombinatsioonid paljude rakkude potentsiaalimuutustest.

Signaali defineerimise jirgi saab eristada kahte l&henemisviisi: 1) spontaanse aktiivsuse

mddtmine, 2) organismi teadlik stimuleerimine ning modtmistes stiimuli vastuse otsimine.

Miira ja signaali suhtelisust mainiti peatiikis 1.2.. Moddetavat stimuleerides otsitakse
modtmistulemustes signaali, mis modtja jaoks on antud juhul signaal. Stiimuliga

mitteseonduvad seene spontaansed signaalid on sellisel juhul mddtja jaoks miira.

Miitseeli spontaanse elektrilise aktiivsuse modtmisel vOib seega koiki modtmistulemusi

késitleda miirana, mida edasi analiiiisida.

Andrew Adamatzky on rakuviliste meetoditega uurinud nii stimuleeritud signaale kui ka
spontaanset elektrilist aktiivsust. (Adamatzky, 2018a). Stiimulite rakendamise tulemusena on
Adamatzky kirjeldanud seeneliigis Pleurotus ostreatus iseloomulike elektrilisi signaale nditeks
vastusena valgusele ja mehaanilisele survele (Adamatzky, Gandia, et al., 2021; Adamatzky,
Nikolaidou, et al., 2021). Spontaansete signaalide /miira iseloomustamiseks vordles Adamatzky
nelja seeneliigi elektrilist aktiivsust ja leidis, et spontaanne aktiivsus erineb liigiti (Adamatzky,

2022).
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2. TOO EESMARK

Kiesoleva uurimuse eesmirk on luua ja katsetada kéttesaadavatest materjalidest ja kiiresti
valmistatavat mooterakku, mis voimaldaks mdota sodtmel kasvava miitseeli (ka horeda
miitseeli) elektrilist aktiivsust. Uurimuses kasutati austerserviku, Pleurotus ostreatus isolaate.
Seeneliigi Pleurotus ostreatus elektrilist aktiivsust on varasemalt moddetud rakuviliste
meetoditega (Dehshibi et al., 2021). Kiire kasvu ja vdhendudlikkuse tdttu on Pleurotus
ostreatus isolaate laboritingimustes lihtne kasvatada. Modterakud 3D-prinditi PLA-st ja

elektroodeks valiti grafiitelektroode.

Uurimuses vilja pakutud lahendus elektrilise aktiivsuse mdotmisteks on uudne, kuna praegu
puudub kergesti rakendatav mitteinvasiivne metood miitseeli elektrofiisioloogia uurimiseks.
Seente elektrilise aktiivsuse modtmisel on potentsiaali seente kohta andmete kogumiseks ja

kaardistamiseks ka naturaalses raskesti visualiseeritavas keskkonnas (mullas, puutiives jne).

Uurimust on osa suuremast eesmirgist seente elektrofiisioloogia kaardistamiseks meetoditega,
mis oleksid rakendatavad loomulikus kasvukeskkonnas ja voimaldaksid miitseeli vorgustikest

infot koguda ja neid stimuleerida.

Uurimuse kéigus kogutud modtmistulemuste analiiiisiga loodetakse luua seoseid elektrilise
aktiivsuse ja miitseeli elutegevuse vahel. Mddtemeetod ei ole vorreldav varasemate toddega,
kuid miitseeli elektrofiisioloogia teooria baasil on oodatav néha potentsiaali koikumisi miitseeli

osade vahel.
Mooteraku kontseptsioon

Elektroodide mitteinvasiivse paigutamise miitseeli saab tagada, kui elektroodide miitseeli
torkamise asemel lasta seenel elektroodidega varustatud ruumis kasvada. Agarsodtmega
tdidetud ja elektroodidega varustatud kasvuplaadil kasvava miitseeli elektrilise aktiivsuse
mootmine ei oleks tulemuslik, kuna seene elutegevuse kéigus tekkivad lokaalsed
ioonkontsentratsiooni  gradiendid iihtlustuksid juhtivas agars6dtmes difundeerudes.
Lahenduseks on kahest agarsé6tmega tiidetud sektsioonist koosnev siisteem, mille vahele jadb
suure takistusega dhuvahe. Molemasse sektsiooni on paigaldatud elektroodid ning s66de toimib
lisaiihendusena elektroodi ja miitseeli vahel. Uhte sektsiooni sédtmele inokuleeritakse miitseeli
tiikkk (edaspidi baassektsioon). Siisteem on valmis elektrilisteks modtmisteks, kui miitseel on
joudnud kasvada sillana iile Ohuvahe (edaspidi seensild) teise sektsiooni (edaspidi

