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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABA: Abszcizinsav

AGO / AGO 4, 6, 9: Argonaute fehérjék

ARGOS: a szervméret szabalyozasaban szerepet jatsz6 ARGOS fehérjét kodold gén
(Protein auxin-regulated gene involved in organ size — célgén)

BAM: Binaris illesztési/térképezési fajlformatum (Binary Alignment Map)

BER: Csucsrothadéas (Blossom-end rot — fiziolGgiai betegség a paradicsomnal)
BLASTN: Nukleotid-alap alapvet6 helyi illesztési kereséeszkoz (Basic Local Alignment
Search Tool for nucleotides)

bp: Bazispar (base pair)

BP: Biolodgiai folyamat (Biological Process —a Gén Ontoldgia alkategoriaja)

C: Kontroll mintak (Control)

CC: Sejtkomponens / Sejtalkot6 (Cellular Component — a Gén Ontoldgia alkategériaja)
cDNS: Komplementer dezoxiribonukleinsav (complementary DNA)

CG / CHG / CHH: DNS-metilacios szekvenciakornyezetek (ahol a C a citozint, a G a
guanint, a H pedig az adenint, timint vagy citozint jel6li)

CLSY: CLASSY fehérje; Kromatin-atalakito fehérjecsalad nodvényekben; az RNS-
irdnyitott DNS-metilacié (RdDM) upstream szabalyozdjaként vesz részt a
lokuszspecifikus és globlis epigenetikus mintazatok kialakitasaban

CMT2/ CMT3: Kromometilaz 2 és 3 (Chromomethylase 2 and 3)

CpG / CHG / CHH: DNS-metilacios szekvenciakdrnyezetek (ahol a C a citozint, a G a
guanint, a H pedig az adenint, timint vagy citozint jel6li)

CPMCW: Citoszkeleton-plazmamembran-sejtfal hatéarfellilet (Cytoskeleton-Plasma
Membrane-Cell Wall interface)

Cq: Ciklus-kvantifikécié (Quantification cycle —a gPCR mérések kvantifikéacids pontja)
CR: Feltételes valasz (Conditioned Response / Conditioned Reflex)

CS: Feltételes inger (Conditioned Stimulus)

D: Szérazsagstressz (Drought — a kezelési csoport jel6lése)

dB: Decibel

DCL / DCL1, 2, 3, 4: Dicer-szerii fehérjék (Dicer-Like proteins)

DDM1: DNS-metilacid csokkenés 1 fehérje (Decreased DNA Methylation 1)

DEG / DEG-ek: Differencialisan kifejez6d6 gének (Differentially Expressed Genes)
DMG / DMG-k: Differencialisan metilalt gének (Differentially Methylated Genes)
DMR / DMR-ek: Differencialisan metilalt régiok (Differentially Methylated Regions)
DNS: Dezoxiribonukleinsav

DRM1 / DRM2: Domains rearranged metiltranszferaz 1 és 2 (Domains Rearranged
Methyltransferase 1 and 2)

dsRNS: Kettdsszaltit RNS (Double-stranded RNA)

ELO: Elongacids faktor 1-alfa gén (Elongation factor 1-alpha — haztartasi gén)

EX: EXORDIUM-szerti 5 fehérje génje (Protein EXORDIUM-like 5 — célgén)

FDR: Hamis felfedezési arany (False Discovery Rate)

GAPDH: Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz gén (haztartasi gén)

GC-tartalom: Guanin-citozin arany a nukleinsav-szekvenciaban

GO: Gén Ontoldgia (Gene Ontology — a génfunkcidk egységesitett osztalyozasi
rendszere)



H3K4me2 / H3K4me3 / H3K27me2: A H3 hisztonfehérje specifikus aminosavainak
(lizin 4 és 27) di- és trimetil&cids epigenetikai jelolései

H3K9ac / H3T3ph: A H3 hisztonfehérje acetilacios (9. lizin) és foszforilacids (3.
treonin) jel6lései

H4ac / H4R3sme2 / H4K5/8/12/16ac: A H4 hisztonfehérje acetilacios (altalanos és
specifikus lizinek) és metilécids (3. arginin) jeldlései

HEN1: HUA ENHANCER 1 (RNS-metilaz enzim)

HS: Hostressz (Heat Shock / Heat Stress)

HSFA2: Hbsokk transzkripcios faktor A2 (Heat-Shock Transcription Factor A2)

HSP: Hésokk-fehérje (Heat Shock Protein)

IDN2: INVOLVED IN DE NOVO 2 (az RdDM utvonalon miikodé RNS-kot6 fehérje)
IPCC: Eghajlatvaltozasi Kormanykozi Testillet (Intergovernmental Panel on Climate
Change)

ITAG4.0: Nemzetkdzi Paradicsom Annotacios Csoport 4.0-s verzidja (International
Tomato Annotation Group)

JA: Jazmonsav

LFC: Log2-szeres valtozas (Logarithmic Fold Change / expresszio-valtozas mértéke)
IncRNS: Hosszu, nem kddolé RNS (Long non-coding RNA)

MAPK: Mitogén-aktivalt protein-kindz (Mitogen-Activated Protein Kinase)

MCA: Mechanoszenzitiv kalcium-atereszt6 csatorna csalad (Mechanosensitive Calcium-
permeable Channel)

METL1: Metiltranszferaz 1 (Methyltransferase 1)

MF: Molekuléris funkci6é (Molecular Function —a Gén Ontoldgia alkategoriaja)
MikroRNS/miRNS: Mikro-RNS (kisméret(i, nem-kodol6 szabalyozé RNS-molekula)
MOML1: Morfogenetikai gatlas feloldddasa 1 fehérje (Morpheus Molecule 1)

MRNS: Hirvivé ribonukleinsav (messenger RNA)

MS: Murashige és Skoog (elterjedt ndvényi taptalaj tipus)

MscS: Kisméretli mechanoszenzitiv ioncsatorna csalad (Mechanosensitive Channel of
Small conductance)

MYB: MYB24-szeri transzkripcios faktor génje (Transcription factor MYB24-like —
célgén)

NADPH: Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (redukéalt formaja, koenzim a ROS-
termelésben)

NAT-ok: Természetes antiszensz transzkriptek (Natural Antisense Transcripts)

NCBI: Nemzeti Biotechnoldgiai Informéaciés Kozpont (National Center for
Biotechnology Information)

NGS: Uj generécios szekvenalas (Next-Generation Sequencing)

NRPEL: Az RNA Pol V polimeraz legnagyobb alegysége

OSCA: Hiperozmotikus stressz altal aktivalt kalciumcsatorna csalad (Hyperosmolality-
gated Calcium Channel)

p-adj: Korrigalt P-erték (adjusted P-value)

PC/PC1/PC2: Fékomponens/ 1. vagy 2. szamu fékomponens (Principal Component)
PCA: Fékomponens-analizis (Principal Component Analysis)

PCR: Polimeraz-lancreakci6 (Polymerase Chain Reaction)

PE150: Paros végli szekvenalasi moéd 150 bazispar hossziasaggal (Paired-End 150)
PEG: Polietilén-glikol (szarazsagstressz el6idézésére hasznalt ozmotikum)

poly-A: Poliadenilalt farok (az mRNS molekulak végén talalhato szakasz)
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PPFD: Fotoszintetikusan aktiv fotonfluxus-siirtiség (Photosynthetic Photon Flux
Density)

PTGS: Poszt-transzkripcids géncsendesites (Post-Transcriptional Gene Silencing)
gPCR / RT-gPCR: Kvantitativ polimeraz-lancreakcié / Reverz transzkripciot kovetd
kvantitativ PCR

RADM: RNS-iranyitott DNS-metilacié (RNA-directed DNA Methylation)

RDR / RDR2: RNS-fiiggé RNS-polimeraz (RNA-Dependent RNA Polymerase)

REF6: RELATIVE EARLY FLOWERING 6 (hiszton-demetil&z fehérje)

RIN: RNS integritasi szam (RNA Integrity Number)

RISC: RNS-indukélta géncsendesité komplex (RNA-Induced Silencing Complex)

RLK: Receptor-szerii kinaz (Receptor-Like Kinase)

RNA Pol / RNA Pol 11, 111, 1V, V: DNS-fiiggé RNS-polimeraz (DNA-dependent RNA
Polymerase)

RNAI: RNS-interferencia (RNA interference)

RNA-seq: RNS-szekvenalas (Ribonucleic Acid Sequencing)

RNS: Ribonukleinsav

ROS: Reaktiv oxigenforméak (Reactive Oxygen Species)

RT-enzim: Reverz transzkriptz enzim

SEC: Exociszta komplex komponens SEC3A gén (Exocyst complex component SEC3A
— héaztartési gén)