sihtsektsioon) ja seelédbi tihendanud vooluringi (joonis 9).
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Joonis 9 Mddteraku kontseptsioon. Elektroodid sektsioonides, mille ainus ithendus on miitseelist seensild voimaldab mdota
potentsiaali muutuseid miitseeli eri osade vahel. Kasvav miitseel on skemaatiliselt kujutatud ithemddtmeliselt, tegelikult kasvab
miitseel kdigis ruumisuundades. Noolega on mérgitud huvipakkuv miitseeli kasvusuund.

Kirjeldatud siisteem ei sobitu peatiikk 1.4.4.2. toodud rakuviliste modtemeetodite liigitusse.
Traditsiooniline mitteinvasiivne rakuvdline meetod loob lokaalse kontakti koega Iébi
elektroliiiidi. Selles uurimuses kirjeldatud katse iilesehituses on elektroodid kontaktis
ennekdike kiill elektroliiiidiga (agarsodde), aga ka miitseeliga, mis kasvab elektroodi iimber
(Lisa 1). Selline iilesehitus vdoimaldab modta iildiseid erinevuseid miitseeli eri osade vahel,

kusjuures modtmine ei eelda miitseeli otsest kontakti elektroodiga.

Uurimuses eeldati, et s66tme ruumala ja koostis ja elektroodide kontaktpind on sektsioonides
vOrdsed, mistdttu voib s6Stmete ja elektroodide impedantsi lugeda vordvairseks ja voib jitta

arvestamata.
Too eesmiirgi saavutamiseks sooritati jirgmised sammud:

1. loodi prototiiiipne 3D-prinditud modterakk;

2. mooddeti modterakus kasvava Pleurotus ostreatus miitseeli osade vahelist avatud ahela
pinget;

3. modtmistulemused visualiseeriti ,,pinge vs aeg“ ja ,,vOimsuse spektraaltihedus vs

sagedus® graafikutel ning analiiiisiti voimalikke seoseid miitseeli elutegevusega.
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3. EKSPERIMENTAALOSA

3.1. Materjalid ja metoodika

3.1.1. Austerservik, Pleurotus ostreatus

Katses kasutati Tartu Ulikooli loodusmuuseumi alamkogus siilitatavat austerserviku
(Pleurotus ostreatus) seenetiive TFC202336. Tartu Ulikooli loodusmuuseumi alamkogu on osa
Tartu Ulikooli ja Eesti Maaiilikooli iihisest eluskultuuride kollektsioonist, mida kisitletakse
tthise akroniitimi TFC (Tartu Fungal Culture Collection) all. Seente eluskultuuride kogus

sdilitatakse eluskultuure katseklaasides +6 °C juures.

T66 jaoks kiilvati Ostreatus pleuratus tiivi TFC202336 Petri tassidele MEA sé6tmele (2%
linnaseekstrakt + 2% agar + deioniseeritud vesi). Petri tasse hoiti kasvukapis +23 °C juures.
Petri tass (1bimddduga 19 cm) kasvas tdis ca 7 pdevaga. Téis kasvanud Petri tasse hoiti katsete

tegemiseni temperatuuril +5 °C, et kasvu pidurdada ja miitseeli elujoulisena sdilitada.

3.1.2. Mooteraku valmistamine

Mooterakkude kokkupanemiseks kasutati 3D-prinditud baasvorme, kasvusubstraadina
autoklaavitud MEA sododet (2% linnaseekstrakt + 1,5% agar + deioniseeritud vesi), 2 mm
1abimodduga grafiitelektroode (ErichKrause, mehaanilise hariliku pliiatsi 2 mm labimddduga,

2B siisi), ldbipaistvaid plastikaatkatteid, Parafilmi ja kleeplinti.

Mooterakkude baasvormid disainiti SolidWorks programmiga ja prinditi PLA-st

(poliipiimhappest) Original Prusa i3 MK3S printeriga.

Mootmisteks sobivate dimensioonidega ja kujuga vormi leidmiseks tehti kolm prototiiiipi, mille

mootmed on toodud tabelis 1.

Tabel 1 Mooterakkude parameetrid. Parameetrid on tdhistatud joonisel 9.