SHH1: SAWDEE homeodomain homolog 1 (DNS- és kromatink6té fehérje az RADM
utvonalon)

SiRNA / siRNS: Kis interferald RNS (Small interfering RNA)

SRNS: Kis RNS-ek (Small RNA)

sSRNS: Egyszalu RNS (Single-stranded RNA)

TE: Transzpozonok (Transposable elements)

TIP: Aquaporin TIP3-2-szerii fehérje génje (Probable aquaporin TIP3-2-like — célgén)
Tm: Olvadasi hémérséklet (Melting temperature — a primerekre jellemz6 érték)

TPK: Kétporusu kaliumcsatorna csalad (Two-pore Potassium Channel)

UBI: Ubikvitin-riboszomalis fehérje eS31 fuzios fehérje-szerii gén (héztartasi gén)
UCS: Feltétlen inger (Unconditioned Stimulus)

US: Ultrahang (Ultrasound / Ultrasonic treatment)

US+D: Ultrahang és szarazsagstressz kombinalt kezelés

UV-C: Révidhullama ultraibolya sugarzas (200-280 nm tartomanyban)

WGBS: Teljes genom szintii biszulfit szekvenalas (Whole Genome Bisulfite Sequencing)
WUE: Vizfelhasznéalas hatékonysaga (Water Use Efficiency)



1. BEVEZETES

A globalis klimavaltozas korunk egyik legmeghatarozobb koérnyezeti és gazdasagi
kihivasa, amely alapjaiban kérddjelezi meg a hagyomanyos mezdgazdasagi rendszerek
fenntarthatosdgat és az élelmiszerbiztonsdg stabilitasat (BISBIS et al., 2018). A
Klimavéaltozas kovetkeztében fellépd szélsdséges id6jarasi események - kilonds tekintettel
az aszalyos i1doszakok gyakorisaganak ¢és intenzitasanak novekedésére - a termesztett
novények szamara olyan komplex abiotikus stresszkornyezetet teremtenek, amelyhez a
genetikai alapok és a konvencionalis termesztéstechnol6giak csak korlatozottan képesek
alkalmazkodni. Ebben a kritikus helyzetben a névenybioldgiai kutatasok fokusza egyre
inkdbb az olyan innovativ, fizikai alapu kondicionalo eljarasok felé tolddik el, amelyek a
novények természetes élettani plaszticitasat és stressz-adaptacios mechanizmusait hasznaljak
fel a reziliencia fokozasara (MERILA, 2012).

A paradicsom (Solanum lycopersicum L.) vilagszerte kiemelt gazdasagi jelentéségii
kertészeti novény, mely egydttal a molekularis novényélettan egyik legfontosabb
modellorganizmusa (FAOSTAT, 2024; KIMURA és SINHA, 2008). Gazdasagi fontossaga
és jol dokumentéalt genomja révén ideélis alany a stresszvalaszok mogoétt meghlzodd
transzkriptomikai és epigenetikai  hal6zatok feltardsara. A  szarazsagstressz a
paradicsomtermesztés produktivitasat leginkdbb korlatozo tényezd, amely a csirazastol a
termésképzésig az ontogenezis minden szakaszaban kifejti negativ hatasat. A vizhiany
okozta fizioldgiai valaszreakciok, mint a sztdbmazarodas, a fotoszintetikus hatékonyséag
romlasa és az ebb6l adddo oxidativ stressz, olyan 0Osszetett védekezési stratégiak
mozgodsitasat teszik sziikségessé, amelyek jelentds eréforras-atcsoportositéssal jarnak, és
gyakran a produktivitdis mérséklodését eredményezik. Ezért valt szikségessé olyan
,priming” moddszerek kutatasa, amelyekkel a ndvényi szervezet eldzetesen felkészithetd a
varhato stresszhatasokra (SELEIMAN et al., 2021; ZHOU et al., 2019).

A novénybioldgia egyik legmeghatarozdbb szemléletvaltasa az elmult évtizedben a
novényi emlékezet és a kognitiv folyamatok elismerése volt. A novények, rogzitett
¢letmodjukbdl adoddan, nem képesek elmenekiilni a kedvezdtlen kornyezeti feltételek eldl,
ezert olyan kifinomult biokemiai és molekularis mechanizmusokat fejlesztettek ki, amelyek
lehetévé teszik a kornyezeti informéciok tarolasat és késobbi felidézését. Ez a szomatikus

memoria nem egy statikus allapot, hanem a sejtszintii szabalyozas dinamikus atrendezddése,
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amelynek hétterében komplex epigenetikai folyamatok allnak (TREWAVAS, 2014). A
DNS-metilécid és a hiszton-moddositasok olyan ,,molekularis kapcsoloként” funkcionalnak,
amelyek a DNS-szekvencia megvaltoztatasa nelkil képesek tartdsan maédositani a gének
hozzaférhetoségét. A teljes genom szintli metilacids vizsgalatok (WGBS) jelentdsége éppen
abban rejlik, hogy lathatdva teszik ezeket a rejtett mintazatokat, feltarva, hogyan valik egy
atmeneti kdrnyezeti hatas - példaul egy mechanikai ingerlés - maradando élettani lenyomatta
(WIBOWO et al., 2016; ZHANG et al., 2018; GALLUSCI et al., 2023).

A névényi memoria kutatdsa elvalaszthatatlan az asszociativ tanulds kérdéskorétol, amely
sorén a névény képessé valik arra, hogy egy semleges kdrnyezeti ingert ésszekapcsoljon egy
szamara fontos élettani tényezovel, és a késobbiekben mar e jelzés hatdsara proaktiv moédon
modositsa valaszreakcidit. Ezzel szemben a kereszt-tolerancia az a fizioldgiai jelenség,
amikor egy adott stresszhatas lekiizdése soran aktivalt védelmi mechanizmusok egy masik,
eltérd tipust stresszel szemben is ellendllova teszik az egyedet. A f6 kiilonbség, hogy az
asszociacio kiilsé informaciokon alapulo tanult viselkedés, mig a kereszttolerancia az atfedd
molekularis jelatviteli utvonalakon nyugvo biokémiai edzettség, amely az altalanos talélést
szolgalja (GAGLIANO et al., 2016; BHANDAWAT et al., 2020).

Az értekezés koOzponti hipotézise, miszerint az ultrahangos kondicionélas képes
intrageneracios memoriat létrehozni, szorosan kapcsolédik a transzkriptomi emlékezet
fogalmahoz. Ez a jelenség tilmutat a pillanatnyi stresszvalaszon; lényege, hogy az elsd
ingerhatas (priming) utdn a névény egy emelt szintli késziiltséget tart fenn. Ez a ,,primed”
allapot lehet6vé teszi, hogy a novény a késébbi, tényleges stresszhelyzetben gyorsabb és
energetikailag hatékonyabb molekularis vélaszt adjon. Kutatasunk soran kiemelt figyelmet
forditunk az ismételt ingerek id6beli dinamikdjara, hiszen a ndvényi emlékezet rogziiléséhez
elengedhetetlen az ingerek meghatarozott rend szerinti ismétlédése. Az ismételt kezelések
jelentdsége abban 4ll, hogy ezek képesek a tranziens valaszokat stabil memdrianyomokka
szilarditani, megerdsitve azokat a jelatviteli utvonalakat, amelyek a szarazsagtiirésért
felelosek. Jelen értekezés kozponti témaja az ultrahangos kezelés alkalmazhatosaga a
paradicsom stressztliré képességének fokozasaban. Az ultrahang mint (nem-invaziv) fizikai
inger, mechanikai vibraciok és kavitacios jelenségek révén képes befolyasolni a sejtek
jelatviteli Gtvonalait, anélkil, hogy vegyszerterhelést jelentene a koérnyezetre. Kutatasunk

egyik legfontosabb Gjdonsaga a ndvenyi memoria €s az asszociativ tanulas koncepciojanak



vizsgalata: arra keressik a valaszt, hogy a ndvenyek képesek-e az ultrahangos ingert és a
szarazségstresszt egymassal osszekapcsolni, az egyiket a masik prediktoraként (el6jeleként)
azonositva. Ez a képesség lehetové teszi, hogy a ndvény ne csupan reagaljon a valtozasokra,

A transzkriptomi (RNA-seq) és teljes genom szintli metilacios (WGBS) elemzések
integraladsaval munkank célja, hogy feltarja azokat a molekularis ujjlenyomatokat, amelyek
bizonyitjak az ultrahangos kondicionalast. A kutatas soran keressik a valaszt arra, hogy a
fizikai priming képes-e szignifikans eltolodast okozni a novények génexpresszios
profiljdban, ¢és hogy ezek az epigenetikai szinten is rogzilé memorianyomok meddig
maradnak fenn a ndvényi szervezetben. Az eredmények nem csupan elméleti jelentdségliek
a novényi intelligencia megértésében, hanem kozvetlen gyakorlati Utmutatast nydjthatnak a
klimavaltozds hatdsait mérsékelni képes, fenntarthatd kertészeti technoldgiak
kidolgozasahoz. A globélis adatok hitelességét célzott molekuléris bioldgiai vizsgalatokkal
tdmasztjuk ala, biztositva, hogy a transzkriptomikai €s epigenetikai szinten azonositott
génexpresszios mintazatok modosulasai kodzvetlen Osszefuiggésbe hozhatok a ndvényi
memoria kialakulasaval.

A Kutatads jelent6ségét a gyakorlati hasznosithatésdg és a klimaadaptacié adja. A
klimavaltozas okozta aszélyos periddusok nem csupan elméleti veszélyt, hanem mindennapi
gazdasagi realitast jelentenek. Az ultrahangos kezeléshez hasonlo, vegyszermentes és fizikai
alapy technologiak kutatasa kulcsfontossdgu a fenntarthatd mezégazdasag szamara. Ha
sikeriil bizonyitani, hogy a ndvények képesek a kornyezeti ingerek ,,megtanulasara” és egy
tartésabb intrageneraciés memoria fenntartdsara, az alapjaiban véltoztathatja meg a
novenykondiciondlasi stratégiainkat. A kisérleti eredményekbdl levonhatd kovetkeztetések
kdzvetlentl hozzéjarulhatnak olyan precizids technologiak kidolgozasahoz, amelyekkel a
novények természetes intelligenciajat és adaptiv képességeit felhasznalva védekezhetiink a
sz¢lsOséges kornyezeti hatdsok ellen, biztositva ezzel a kertészeti termelés jovobeli

stabilitasat.
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2. CELKITUZES

Doktori értekezésem kdzponti célja két kiilonb6z6 tipusl abiotikus stresszhatds - az
ultrahang és a szdrazsag kezelés - novényi génkifejez6dés €s epigenetikai mintdzatokra
(DNS-metilacidéra) gyakorolt hatasainak feltardsa. Kutatasom soran a ndévenyi emlékezet
molekularis hatterét €s annak gyakorlati alkalmazhatdsagat vizsgalom a kovetkezo specifikus

kérdések menten:
1. Stressz-specifikus molekularis mintazatok azonositasa

Annak meghatarozésa, hogy az alkalmazott stressz-tipusok figgvényében jelentkeznek-e
szignifikéans eltérések a ‘Micro-Tom’ paradicsomfajta transzkriptomikajaban és DNS-
metilacidjdban. A génétirasaban és DNS-metilaciojaban az RNA-seq. és WGBS adatok
integralt elemzése annak feltarasara, hogy az egyes ingerek milyen specifikus molekularis

valtozasokat okoznak a transzkriptom és az epigenom szintjén.
2. A kezelések kialakitanak-e névényi memariat?

Annak vizsgalata, hogy a kontrollalt korulmények kozott alkalmazott kezelések
kivaltanak-e memdriat és az ilyen valaszok azonosithatok-e molekularis szinten. A kutatas
ezen része arra iranyul, hogy a néveny képes-e rogziteni a korabbi ingereket, vagy csupan

atmeneti reakciorol van szo.
3. Ha létezik novényi memoria, mi az idobeli dinamikaja?

Annak vizsgélata, hogy a stressz-tipusok egylittes alkalmazédsa eredményezhet-e
intrageneracios memdriat, és hogy az igy kialakult memoéria mennyi ideig marad fenn az

egyed életciklusan beliil, és az id6 mulasédval miként modositjak a késdbbi stresszvalaszokat.
4. Asszociativ tanulas vizsgalata

Annak vizsgalata, hogy létrejohet-e a ndvényekben asszociativ memdria, ahol az egyik,
semleges inger a masik, feltételes inger prediktora lesz. Amennyiben ez bizonyossagot nyer,

annak vizsgalata, hogy az asszociativ memoria stressz/inger fligg6-e.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

A globalis éghajlatvaltozds és a kiszamithatatlan csapadékmintazatok sulyosan
veszélyeztetik a mezdgazdasagi élelmezésbiztonsagot (WHEELER ¢s VON BRAUN, 2013;
IPCC, 2023). Mivel a hagyomanyos nemesitésii fajtak csak korlatozottan alkalmazkodnak a
fokoz06do abiotikus stresszhatasokhoz (ZANDALINAS et al., 2021), elengedhetetlenné valt
olyan innovativ, fenntarthat6 kondiciondld eljardsok kutatdsa, amelyek a ndvények
természetes fizioldgiai plaszticitasat hasznaljak fel a produktivitds megoérzése érdekében
(SAVVIDES et al., 2016).

A Kkertészeti novények kozul a paradicsom (Solanum lycopersicum L.) kiemelt
jelentdséggel bir, hiszen a burgonya utan a masodik legfontosabb z6ldségndvény vilagszerte
(FAOSTAT, 2024). Gazdasagi értéke mellett a paradicsom az élettani és molekularis
bioldgiai kutatasok egyik legfontosabb modellorganizmusa (KIMURA és SINHA, 2008). A
faj genetikai térképe jol ismert, transzkriptomja szekvenalt, ami lchet6vé teszi a
stresszvalaszok mogott meghizodo génexpresszids haldzatok pontos feltarasat (Tomato
Genome Consortium, 2012). A kutatasok soran gyakran alkalmazott ‘Micro-Tom’ fajta térpe
novekedése, gyors fejlddési ciklusa és klimakamrai koriilmények kozotti kivald adaptacioja
révén idealis alany a tébbszords vagy ismételt stresszhatasok, valamint a ndvényi emlékezet
vizsgalatdhoz. A paradicsom stresszbiolOgiai valaszainak megértése igy nem csupan
fajspecifikus ismereteket nyuajt, hanem referenciaként szolgdl mas zarvatermd

kultarnovények stressztlirésének fokozasahoz is (SAITO et al., 2011).

3.1. Vizhiany okozta abiotikus stressz a paradicsomtermesztésben

A paradicsom produktivitisat ¢€és bogyomindségét szamos kornyezeti tényezd
befolyasolja, azonban a szakirodalom egyontetiien a Szarazsagot nevezi meg a legkritikusabb
abiotikus stresszfaktorként (SELEIMAN et al., 2021). A szarazsagstressz hatasa a névény
teljes ontogenezise sordn megmutatkozik: gatolja a magok duzzadasat és csirazasat,
akadalyozza a gyokérzet és a lombozat fejlodését, valamint drasztikusan csokkenti a
reproduktiv fazis sikeressegét (ZHOU et al., 2019). A vizhiany kovetkeztében fellépd

pollensterilitas és a virdgelrugas kdzvetlen hozamkiesést eredményez, mig a bogyofejlodés
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szakaszaban jelentkez6 vizhiany minéségi romlashoz, példaul a bogydrepedés vagy a
csucsrothadas (blossom-end rot, BER) kialakulasahoz vezethet (MEDYOUNI et al., 2021;
TOPCU et al., 2022).

Elettani szempontbol a szarazsig okozta elsddleges kihivas a sejt turgornyomasanak
fenntartasa és a vizpotencial egyensulya. A ndvények a vizhianyra adott valaszként komplex
védekez06 stratégiat alkalmaznak, amelynek elsé 1épése a sztomak zarédasa (NANKISHORE
és FARRELL, 2016). Bar ez a mechanizmus hatékonyan csokkenti a transzspiracios
veszteseget, egyuttal korlatozza a mezofill sejtbe jutdé szén-dioxid mennyiségét is, ami a
fotoszintetikus aktivitas drasztikus csokkenéséhez és a biomassza-produkcio visszaeséséhez
vezet. A tartds vizhiany emellett megbontja az elektrontranszport-lanc egyensulyat, reaktiv
oxigénformak (ROS) felhalmozodasat idézi el6, ami sejtszintli oxidativ karosodasokat
(lipidperoxidacio, fehérje- és DNS-degradacio) okoz (HASANUZZAMAN et al., 2013).