Prototiiiip | Sektsiooni Sektsiooni Sektsiooni Ohuvahe, h Elektroodide
ruumala, V kogu avatud ohuvahesse (mm) kaugus, 1 (mm)
(mm?) pind, Ss+Sp avatud pind, Ss
(mm?) (mm?)
1. 51000 3400 150 5 80
2. 1810 2175 40 3 25
3. 2520 392 140 1 12
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Modterakkudes katsetati nii standardse 2% kui ka 1,5% agari sisaldusega MEA sdddet.

Loppmddtmised tehti vormiga nr 3 ja 1,5% agari sisaldusega MEA sd6tmega.

3D-prinditud vormid, elektroodid ja plastikaatkatted desinfitseeriti enne mdoterakkude kokku

panemist 70% etanooli lahusega.
Modteraku kokkupanemine toimus etappidena (joonis 10):

1. 3D-prinditud vormi sektsioonidesse fikseeriti identsed 2-mm 1dbimddduga
grafiitelektroodid. Todelektroodi ja referentselektroodi vahekaugus oli 1 cm. (joonis
10.1);

2. vormi sektsioonide avatud kiiljed suleti ajutiselt kleeplindiga ja sektsioonidesse valati
MEA so6dde. Kleeplint eemaldati parast sootme tardumist. (joonis 10.2);

3. baassektsiooni elektroodide sihis sektsiooni serva poole inokuleeriti kultuuri tiikk.

(joonis 10.3);

4. modterakk kaeti pealt labipaistva plastikaatkattega. Avatud kiiljed suleti Parafilmiga, et

véltida modteraku saastumist ja hoida modteraku sees kiillastunud Shuniiskust. (joonis

10.4).
grafiitelektroodid MEA s66de plastikaatkate
mutseeli tikk Parafilm
1. 2. 3. 4.
Vormi pdhja kinnitati Vormi kahte sektsiooni valati | Uhe sektsiooni so6tmele Vorm kaeti labipaistva
elektroodid soode inokuleeriti seeneliigi plastikaatkattega ja suleti
Pleurotus ostreatus mutseeli Parafilmiga
tukk

Joonis 10 Modteraku ettevalmistusprotsess.

Mooterakke hoiti pimedas temperatuuril +22 °C kuni miitseel hakkas moodustama seensilda,

aga ei olnud veel sihtsektsiooni s66tmele joudnud (joonis 12).
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3.1.3. Avatud ahela pinge mo6tmine

Mootmisteks kasutati BioLogic BP-300 potentsiostaati. Mdddeti avatud ahela pinget, 1
mddtmine sekundis, lahutusega 10 pV. Miira vihendamiseks paigutati mdddetav siisteem
Faraday puuri. Faraday puurina kasutati viiest kiiljest suletud ja pealt avatud pappkasti, mis
vooderdati hobepaberiga. Faraday puur maandati mddteaparatuuri maandusega. Sihtsektsioonis
oli tddelektrood ja baassektsioonis abielektrood. Uurimuse kéigus tehti kolm modtmist kolme
kultuuri kordusega. Enne modtmiste alustamist tdsteti seened vdhemalt iiheks tunniks
mddtmistingimustesse. MOStmisi tehti konstantse laclambi valgustusega, et modtmiste kdigus
oleks voimalik miitseeli kasvu jdlgida ja jdddvustada. Modteraku-sisesele stabiilsele
ohuniiskusele viitasid piisad ldbipaistval plastikaatkattel. Mdotmised kestsid keskmiselt 6

paeva.

3.1.4. Kasutatud tarkvara

Signaali to6tluseks ja visualiseerimiseks kasutati National Instruments LabVIEW 2021
tarkvara. Voimsuse spektraaltiheduse leidmiseks jérjestati isolaat 1 ja isolaat 2
mdodtmistulemused mddtmistevahelisi pause arvestamata. Pilte toodeldi Adobe Photoshop 2022

programmiga. Joonis 6 tegemiseks kasutati programmi BioRender.
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4. TULEMUSED JA ARUTELU

4.1. Mooteraku parameetrid

Kolme modteraku prototiilibi positiivsed ja negatiivsed omadused on vélja toodud tabelis 2.
Mootmisteks kasutati minimaalse inkubatsiooniajaga prototiiiipi 3, kus sd6de piisis niiskena

kogu modtmiste aja (7+ pdeva) ning saastumistdendosus oli viike.