A szérazsag elleni védekezés sikeressége a ndvény fenotipusos plaszticitasan és az
alkalmazott adaptiv stratégiak hatékonyséagan alapul. A vizhianyra adott valasz nem csupan
egy pillanatnyi reakcid, hanem egy komplex élettani folyamat, amely kdzben a névény
képessé valik a ,,stresszmemoria” kialakitasara (FLETA-SORIANO és MUNNE-BOSCH,
2016). Ez a mechanizmus teremti meg a lehetGséget a névényi ,,priming” alkalmazasahoz,
amely sordn egy korai, mérsékelt intenzitasu inger olyan tartos élettani, biokémiai és
molekularis modosulasokat indukal, amelyek felkészitik a szervezetet a késobbi, stilyosabb
stresszhatasok kivédésére (HILKER és SCHMULLING, 2019). Paradicsom esetében igazolt,
hogy a kontrollalt vizhiannyal végzett elokezelés fokozza a késdbbi aszalytlirést, mivel
optimalizélja a vizfelhasznalds hatékonysagat (WUE) és stabilizalja a fotoszintetikus
apparatust (ZHOU et al., 2019). Az ilyen tipusu adaptiv felkészités nemcsak a talélést seqiti,
hanem mérsékelheti a vizhidny okozta drasztikus hozamkiesést is a kritikus fejlodési

szakaszokban (SAVVIDES et al., 2016; MA et al., 2025).

3.2. Innovativ ndvénykondicionalasi eljarasok: A vegyszermentes, fizikai alapu

maddszerek térnyerése a precizids nemesitésben és termesztésben

A modern mezdgazdasag elott allo kettds kihivas - a novekvd élelmiszerigény kielégitése

és a kornyezeti terhelés radikalis csokkentése - sziiksegessé tette a hagyomanyos, gyakran
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agrokémiai alapu néveényvédelmi és kondiciondlasi stratégidk Gjragondolasat. Az Eurdpai
Uni6 ,,Term6foldtél az asztalig” (,Farm to Fork™) stratégidja és a szigorodo
kornyezetvédelmi szabalyozasok a novényveédod szerek és miitragyak hasznalatanak jelentds
(50%-0s) mérséklését iranyozzak elé 2030-ig, ami siirgeté igényt tamaszt az alternativ,
fenntarthaté megoldasok irdnt (EUROPEAN COMMISSION, 2020). Ebben a tudomanyos
és gazdasagi kornyezetben kertliltek az érdeklddés kozéppontjaba az innovativ, fizikai alapu
novénykondicionalasi eljarasok, amelyek nem kémiai anyagok bevitelével, hanem
kontrollalt fizikai ingerekkel modulaljak a névények élettani folyamatait.

Ezek a mddszerek -melyeket a szakirodalom gyakran ,,fizikai priming” néven emlit -
olyan ingereket alkalmaznak, mint az elektromagneses terek, a hideg plazma, a kiilonb6z6
hullamhosszU 1ézersugarzas, vagy a mechanikai vibraciok kozé tartozé ultrahang kezelés
(DUTTA, 2018; KIRALY et al., 2025). Ezen eljarasok kozos jellemzdje, hogy kis dozisban
alkalmazva nem karositjak a ndvényi szoveteket (eustressz), hanem aktivaljak a novény belsd
védekez6 mechanizmusait, ezaltal novelve az abiotikus és biotikus stresszfaktorokkal
szembeni ellenalloképességet. A fizikai modszerek térnyerését a precizios termesztésben
tovabb segiti azok kivalé reprodukalhatésdga, automatizalhatésaga és a kornyezeti
reziduumok teljes hidnya, ami alapvetd elvaras a biotermesztésben és a fenntarthatd
kertészeti rendszerekben (VAZQUEZ-HERNANDEZ et al., 2019).

Az ultrahang (US) alkalmazasa ezen eljarasok koziil az egyik legigéretesebb tertilet, amely
a mechanikai energiat hasznalja fel a sejtbiologiai folyamatok befolyasolasara. Az
ultrahangos kezelés soran a nagyfrekvencias hanghullamok (20 kHz felett) a kdzegben
haladva mechanikai fesziiltséget és mikroszkopikus nyomasvaltozasokat idéznek eld
(DEMEY et al.,, 2023). Ez a mechanikai ingerlés képes befolyasolni a sejtmembran
permeabilitasat, aktivalni a mechanoszenzitiv ioncsatornakat és beinditani olyan jelatviteli
utvonalakat, amelyek egyébként csak sulyos stresszhatas (példaul sebzés vagy szarazsag)
esetén aktivalodnanak (HAMAT et al., 2017).

A preciziés nemesitésben ¢és termesztéstechnoldgiaban az ultrahang kezelés két 6
iranyban fejti ki hatasat. Egyrészt kozvetlen hatast gyakorol a csirdzasélettani folyamatokra:
a magok ultrahangos eldkezelése soran a fizikai behatds apro repedéseket idézhet eld a
maghéjon, megkonnyitve a vizfelvételt (imbibicid) és a gazcserét, ami gyorsabb és
egyontetiibb kelést eredményez (MIHAYLOVA et al., 2021; HUANG et al., 2024). Blza
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(Triticum aestivum L.) esetén bizonyitott, hogy olyan géntranszkripcios és DNS metilacios
valtozésokat okoz, melynek eredményeképpen fokozott a csirandvények novekedése
(HIDVEGI et al., 2022). Masrészt az ultrahang ,,priming” agensként miikodik, azaz belsd
valaszreakciok kaszkadjat inditja el. Ez az eldzetes ingerlés felkésziti a ndvényi
immunrendszert és a stressz-adaptacios apparatust, igy amikor a novény egy késébbi,
tényleges stresszel (példaul szarazsaggal) talalkozik, gyorsabb, intenzivebb és energetikailag
hatékonyabb valaszreakciot képes adni (KAWAKAMI et al., 2019).

1. &bra ‘Micro-Tom’ paradicsom modellnévény (Forras: Sjét, Nyiregyhaza, 2026).

Az ultrahangos technoldgia adaptalasa a kertészeti gyakorlatba ugyanakkor preciz
paraméterezést igényel. A frekvencia, az intenzitds ¢és az expozicidos 1d6 optimalis
megvalasztasa faj-, s6t fajtaspecifikus, mivel a til alacsony dézis hatastalan maradhat, mig a
tul magas energiabevitel szoveti kdrosodashoz és oxidativ stresszhez vezethet (KHAIT et al.,
2023; HUSSAIN et al., 2023; KIRALY et al., 2025). A ‘Micro-Tom’ paradicsommodell
alkalmazasa a kutatdsokban lehetévé teszi, hogy az ultrahangot, mint ,,programozhat6”

fizikai ingert vizsgaljuk, feltarva annak lehetségét, hogy a vegyszermentes kondicionalés
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nem csupan a ndévekedést serkentheti, hanem tartds élettani memadriat kialakitva alapozhatja

meg a ndvények jovobeli stressztiirését (1. abra).

3.2.1. Akusztikus ingerek és ultrahang kezelés hatasa a ndvényekre

A novények kornyezeti ingerekre adott valaszai kozil az akusztikus és mechanikai
vibraciok érzékelése az egyik legintenzivebben kutatott, Gjszer( teriilet. Bar a névények nem
rendelkeznek specializalt halloszervekkel, evolucios fejlodésiik soran komplex
mechanorecepcios rendszereket alakitottak ki, amelyek lehetové teszik a kdrnyezetiikbol
érkez6 fizikai rezgések detektalasat és azokra torténd adaptiv valaszadast (LIU et al., 2017,
KHAIT et al., 2019; DOBRANSZKI, 2021).

A novények hangérzékelése alapvetden a mechanikai ingerek sejt- és szovetszintii
feldolgozasan alapul. A talajbdl, a vizb6l vagy a levegébdl érkezéd vibraciok feszlltséget
generalnak a sejtmembranokban és a sejtfalban, aktivdlva a mechanoszenzitiv
ioncsatornékat.

Az ultrahang bioldgiai rendszerekre gyakorolt hatdsa egy rendkiviil 6sszetett, tobb szintrol
épitkez6 folyamat, amely a mechanikai energia és a novényi szOvetek kdzvetlen
kolcsonhatdsan alapul (BASU és HASWELL, 2017). Bar a ndvények nem rendelkeznek
specializalt érzékszervvel az akusztikus ingerek detektalasara, szamos olyan apparatussal
birnak, amelyek képesek a mechanikai stimulacié érzékelésére. Ezen ingerek feldolgozasa a
mechanikai behatés intenzitasatol fligg: mig az alacsonyabb energigju hullamok a felszini
struktarakat stimuléljak, a nagy amplituddja hanghullamok képesek az egész sejtet érintd
valaszreakciokat kivaltani. A mechanopercepci6 molekularis mechanizmusairol sz6l6
legujabb tanulmanyok és modellek szerint a névények harom szinten érzékelik és tovabbitjak
a mechanikai er6kbdl szarmazé informaciokat: a sejtfal szintjén, a plazmalemma szintjén és
a sejt belsejeben (2. abra), amelyet TELEWSKI (2006) citoszkeleton-plazmamembran-sejtfal
kapcsolodasi feliiletetként (CPMCW) emlit (DOBRANSZKI, 2021).