2% agarisootmel kasvas miitseel {ildiselt so6tme pinnal, hiiiifid tungisid vihe s66tme sisemusse
ja s0dde kuivas vordlemisi kiiresti; seensild moodustus alguses iihe sektsiooni pealispinnalt
teisele (joonis 11). 1,5% miitseel kasvas sootmest 1dbi ja sdode piisis pikemalt niiskena;
seensild moodustus kohe kogu s66tme oOhuvahesse avatud pinna ulatuses (joonis 11).
Mootmistes kasutati 1,5% agars6ddet kuna konstantsete niiskustingimuste tagamiseks oli

oluline s06det varskena hoida.

Tabel 2 Kolme prototiiiibi positiivsed ja negatiivsed omadused.

Prototiiiip | Positiivne Negatiivne

1. *  So60de piisis niiskena mitu kuud *  Pikk inkubatsiooniaeg (7 pdeva)

¢ Suur saastumise tdendosus

2. *  So60de kitsas tunnelis kuivas kiiresti * Inkubatsiooniaeg lithike (3 péeva)

ja takistas seensilla moodustamist S
*  Viike saastumise tdendosus

3. *  S60de ei kuivanud modtmiste * Inkubatsiooniaeg lithike (3 péeva)

vahemikus C e
e Viike saastumise tdendosus

4.2. Avatud ahela pinge mootmiste interpreteerimine

Mootmiste tulemusena saadi andmed avatud ahela pinge muutuste kohta ajas kolme inokulaadi
jaoks, mis on kujutatud joonisel 13. Isolaatide 1 ja 2 mddtmised olid katkendlikud: [isolaatl]
15-tunnine paus vahemikus 50 — 65 tundi; [isolaat 2] 27-tunnine paus vahemikus 70 — 97 tundi.
Isolaat 3 modtmine oli pidev kuue pédeva viltel ning mddtmisperioodi illustreerivad pildid

miitseeli kasvuetappidest (joonis 11).

Koigi kolme mddtmise alguses on néha esimese 10 tunni jooksul suhteliselt suuri perioodilisi

potentsiaali kdikumisi. See kirjeldab olukorda, kus miitseel ei olnud veel sillana
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baassektsioonist sihtsektsiooni sootmega kontakti kasvanud ning elektrilise siisteemi takistus
oli suur (joonis 12). Siisteemi sisemised ja varjestamata kiiljest mojutavad vilised tegurid

avaldusid suurte potentsiaali kdikumistena.

sddde Bhuvahe soode

seensilda moodustama hakkav hauf

elektrood

mutseel

Joonis 12 Pealtvaade 1,5% agarsootmel seensilda moodustama hakkav miitseel. Vasakul on niha soétme pealiskihtidest
sihtsektsiooni poole piirgivat miitseeli kasvufronti (kiilgvaates ndeks kogu ohuvahessesuunatud pinna ulatuses soétmest
vdljuvaid hiiiife). Paremal suurendusega pilt seensilda moodustavast hiiiifist. Elektrilise stisteemi takistus on suur kuna miitseel
pole veel seensilda moodustanud.

Avatud kiilge varjestades vdhenes miirafoon kiimneid kordi. Miira vihendav efekt on ka
juhtivuse suurenemisel. Miirafooni vdhenemisega (koigil isolaatidel umbes 10 tunnise
kasvuperioodi jdrel) on tuvastatav ajavahemik, kui miitseel kasvas kontakti sihtsektsiooniga ja

tekkis uus vdiksema takistusega tee vooluahelas — miitseelist seensild.

Avatud ahela potentsiaali mdotmistes kasutatud modterakkudes kasvas miitseel aeglasemalt kui
samal ajal inokuleeritud ja samades tingimustes hoitud mdodterakkudes, mis ei olnud
vooluringiga ithendatud. See vdis tuleneda potentsiostaadi ebatipsusest — véiksest rakendatud
eelvoolust. Toendoliselt tekkis eelvoolu tdttu kahe sektiooni sdotmete vahel potentsiaalide
erinevus, mis mojutas iihest sektsioonis teise kasvavat hiiiifi. Eelvoolu suund ja suurus pole
defineeritud (tuleneb potentsiostaadist), kuid mingil ajahetkel on voolul kindel vdirtus ja suund.
Joonisel 13 on skemaatiliselt kujutatud kujutatud seensilda moodustavat hiiiifi teatud ajahetkel.
Eelvool pdhjustab elektroodide laadumise sd6tmete potentsiaalide erinevuse, mis kutsub esile
viikse voolu ka hiiiifis (joonisel 13 punane punktiirjoon). Samas vdivad hiiiifis liikuda ioonid,
mille liigutamiseks teevad rakud t66d ka rakendatud voolust sdltumatult (joonisel 13 sinine