A mechanikai stressz — igy az ultrahang is — morfoldgiai valtozasokhoz, ugynevezett
tigmomorfogenezishez vezethet, amely mogott a citoszkeleton elemeinek polimerizacidja
vagy az aktinszalak foszforilacios allapotanak megvaltozasa all. Mivel a citoszkeleton

alapvetd szerepet jatszik a sejtosztddasban és az organellumok kozotti interakcidkban, az
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ultrahanghullamok a sejten beluli rezonancia révén kozvetlenil befolydsolhatjak a
sejtszerkezet stabilitasat és belsé dinamikajat (SIMON et al., 2018; YONEDA et al., 2020;).

A legéerzékenyebb szenzoros apparatusok a sejtfal és a plazmamembran hatarfelliletén
(interface) helyezkednek el. Bizonyos fajoknal a trichomak (névényi sz6rok) mechanikai
antennaként mikodhetnek, amelyek felerdsitik az akusztikus jeleket és segitik a downstream
jelétviteli folyamatok elinditasat (LIU et al., 2017; MATSUMURA et al., 2022). A
mechanikai er6 konformaciovaltozast idézhet el6 a mechanoszenzoros fehérjékben, amelyek
nemcsak extracellularis, hanem intracellularis kot6désekhez is kapcsolodnak (SL3 a 2. abran)
(DOBRANSZKI, 2021). A plazmamembran, mint rugalmas struktdra, kulcsszerepet jatszik
ebben a folyamatban: a benne rogziilt mechanoszenzitiv transzmembran elemek a hanginger
hatasara megnyulnak s elernyednek, megvaltoztatva a membran feszitettségét. Ez a fizikai
deformacio ioncsatornak megnyilasahoz vezet, ami ionaramlast generalva alakitja at a fizikai
szignlt biokémiai valasszd (HAMANT és HASWELL, 2017).

A folyamat sordn a sejtfal apr6 fragmentumai (példaul oligoszacharidok) is
felszabadulhatnak, amelyek a sejtfal-plazmamembran  hatarfelliletén  talalhat6
mechanoreceptorokhoz kotédve modositjak az apoplaszt és a szimplaszt kzotti kémiai és
elektromos gradienst (FRULEUX et al., 2019). A mechanikai erék és ingerek kozvetleniil
hathatnak a sejtfalra a pektatszerkezet teherhordo kotéseinek eltorzitasaval és felbontasaval,
tamogatva és felgyorsitva a névekedést, tovabba Ca?* szabadul fel a gyenge kotésekbdl
(BOYER, 2009) (SL1 a 2. abran). A mechanikai ingerek érzékelésében legalabb 6t
mechanoszenzitiv ioncsatorna-csalad és nyulas-aktivalt Ca?*-permeabilis csatorna (MscS-
szerli, MCA, TPK, OSCA ¢s Piezo csatorndk), transzmembran fehérjék, valamint a
plazmalemmaban talalhato receptor-szerti kinazok (RLK) vesznek részt (PEYRONNET et
al., 2014). A Ca?*, mint masodlagos hirvivé, a jelatviteli folyamatok kdzéppontjaban 4ll, az
intra- és extracellularis pH mddosulasaval egyiitt (LI et al., 2019). A mechanikai ingerekre
adott rovid tavl valaszok a Ca?*-fiiggd pH-valtozasokhoz és a reaktiv oxigénfajtak (ROS)
termelodéséhez kapcsolodnak (MONHAUSEN et al., 2009), mint plazmalemma
transzportfolyamatok (SL2 a 2. abran), példaul a NADPH-oxidaz altal kdzvetitett ROS-
termelés és a H* transzport; ezeket a Ca?*-jelatvitel aktivalja (MONHAUSEN et al., 2013).
Ezek mddosithatjak a sejtfal nyujthatésagat. A fent leirt Ca?*-jelatviteli Gtvonalak mellett

létezik egy receptor-szerti kinaz-fliggé (RLK-fiiggd) jelatvitel is. Az RLK-k a celfehérjék

17



crer

vonatkozo informaciokat.

Végezetlil, mind a Ca?*-jelatviteli, mind az RLK-jelatviteli Gtvonalak hatnak a
transzkripcios faktorokra, és moédositjak a mechanoszenzitiv gének, valamint a Ca?*-fiiggd
csatorndk expressziojat, vagy fehérjeszinten hatnak az aktivitas vagy a lokalizécid
megvaltoztatasaval, és tigmonasztidban, tigmotropizmusban, vagy a névekedés és fejlodés
maodosulasaiban nyilvanulnak meg (MONHAUSEN et al., 2013; PEYRONNET et al., 2014).
A mechanikai ingerekre adott jelatviteli utvonalak kozosnek tlinnek a kémiai kivaltok
jelatviteli Gtjaival, azaz a kiils6 kornyezeti jelzéseket és szignalokat az Gsszes bemenet
integralasaval, ugyanazon atviteli halozat hasznalataval dolgozzak fel.

Tovabba, kutatasok igazoltdk, hogy a specifikus frekvenciaju hangingerek
befolyasolhatjak a gyokérzet ndvekedési irdnyat (fonotropizmus), modosithatjak a sztomak
vezetoképességét, sot, fokozhatjak a tapanyagfelvételt is (HAMANT és HASWELL, 2017).
Az ultrahang kezelés mint abiotikus inger, e mechanikai stimulacié egy intenzivebb,
technoldgiailag kontrollalhaté forméja. Az ultrahang alkalmazésa bizonyitottan serkenti a
méasodlagos metabolitok, példaul az antioxidans hatasu vegyuletek termelését (PESTI-
ASBOTH et al., 2022). Az ultrahangos "priming" igy nem csupan egy novekedésserkent
eljaras, hanem egy alkalmas technolGgia a szarazsagtiirés fokozasara, mivel el6zetesen

aktivalja a névény stressz-adaptacids Utvonalait.

3.2.2. Az ultrahang priming és a novényi novekedés és fejlodés

A novényélettani kutatdsokban az ultrahang kezelés alkalmazédsa hagyoméanyosan a
magnyugalmi allapot megtorésére fokuszalt, azonban az utdbbi években a figyelem egyre
inkabb a fejlédésben 1évo, vegetativ stadiumil ndvények stimulalasa felé¢ fordult (JUNG et
al., 2020). A mar kifejlett levélzettel és aktiv fotoszintetikus apparatussal rendelkez6 egyedek
esetében az ultrahang mint abiotikus inger kdzvetlenil a lombozat és a szar parenchima
szOveteiben fejti ki hatasat. Ebben a fenoldgiai fazisban a mechanikai vibraciok nem csupan
a vizfelvételt befolyasoljak, hanem komplex jelatviteli folyamatokat inditanak el a
plazmamembran mechanoszenzorain keresztiil (MONSHAUSEN és HASWELL, 2013).
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DOBRANSZKI, 2021; szerkesztett).
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A szakirodalom rdmutat, hogy a vegetativ szovetek akusztikus ingerlése tranziens kalcium-
hullamokat general a citoplazmaban, ami alapvet6 fontossagu a stressz-adaptacios valaszok
0sszehangolasaban (MISHRA et al., 2016; JUNG et al., 2018). Ez a folyamat lehetové teszi,
hogy a névény a kornyezeti fluktuaciokat ,,érzékelje”, és molekuldris szinten felkészuljon a
potencidlisan bekovetkezd sulyosabb stresszhatasokra.

A kifejlett novényeknél alkalmazott ultrahangos kezelés egyik legmeghatarozobb élettani
kdvetkezménye a gazcsere-paraméterek és a vizfelhasznalasi hatékonysdg modulalasa.
Kutatasok igazoltak, hogy a kontrollalt intenzitasi mechanikai stimulacio képes befolyasolni
a sztdbma zarodast, ami kozvetlen hatassal van a transzspiracié mértékére és a novény belsé
vizpotencialjara. Ezen talmenden az ultrahangenergia elnyelédése a levelekben fokozza a
védekez6 fehérjék, példaul a hoésokk-fehérjék (HSP) és az antioxidans enzimek
génexpresszidjat (GOSH et al., 2016; DOBRANSZKI et al., 2019; TEIXEIRA DA SILVA
et al., 2020; HIDVEGI et al., 2020). Ez a mechanizmus az ugynevezett , fizikai priming”
alapja, amely sorén a névény egy enyhe, nem karositd inger hataséara egyfajta metabolikus
edzettségre tesz szert. Az irodalmi adatok szerint az igy eldkezelt novények a késdbbi
abiotikus stresszhatasok, példaul a héség vagy a vizhiany soran gyorsabb és energetikailag
hatékonyabb védekezési stratégiadt mutatnak, mivel sejtjeikben mar jelen vannak a korai
valaszreakciohoz sziikséges MRNS-transzkriptek és védomolekulak (DEMEY et al., 2023).