punktiirjoon)
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Joonis 13 Avatud ahela pinge mdotmise mdju miitseeli kasvule. Kollasega on kujutatud esimest sihtsektsiooni joudvat hiiiifi.
1) Mdoteriista ebatépsusest rakendub siisteemile véike vool, mille suund teatud ajahetkel on tahistatud noolega. 2) ja 3) Véikese
voolu tulemusena laaduvad elektroodid ja moodustub elektriline kaksikkiht (EKK), laengute iimberpaigutumine pdhjustab
erinevuse so0tmete potentsiaalide E, ja E, vahel. 4) Potentsiaalide erinevuse tottu liiguvad osad ioonid hiiiifis eelvoolu suunas,
moodustub punase punktiiriga téhistatud vooluring. 5) Sinise punktiirjoonega on tihistatud hiiiifi ioonvoolud ja ioonvood, mis
toimuvad potentsiaalide erinevusest sdltumatult.

4.3. Perioodilised muutused avatud ahela pinges

Modtmiste ajal olid modterakud pidevalt laeclambiga valgustatud, kuid akendest paistva
pdevavalguse eest ei olnud mddtesiisteeme voimalik tdielikult isoleerida. Seega muutusid
valgustingimused vihesel miiral 66pieva riitmis. Odpdeva valguse muutusi arvesse vottes
vorreldi moddetud avatud ahela pinge muutusi pdikseloojangu ja -tousu tsiiklilisusega (joonis
13, 1a, 2a, 3a). Kuigi perioodilisus vastas umbkaudu 66pdeva tsiiklile, ei tulnud vilja selget
soltuvust pimedast ja valgest ajaperioodist. Modterakke ei stimuleeritud teadlikult, mistdttu
kisitleti moddetud potentsiaalimuutuseid juhuslike protsessidena (miirana). Selle miira
paremaks iseloomustamiseks visualiseeriti moddtetulemused vdimsuse spektraaltiheduse

graafikul (joonis 13, 1b, 2b, 3b).
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Voimsuse spektraaltiheduse graafikutel ilmnesid tdusud k = -3 (joonis 13,1b), k =-4 (joonis 13,
2b), k = -3 (joonis 13, 3b), mis kirjanduse pdhjal iseloomustab keerukaid iseorganiseerumis-
vOimega siisteeme (ptk 1.5.3.2.). 1/f* sagedussdltuvuse edasine analiiiis jddb kédesoleva

uurimuse piiridest vélja.

Voimsuse spektraaltiheduste graafikutel tuli koikidel isolaatidel vélja domineeriv
madalsageduslik perioodilisus perioodiga keskmiselt 20 tundi (joonis 14, 1b, 2b, 3b).
Negatiivse proovina mdddeti avatud ahela pinget {ihtlases agarsootmes. Modtmiste tulemusena
veenduti, et isolaatidele iseloomulikku madalsageduslikku piiki perioodiga ligi 20 tundi ei

esinenud (lisa 2).

Kuigi seeneliigi Pleurotus ostreatus tsirkadiaanriitmi pole teadaolevalt uuritud, on seeneliik
Neurospora crassa kujunenud tsirkadiaanriitmi uurimise mudelorganismiks, kellel on
kirjeldatud fiisioloogilist tsiiklilisust perioodiga 22,5 tundi (Baker et al., 2012).
Tsirkadiaanriitmina defineeritakse biokeemilisi, fiisioloogilisi voi kditumuslikke umbes 24
tunnise perioodiga vonkumisi, mis konstantsete valguse, temperatuuri ja muude keskkonna
tingimuste korral on piisivad, kuid mille faasi saab ldhtestada konstantse reziimi muutustega
ning mille perioodi pikkus on normaalset kasvu tagavate flisioloogiliste muutuste piirides
temperatuurist ja toitainetest vordlemisi sdltumatu [(,,Chronobiology*, 2004) viidatud (Dunlap

& Loros, 2017 ) kaudu].

Varasemast pole teada uurimusi seente tsirkadiaanriitmi elektrilistest modtmistest, kuid
elektriliste mddtemeetodidega on edukalt kirjeldatud puude O0pdeva ja aasta riitmilisi
muutuseid (Fensom, 1963; Xie et al., 2021). Seente kasv ja elektrofiisioloogia on tihedalt seotud
(ptk 1.4), mistdttu on oodatav, et ka seente tsirkadiaantsiiklilisus on elektriliste

mddtemeetoditega tuvastatav.
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Joonis 14 Madtmistel ilmnenud madalsageduslik perioodilisus. Vasakus tulbas on kujutatud kolme iselaadi avatud ahela pinge
modtmised vordluses 66 ja pdeva vaheldumisega (66 on arvestatud piikeseloojangust pdiksetdusuni). Paremas tulbas on
kujutatud  mootmistulemusi  vdimsuse  spektraaltiheduse graafikul madalsagedusliku perioodilisuse  paremaks
karakteriseermiseks. Kdigil isolaatidel ilmneb kesmiselt 20 tunnise perioodiga sageduspiik, mis voiks kirjeldada miitseeli
kasvufrondi ja baasi vahelisi tsirkadiaanseid fiisioloogilisi muutuseid. Voimsuse spektraaltiheduse graafikute alguses on néha
ka tousud 1. k=-3, 2. k=-4, 3. k = -3, mis viitavad peatiikis 1.5.3.2. kirjeldatud 1/f* sagedussdltuvusele.
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4.4. Edasiarendused/rakendused

Avatud ahela pinge modtmise tdiedusena  annaksid  lisainfot  korduskatsed
referentselektroodidega kummaski sektsioonis. Andmed sektsioonide potentsiaalide vahe

muutuste kohta voimaldaksid edasi uurida joonisel 12 kujutatud hiipoteesi.

Seeneliigi Pleurotus ostreatus tsirkadiaanriitmi perioodi kinnitamiseks peaks Neurospora
crassa tsirkadiaanriitmi uurimiseks kasutatud molekulaarseid meetodeid (Baker et al., 2012)
rakendama  austerservikul  (Pleurotus  ostreatus).  Tsirkadiaanriitmi  paremaks
iseloomustamiseks  kdesolevas uurimuses késitletud elektrilise moddtemeetodiga tuleks

jargmised katsed teha pimedas, tagades konstantsed valgustingimused.

Selles uurimuses kokkupandud mddterakk ei voimalda mddta Andrew Adamatzky kirjeldatud
lokaalseid varieeruva perioodiga aktsioonipotentsiaali-laadseid potentsiaali muutusi
(Adamatzky, 2018a). Elektroodideni jouab info 1dbi s66tme viga paljude hiiiifide elektrilisest
aktiivsusest, millele lisanduvad difusioonist tingitud ebatipsused. Seetottu vdimaldab
uurimuses kasitletud modteraku ja mddtemeetodika kombinatsioon koguda infot vaid véga
iildiste potentsiaali muutuste kohta miitseeli eri osade vahel. Uue vaatepunkti annaks voolu

mootmine moodterakus.

Selles uurimuses ei uuritud miitseeli elektrilisi vastuseid stiimulitele. Edasistes katsetustes
stiimulitega oleks vOimalik hinnata, kas, kuidas ja kui kiiresti muutub potentsiaal miitseeli

osade vahel reaktsioonina stiimulile.

Katseid tehti ainult seeneliigi Pleurotus ostreatus isolaatidega, jirgmised katsed tuleks teha
erinevate seeneliikidega, et tuvastada, kui edukalt teised aeglasema kasvuga/ndudlikumad

seeneliigid iile dhuvahe kasvavad ning kas mdddetud elektriline aktiivsus erineb liigiti.

Uurimuses kasutatud pdhimotet elektroodide miitseeli torkamise asemel lasta miitseelil
elektroodide timber kasvada, saab rakendada ka edaspidi mitteinvasiivsetes rakuvilistes

mootmistes.

Kirjeldatud pdhimattel oleks voimalik ka teistsuguse katseiilesehituse korral hiitifide lokaalseid
potentsiaalimuutuseid modta. Seda vdimaldaks elektroodide siisteemi kombineerimine
mikrofluiidika kiipidega (Schmieder et al., 2019) vdi muld kiibil siisteemidega (Mafla-Endara
et al., 2021). Mikroskaalas kapillaarid vdoimaldavad kapillaaris korraga kasvada paaril hiiiifil,
Sellisesse kapillaari elektroodi paigaldamine vdimaldaks mddta mitteinvasiivselt lokaalset
rakuvilist elektrilist aktiivsust.
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Edasiarendamist vajav idee on poorsed elektroodid, millest miitseel voi iiksikud hiitifid
kasvaksid 14bi. See oleks uus ldhenemine seene elektrilise aktiivsuse mootmisele elektroodi

koloniseerimise pohimottel.