Az ismételt akusztikus ingerek hatdsmechanizmusa a vegetativ fejlédés soran szorosan
kapcsolddik a novényi emlékezet és a transzkriptomi memdria fogalmahoz. Amikor egy
novényi szervezet szekvencialisan (sorozatosan) talalkozik ugyanazzal a fizikai ingerrel, a
valaszreakcid mindsége eltolodhat az érzékenyités (sensitization) vagy a hozzészokas
(habituation) irdnyaba (GAGLIANO et al., 2014). A vegetativ korban végzett kondicionalas
sordn a cél az adaptiv memoria kialakitasa, amely lehetdvé teszi a tartos stressztiirést. Ez a
folyamat epigenetikai szinten is nyomot hagyhat, médositva a kromatin szerkezetét bizonyos
stressz-specifikus gének kornyezetében, ami biztositja, hogy a ndévény ne csupan az inger
pillanataban reagaljon, hanem fenntartson egy emelt szinti molekulris készlltséget (HE és
LI, 2018; HILKER és SCHMULLING, 2019). Az ultrahang tehat a vegetativ stadiumban
egyfajta programozhatd fizikai szignalként szolgal, amely képes a ndvényi plaszticitast a

kérnyezeti reziliencia iranyaba tolni (KIRALY et al., 2025).
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3.2.3. Paraméter-optimalizalads: A frekvencia, az intenzitas és az expozicios id6

jelentésége a biologiai valasz szempontjabol

A ndvenyi priming folyamata nem korlatozddik kizarolag egy adott stresszhatas korai
észlelésére, hanem kulonféle exogén fizikai és keémiai agensek alkalmazasaval is
mesterségesen indukélhat6. Ezen innovativ megoldéasok kdzé tartozik az ultrahangos kezelés
is. Alkalmazhatdsaga soran azonban kritikus kérdés a fizikai paraméterek pontos
meghatarozasa is, mivel a bioldgiai valasz jellege és iranya alapvetOen a bevitt energia
mértékétdl és mindségétol fligg. A szakirodalom ramutat, hogy nincs univerzalis, minden
ndvényfajra egyarant érvényes optimalis dozis; a frekvencia, az intenzitas és az expozicids
idé harmasa egy olyan komplex hatdsmechanizmust alkot, amelyet az adott genotipus
morfologiai sajatossagaihoz kell igazitani (HUSSAIN et al.,, 2023). A ‘Micro-Tom’
paradicsomfajta, mint torpe ndvekedéslti modellndvény, kompakt szoveti szerkezete és jol
definialt fenofézisai révén kivalo alanyt szolgéltat ezen akusztikus paraméterek preciz,
Kisérleti uton térténd validalasahoz (GASPARINI et al., 2025).

Az optimalizalas els6dleges célja azon biostimuldciés tartomany meghatarozasa,
amelyben az akusztikus energia mértéke mar eléri a védekez6 mechanizmusok és a
stresszmemoria aktivalasahoz sziikséges kiszobértéket, de még nem lépi at a szdveti
tolerancia hatarat. Ebben a sziik intervallumban az ultrahang nem stresszorként, hanem
formativ szignalkent hat, amely képessé teszi a ndvényt a homeosztazis fenntartasara az
intenziv abiotikus kihivasok kozepette is (TEIXEIRA DA SILVA és DOBRANSZKI, 2014).
Paprikaval végzett vizsgalatok (YAKUPOGLU, 2023) ravilagitottak arra, hogy az
expozicids 1do6 talnyljtasa vagy a tal nagy akusztikus intenzitas alkalmazasa kontraproduktiv
lehet, mivel a ndvényi szovetek adaptacids képessegét meghaladd energiafelvétel gatolhatja
a novekedést. Ezzel szemben a megfeleléen kalibralt kezelés szinergikus médon fokozza az
antioxidans kapacitast és a metabolikus aktivitast (PAGANO et al., 2024). Ez az
optimalizalasi folyamat biztositja, hogy az ultrahang valodi priming agensként
funkcionaljon, névelve a transzkriptom-szintii plaszticitast anélkiil, hogy veszélyeztetné a

novény vitalitasat.
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3.3. A szarazsag okozta stresszvélasz paradicsomban

A szérazsagstressz a paradicsomtermesztés produktivitasat leginkabb korlatozd
kornyezeti tényezd, amely a ndvény életciklusanak minden szakaszaban komplex és
tobbszintli adaptacios kényszert valt ki (GROZEVA et al., 2024). A vizhiany érzékelése a
gyOkérzet és a hajtasrendszer kozotti hidraulikus és kémiai jelatviteli folyamatok
aktivalasaval kezdddik, amelynek elsddleges célja a sejt turgornyomdasanak és a ndvény
vizhaztartasi egyensulyanak megdrzése. Ennek a védekezési stratégianak a leggyorsabb
eleme a sztomak zarddasa, amely bar hatékonyan minimalizalja a transzspiracios veszteséget,
egyuttal fizioldgiai korlatot is szab a fotoszintetikus gazcserének (CONTI et al., 2023). A
belsé szén-dioxid-koncentracio csokkenése miatt a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc
egyensulya felborul, ami reaktiv oxigénformak (ROS) felhalmoz6dasahoz és potencialis
oxidativ karosodasokhoz vezet (CHEN et al.,, 2025). A paradicsom valaszreakcioit
molekularis szinten az abszcizinsav (ABA) vezérelte jelutak, valamint ABA-fliggetlen
mechanizmusok &sszehangolt mikddése szabalyozza, biztositva a ndvény szadmara a
taléléshez szilkséges élettani plaszticitast (XU et al., 2025).

A szérazsag elleni védekezes alapja az aktiv ozmoregulacio, mely soran felhalmoz6do
ozmoprotektansok (pl. prolin, glicin-betain) a vizpotencial csokkentésével biztositjak a
vizfelvételt és védik a sejtstruktirakat a denaturaciotol (HAYAT et al., 2012; SELEIMAN et
al., 2021; XIE et al., 2023). Ezzel szinergidban a ndvény egy 0Osszetett enzimatikus (pl.
szuperoxid-dizmutaz, katalaz) és nem-enzimatikus (pl. aszkorbinsav, glutation) antioxidans
rendszert mozgdsit a karos reaktiv oxigénformak semlegesitésére (MISHRA et al., 2023;
MACHADO et al., 2023; NIYAZOVA et al., 2024). A szarazsagtiirést és a metabolikus
stabilitast végsé soron ezen biokémiai Gitvonalak aktivalasanak gyorsasaga és hatékonysaga

hatarozza meg a vizhiany soran (DERE et al., 2022; MACHADO et al., 2023).

3.4. A ndvényi emlékezet

Bar paradigmavaltasnak tiinik és a mai napig heves vitak targya (VAN LOON, 2016;
GAGLIANO et al., 2018; CALCO et al., 2020; MALLATT et al., 2021; NICK, 2021), hogy

a novények képesek-e tanulni, az els6 erre iranyuld kisérleteket mar tobb mint egy
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évszazaddal ezelott elvégezték. PFEFFER 1873-ban leirta a Mimosa pudica L.
érzékenységének csokkenését az ismétl6dé mechanikai ingerekre (érintésre) — ezt a
jelenséget habituacionak (hozzészokasnak) nevezte. Szintén a mult szazad elején BOSE
(1906) bebizonyitotta, hogy a novények képesek kilonbséget tenni az ingerek kozott:
reagaltak az ujj érintése okozta mechanikai ingerre akkor is, amikor a vizcseppek okozta
ingerhez méar hozzéaszoktak.

GAGLIANO és munkatarsai (2014) kimutattdk, hogy a Mimosa pudica L. leveleinek
Osszezarddasa ismételt fizikai stimulacié hatasara megsziint. A mimoéza gyors levélzarasa
egy védekezési taktika a novényevok ellen. Amikor azonban a mechanikai ingerlés
ismételten, de novényevd tamadasa nélkiil tortént, a ndvény megtanulta nem 0sszezarni a
leveleit. Ez az emlék tartdsnak bizonyult, azaz a névény még 28 nap elteltével is emlékezett
a megszerzett informéciodra.

2017-ben REED-GUY és munkatarsai szintén vizsgaltak a mimoza levélzarddasi idejét
érintés utan, és azt talaltadk, hogy bizonyos esetekben a zarvatartas ideje a probak szamaval
novekedett, ami arra utal, hogy szenzitizacié (érzékenyebbé valas) is eléfordulhat. Ez az
eredmény nem cafolta GAGLIANO és tarsai megallapitasait (2014), mivel az ingerekre adott
valasz fligg azok erdsségétdl és a kitettség idotartamatdl. Az ezekben a kisérletekben
alkalmazott ingerek, az érintések szama és az idétartam eltér6 volt.

A tanulas — funkcionalis megkozelitésben — egy ¢él6lény vagy akar egy mesterséges
rendszer vagy részrendszere tartds és adaptiv valtozasaként irhatd le, amely a kornyezettel
val6 interakcio eredményekent jon létre. A tanult viselkedés akkor alakul ki, ha az elésegiti
a novekedést és a szaporodast az aktualis kdrnyezeti feltételek mellett. A tanulas tovabba
feltételezi az emlékezet jelenlétét a megszerzett informacié tarolasahoz. A ndvényi
emlékezet a ndvények azon képességére utal, amellyel az ingereknek vald korabbi Kitettség
utan informaciokat tarolnak és hivnak le, novelve ezzel az életképességuket (fitness). A
novények szdmara a multbeli tapasztalatokbdl szarmazo informaciok megdrzése eldnyds
lehet a kés6bbi alkalmazkodashoz, maskor viszont hatraltathatja a regeneraciot vagy a
fejlédést, ezért bizonyos koriilmények kozott a memodria ,,torlése” valik sziikségessé
(HILKER et al., 2016). A kromatinallapot visszaallitasahoz és az epigenetikai memoria
torléséhez specialis ellenérzépontokra van sziikség, amelyekben kulcsszerepet jatszanak a

DDM1 és MOM1 feherjék, megakadalyozva példaul a transzgeneracidés emlékezet
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kialakulasat (IWASAKI és PASZKOWSKI, 2014). A memoria torlésének mechanizmusa a
tarolas formajatol flgg: a fehérje alapu informécidk fehérjedegradéacioval (HILKER és
SCHMULLING, 2019), mig az RNS-alapt memdriak (pl. mikro-RNS-ek felhalmozddasa)
az RNS-metabolizmus, példaul exonukledzos lebontds vagy géncsendesitési utvonalak
(PTGS, RdDM) révén torlédnek (CRISP et al., 2019; CHRISTIE et al.,, 2011). A
hisztonmodositasokban (pl. H3K27me3) tarolt informacidk gyakran a fejléddési fazisvaltasok
soran, példaul az embriogenezis korai szakaszaban irodnak fellil a transzkripcios reaktivacio
érdekében. Bar az egyeden belili (intergeneracios) epigenetikai jelek fenntartasa alapvet6 a
fejlodéshez, a generaciok kozotti oroklodés megakadalyozasara irdnyuld  torlési
mechanizmusok pontos szabalyozasa még nem teljesen tisztazott (BORG et al., 2020). Ez az
informaciotarolo és torlé kapacitas teszi lehetévé a novények szamara, hogy megbirk6zzanak
a jelenlegi és késébbi kdrnyezeti valtozasokkal (HILKER és SCHMULLING, 2019;
COOPER et al., 2022; HARRIS et al., 2023).

A novények ideélis novekedési feltételei fajonként valtoznak. Minden kdrnyezeti
paraméter leirhatd egy haranggorbével, amely megmutatja az optimalis, a szuboptimalis és a
letalis (haldlos) koriilményeket. Természetesen a ndovények képesek kedvezdtlen feltételek
mellett is novekedni, de ez komoly hatranyt jelenthet a szaporodas és a terméshozam
szempontjabol. Barmilyen biotikus (baktériumok, virusok, gombak, kdrokozok) vagy
abiotikus (szarazsag, s6, hoség, hideg, érintés, szél, sériilés stb.) kdrnyezeti jelzés és szignal
stresszforrassa valhat. A stressz a novekedés kiilonbozé szakaszaiban jelentkezhet, ezért a
hatdsa a novény allapotatol fiiggden valtozhat.

A stresszorok olyan molekuléris eseményeket indithatnak el, amelyek kézéppontjaban
epigenomikai valtozasok allnak — beleértve specifikus transzkriptomikai valtozasokat is —, és
ezek memoria kialakulasahoz vezethetnek a ndvényekben. A novény valaszreakciojat
tekintve — a stressz/inger/jel észlelésétol a feldolgozason at az emléknyom kialakulasaig —
1étezik egy térbeli szervez6dési hierarchia, amely az 6kologiai, a teljes ndvényi, a citologiai-
biokémiai, valamint a molekularis (beleértve a kromatin és a transzkriptoma) szinteket
foglalja magaban (GALVIZ et al., 2022).
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3.4.1. Stressz-priming és memoria: Hogyan ,,emlékeznek” a névények?

Az inger minden olyan kiilsé vagy belso kdrnyezeti valtozas (szignal), amelyet a ndvény
érzékelni képes és amelyre biologiai valaszt ad. Ezzel szemben a stressz olyan inger (vagy
ingerek 0Osszessége), amely mértéke vagy tartama miatt mar kimozditja a novényt a
fiziologiai egyensulyi allapotabdl, és a normal életmiikodésektdl eltérd, jelentds energia-
befektetessel jaro adaptacios valaszokat kenyszerit ki. Minden stresszhatas egyben inger is,
hiszen a novénynek eldszor érzékelnie kell azt, de nem minden inger mindsiil stressznek
(LICHTENTHALER, 1996).

A novényi élettan egyik legizgalmasabb és legdinamikusabban fejlédo teriilete a
kornyezeti ingerekre adott valaszok id6beli dimenzidjanak kutatdsa, amely ravilagitott arra,
hogy a ndvények nem csupan reaktiv modon valaszolnak a jelenben hat6 stresszre, hanem
képesek a korabbi informativ ingereik/tapasztalataik integralasara is. Az elsédleges inger és
a késobbi kivaltd inger kozotti idébeli eltérés ezért megkdveteli az informaciok tarolasat és
fenntartasat (LICHTENTHALER, 1996; HILKER és SCHMULLING, 2019). A n6vényi
memoria fogalma ezen adaptiv képességet takarja: a szervezet képes az elszenvedett
stresszhatasok informécioit tarolni, majd azokat egy késObbi idOpontban a talélési esélyek
javitasara felhasznalni (THELLIER és LUTTGE, 2013).

Az emlékezet jelenlétérdl nemcsak a ndvények esetében szamoltak be, hanem az
¢lélénycsoportok széles korénél, beleértve a mikrobakat (ALEKLETT és BODDY, 2021;
ZHANG et al, 2023), a gerinctelencket (MILUTINOVIC és KURTZ, 2016) és a
gerinceseket is (SHARROCK és SUN, 2020). A komplex idegrendszerrel rendelkezd
¢l6lényeknél az emlékezeti tarolas alapvetden a sejtek kozotti érintkezés specialis helyszinein
(az idegrendszeren beliili idegsejteket 6sszeko6to szinapszisokon) és azok valtozasain alapul
(MARTIN et al., 2000; ROSENBERG et al., 2014). Mas orszagokban (beleértve a gombékat
—kiiléndsen a Saccharomyces cerevisiae élesztégombat —, a baktériumokat és a ndvényeket)
1s végeztek vizsgalatokat, hogy feltarjdk a "priming" (felkészités/elOfeszités) és a
memoriaképzés mechanizmusainak mélységeit.

Azon ¢lélények esetében, amelyek nem rendelkeznek idegrendszerrel, az emlékezet
altalanos fogalmara vonatkozd ismereteink még gyerekcipdben jarnak (HILKER et al.,

2016). Ezen organizmusoknal az emlékezetet két f6 kategoriara osztjak: kiilsé és belso, azaz
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szomatikus memoriara. A kiils6 memoria a kiilsé kornyezetben elhelyezett jelekre utal
(példaul a sokfejii nyalkagombak elkertiilik azokat a helyeket, ahol korabban nyalkat hagytak
hatra), mig a szomatikus memaoria nem genetikai jellegl sejtfiziologiai és/vagy epigenetikai
véltozasok eredménye (REID et al., 2012; SOLE et al., 2019).

Ez az emlékezet ndvények esetében sem idegi alapu, hanem sejt- és molekularis szinti
folyamatok halozatara épiil, amely lehetévé teszi, hogy a novény ,.tanuljon” a kdrnyezeti
fluktuaciokbol (TURGUT-KARA et al., 2020). Az emlékezet tartdssaga és jellege alapjan
tobb szintet kilonithetlnk el, kezdve a rovid tavu, szomatikus memorian (amely az egyed
élete soran, vagy egy szakaszan marad fenn), tovabba az intergeneraciés memaran at (mely
a kovetkez6 nemzedéknél is fennmarad), egészen a transzgeneracios emlékezetig, amely
sordn a stressz-informaci6 a tobb utddnemzedékbe is atoroklédik (VIRLOUVET és
FROMM, 2015; CONRATH et al., 2015; HE és L1, 2018).