Andrew Adamatzky on vilja pakkunud idee seenmaterjalist tarkadest majadest, kus osa
miitseelist elaks ning vdimaldaks nditeks valgustundliku sensorina paikese toustes ja loojudes
tulesid automaatselt sisse ja vélja liilitada (Adamatzky, Gandia, et al., 2021). Elusa miitseeli
levikut elutus materjalis oleks vdimalik jélgida viikeste elektroodidega varustatud kahest
sektsioonis koosnevate modterakkudega. Joonisel 13 vélja tulnud iseloomulik miira
vihenemine miitseeli sihtsektsiooni joudmisega annaks infot miitseeli jdudmisest mddteraku

teadaolevasse asukohta.
4.5. Seente elektrofiisioloogia uurimise perspektiiv

Seente elektrofiisioloogias orienteerumine avab uued vdimalused seente sensoorsete omaduste
kasutamiseks looduskoosluste toimimise uurimiseks ja heaolu hindamiseks. Miikoriissete
seente olulisust taimede vastupanuvdimes kehvades keskkonnatingimustes (nditeks kuivus ja
korge soolsus), paremas kahjuri resistentsuses ja vdimekuses rohkem toitaineid omastada
(Chaurasia & Bharati, 2021) on hakatud eriti rohutama viimastel aastakiimnetel.
Pollumajanduses on voimalik pestitsiidid ja véetised asendada digete seenekooslustega.
Raielangetele uue terve metsa kasvamist toetavad samuti maa-alused miitseelivorgustikud.
Elektrilised meetodid vdimaldavad uuest kiiljest liikide interaktsioonide ja koosluste uurimist

uuest kiiljest.

Pehmerobootikas on uue suunana kerkinud kiisimus ruumi hdivamisest ja haldamisest. Miitseeli
omadus ruumi koloniseerida vdimaldab uudse ldhenemisena ruumi hdivamise asemel
keskenduda vdimalustele juba ruumi hdivanud vorgustikuga — miitseeliga {ihenduse saamiseks.
Seente elektrilise aktiivsusega manipuleerimisel on potentsiaal miitseeli kaudu ithendatud
taimedele info saatmiseks, toitainete limberjaotamise kontrollimiseks ja tehislike siisteemidega

sidumiseks — tervete looduskoosluste timberprogrammeerimiseks.

Targad ja biolagunevad materjalid on aktuaalne teema. Seenmaterjalid vdimaldavad mdlemat.
Biolagunev miitseelimass toimib {ihtlasi sensoorse liksusena. Esimesed prototiilibid tekstiilina
kantavatest seensensorites, mis reageerivad inimese hormoonidele ja mehaanilisele mojutusele,
on juba loodud (Adamatzky, Gandia, et al., 2021; Adamatzky, Nikolaidou, et al., 2021), kuid

vajavad edasiarendamist.
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KOKKUVOTE

Aineringluse olulise osana ja Okosiisteemi ithendava vorgustikuna on seente elutegevuse

tundmadppimine eeldus kogu dkosiisteemi toimimise paremaks mdistmiseks.

Seente iiks madrkimisvddrsemaid omadusi on mullas laiuva miitseelivorgustiku
koordineerimine: seoses sellega on miitseelis tuvastatud nii keemilisi, mehaanilisi kui ka
elektrilisi mehhanisme. Lédhtudes seente anatoomilistest ja fiisioloogilistest eripdradest ja
varasemalt seente elektrofiisioloogia mddtmiseks kasutatud meetoditest loodi uudse

modtesiisteemi prototiitip.

3D-prinditud mdodteraku prototiilip voimaldas lihtsate vahenditega mddta mitteinvasiivselt
agarsootmel kasvava austerserviku, Pleurotus ostreatus rakuviliseid pinge muutuseid miitseeli
osade vahel. Varasemad lihtsasti késitletavad rakuvilised meetodid kahjustavad kudet.
Uurimuses loodud prototiilibi uudsus seisneb seente koloniseeriva loomuse dra kasutamises

lastes miitseelil iimber elektroodide kasvada kudet kahjustamata.

Prototiilibiga modtmiste tulemusena tuvastati 20 tunni perioodiga tsiiklilised potentsiaali
muutused Pleurotus ostreatus isolaatides. Tulemusi seostati tsirkadiaantsiiklilisusega, mis on
mérkimisvidrne selle poolest, et varasemast pole teada seente tsirkadiaanriitmi mdotmisi
elektriliste meetoditega. Samuti pole teadaolevalt uuritud seeneliigi Pleurotus ostreatus
tsirkadiaanriitmi. Tulemuste vordlemiseks ja kinnitamiseks on vajalik Pleurotus ostreatus

tsirkadiaanriitmi tdiendav kontrollimine traditsiooniliste meetoditega.

Kéesolevat uurimustddd, mille keskmes on seente miitseeli kasvu ja diferentsiooni reguleeriv
elektrofiisioloogia, vOib kisitleda osana suuremast eesmairgist seente elektrofiisioloogia
kaardistamiseks ning modtmiste vdimaldamiseks looduslikes tingimustes. Seente bioelektri
mdodtmised voimaldavad kahe elektroodi abil mitmekiilgset infot koguda maa-aluse muul viisil
raskesti ligipddsetava hiilifivorgustiku kohta. Voimekus miitseeli potentsiaali muutuseid
tolgendada vdimaldab teadlikult elektrilisi signaale saates miitseeli elutegevust mdjutada.
Lisaks uutele voimalustele looduskooslustega suhestumiseks ja seente kasutamiseks nii
materjali-, tekstiili- kui ka  sensoritehnoloogias avavad seente elektrilised omadused

kombineerituna hiidraulilise slisteemiga uued vaated néiteks pehmerobootikas.
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Prototype for Non-invasive Mycelial Electrophysiological Measurements

Hana Geara

SUMMARY

Fungi are considered to be the linking networks of ecosystems. Understanding the processes in
fungi is essential for the comprehension of whole ecological systems. The most remarkable
about fungi are the signalling mechanisms for coordinating mycelial growth. Three main types
of fungal communication mechanisms are chemical, mechanical, and electrical. A prototype for
non-invasive extracellular fungal electrical measurements was proposed, considering the
anatomical and physiological peculiarities that enable electrical communication within

mycelium, and previously used electrical measuring methods.

3D-printed prototypes enabled to measure extracellular potential changes in Pleurotus
ostreatus mycelium grown on agar medium. In previously used extracellular methods,
electrodes have been inserted into mycelium resulting in damaged tissue. The non-invasive

approach introduced in this thesis lies in letting the mycelium colonize the electrodes.

As a result of the measurements, cyclic behaviour of potential changes with an average period
of 20 hours was observed. To the best knowledge, electrically measured circadian rhythms have
not been reported previously in fungi. Although circadian rhythm is well characterized by
molecular methods in Neurospora crassa little information is available on Pleurotus ostreatus.
Further evaluation of the results requires additional verification of fungal species Pleurotus

ostreatus circadian rhythms with conventional methods.

The thesis can be considered part of the bigger aim to gain a better understanding of fungal
electrophysiology. Making contact with mycelium allows to gain information from the
mycelium as well as to send information to the hyphal network. Fungal electrical activity

measurements enable to make contact with mycelial networks through a simple electrode setup.

In addition to the perspective to gain insight into ecosystems, fungal electrical activity has
applications in material, textile and sensor technology. Fungal electrical features combined with

microfluidics inside hyphae open new opportunities in soft robotics.
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Lisa 1. Grafiitelektroodi iimber kasvav austerserviku, Pleurotus

ostreatus miitseel

elektrood
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elektroodi Umber kasvav mutseel

Joonis 12 Grafiitelektroodi timber kasvav seeneliigi Pleurotus ostreatus miitseel. Elektroodi 1abimddt on 2 mm.
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Lisa 2. Mooteraku ja MEA sootme voimsuse spektraaltiheduse

vordlus
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Joonis 13 Isolaat 1 ja puhta MEA séotme voimsuse spektraaltiheduse vordlus. Isolaat 1 mootmised kestsid 7 pdeva, MEA
soodet moodeti 2 pdeva, mistottu on MEA séotme graafikul andmepunkte vihem. Puhtal MEA sé6tme graafikul ei tule vilja
kasvava miitseeliga mooterakkudele iseloomulikku madalsageduslikku piiki keskmiselt 20-tunnise perioodiga.
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