A novényi emlékezet egyik legkdzvetlenebb forméaja a szomatikus memoria és a stressz-
priming, amely soran az els6, gyakran enyhébb inger (stressz, pl. szarazsag) egy olyan tartos
nyomot hagy a szervezetben, amely alapjaiban modositja a késébbi, akar sulyosabb
stresszhatéasra adott valaszt (CONRATH et al., 2006; LAMKE és BAURLE, 2017). Ez a
folyamat biztositja a névényi plaszticitas fenntartasat, lehetové téve, hogy az ismételt
ingerekre adott reakcid ne egy energetikailag koltséges, teljes kori stresszvalasz legyen,
hanem egy finomhangolt, optimalizalt alkalmazkodas (HILKER et al., 2016). Az emlékezet
ezen forméaja teszi lehetové a ,,stressz-edzettség” kialakulasat, ahol a novény molekularis
apparatusa egyfajta készenléti allapotba keriil az elsé stresszhatas utan, biztositva a gyorsabb
és hatékonyabb adaptaciét az ismétlodé stresszre (MAUCH-MANI et al., 2017; GALVIZ et
al., 2020).

Az akklimatizacio, az edzés (hardening), az ismerdssé valas (familiarization) vagy a
tréning szinonimakat olyan esetekben hasznaljak, amikor az elsé stresszhatdsnak vagy
ingernek valo kitettség ismétlddo jellegli. A folyamatos stressz megvaltoztatja a névény
kornyezeti ingerekre adott vélaszreakcidjanak intenzitasat. Abban az esetben, ha a
valaszreakcio ereje csokken — vagyis a novény megtanulja figyelmen kivil hagyni az
artalmatlan ingert —, az ismer6ssé valas és a habituacio kifejezéseket alkalmazzak
(THELLIER és LUTTGE 2013; GALVIZ et al., 2022). Az ismétlédd ingerek detektaldsa

sorén a novény egyfajta molekularis 6sszehasonlitast végez: az aktualis inger paramétereit
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veti 0ssze a tarolt imprinting nyomokkal. Ha az inger megegyezik a korabbival, a memdria-
alapl vélasz lép életbe, amely gyakran a védekezd fehérjék, példaul a chaperonok vagy
antioxidans enzimek célzottabb és energiatakarékosabb termelését jelenti (WALTERS és
HEIL, 2007; FRIEDRICH et al., 2019). Ez a stratégia megvédi a novényt a ,,stressz-
kimertiltségtol”, mivel elkeriili a felesleges, teljes korti metabolikus atrendezddést olyan
ingerek esetén, amik artalmatlanok (BRUCE et al., 2007; AVAMORA, 2015). Ez a folyamat
tehat egy dinamikus élettani sziir6ként is funkcional, amely a kornyezeti zajbol kiemeli a
novény talélése szempontjabol relevans, visszatérd fenyegetéseket, és tartds rezilienciat
biztosit anélkiil, hogy a novekedési és fejlodési folyamatokat tartésan gatolnd (VAN
HULTEN et al., 2006).

Bizonyos esetekben a valaszkészség csokkenése az effektor (végrehajtd szerv)
faradtsaganak vagy szenzoros adaptacionak tulajdonithatd, igy ezen alternativ magyarazatok
kizarasahoz bizonyos tesztekre lehet szlikség. Az effektor mechanizmusok Iétfontossaguak a
valaszreakciok megfelel6 mikodés¢hez. Effektor faradtsag akkor kovetkezik be, ha ezek a
funkciok nem tudnak megfeleléen miitkodni (példaul kavitacids faradtsag a napraforgdknal,
a valaszrendszerek kimertlése miatt) (STILLER és SPERRY, 2002). A faradtsag kizarasara
az ugynevezett ,diszhabituacié” eljarast alkalmazzak, melynek sordn a ndvények egy
masodlagos ingert kapnak, amely kivaltja a célreakciot. Ha a masodlagos ingerrel torténd
kezelés utan az eredeti inger ismét a korabbi eredményeket mutatja, az effektor faradtsag
kizarhaté (ABRAMSON és CHICAS-MOSIER, 2016). Mas esetekben, amikor a tartds
stresszhatds eredményeként az érzékelGszervek valtoznak meg, szenzoros adaptaciorol
beszéllink. A szenzoros adaptacio arra a jelenségre utal, amikor az ingernek valé Kitettség
utdn az érzékenység csokkenése kovetkezik be (példaul alacsony szintii auxinnak vald
kitettség utan a kukorica koleoptil-szegmensének véalaszkészség-ndvekedése nem volt
parhuzamos a hormonfelvétel mértékével) (VESPER és EVANS 1978). Amennyiben az
ingereknek valo folyamatos Kkitettség utan a valaszreakcio intenzitdsa novekszik,
szenzitizaciorol (érzékenyitésrol) beszélink. Szenzitizacio esetén egy kellemetlen vagy
fajdalmas inger hataséara a névények egyre hevesebb reakcidkat mutathatnak (THELLIER és
LUTTGE 2013).

A novényi stressz-priming es a memoria kialakulasanak folyamata soran a névényi

szervezetben egy strukturalis és funkciondlis atrendezddés megy végbe, amely az elsd
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stresszhatas lecsengése utan is fennmarad (KOVALCHUK, 2023). Ez a ,,nyugalmi allapott
emlékezet” biztositja, hogy a ndvény ne térjen vissza a stressz el6tti naiv allapotba, hanem
egy magasabb készenléti szinten, az dgynevezett primed allapotban kertljon.

Egy inger négy f0 tipusu valtozast eredményezhet a novényben: fiziologiai,
transzkripcids, metabolikus és epigenetikai valtozasokat. Bar ezen valtozasok tobbsége az
eredeti inger megsziinésével eltlinik, bizonyos modosuldsok tartésak maradhatnak, ami
memoria kialakulasahoz vezet (MAUCH-MANI et al., 2017).

A fizioldgiai valtozasok kozé tartozik példaul a fitohormonszint ingadozésa (pl. az
abszcizinsav (ABA), a jazmonsav (JA) bioszintézisének és mas abiotikus stresszhez
kapcsolddo genek fokozott expresszidja szalicilsavas kezelés vagy hideg-priming, majd azt
kovetd enyhe fagyasi stressz utan) (WANG et al., 2021). A priming okozta transzkripcios
valtozasok csoportjaba a transzkripcids faktorok, valamint a (megvaltozott vagy fenntartott)
poszt-transzkripcios médositasok tartoznak. A metabolikus valtozasok kozé soroljuk példaul
a Ca?"- és a ROS-szint (reaktiv oxigénfajtak) eltolodasait (YANG et al., 2022). Az els6 inger
hatasara olyan jelatviteli molekulak, mint a mitogén-aktivalt protein-kindzok (MAPK) vagy
specifikus transzkripcios faktorok, inaktiv, de konnyen mobilizalhaté formaban
halmozddnak fel a citoplazméban vagy a sejtmagban (BECKERS et al., 2009; CONRATH
et al., 2015). Amikor a névény egy masodik, ismételt ingerrel talalkozik, ezek a mar jelen
lévé komponensek lehetdvé teszik a jelatviteli kaszkad azonnali, robbandsszerii
aktivalodasat, kikertlve a lassabb, de novo szintézist igényl6 1épéseket (JASKIEWICZ et al.,
2011). Ez a fiziologiai ,,gyorsitosav” alapozza meg a ndvényi memoria hatékonysagat, ahol
a valaszadas sebessége és intenzitasa nagysagrendekkel fellilmulja a kontroll egyedek
reakciojat (MAUCH-MANI et al., 2017).

A stresszmemorizalas egy masik csoportositdsi lehetdsége a molekularis
mechanizmusokon alapul. E kategoria szerint az epigenetikai folyamatok (DNS-metilacio és
hiszton poszt-transzlaciés modositasok), a szabalyozo fehérjék modosulasai, valamint a
latens jelzOvegyiiletek (molekulak, kulcsfontossagu metabolitok) felhalmozddasa hozzak
létre a ndvényi memdariat, amely akar az utédoknak is atadhato. Ezen véltozasok id6tartama
foként a priming stressz jellegétdl és hosszatol, valamint a mogottes mechanizmusoktol fligg

(LIU et al., 2022).
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A fenotipus kialakitdsdban nemcsak genetikai, hanem epigenetikai mechanizmusok is
szerepet jatszanak. Egyiittmiikddésiik eredménye a fenotipusos variancia, amely lehetdvé
teszi a névények szdmara, hogy a kornyezeti valtozasokra reagalva modositsak névekedési
viselkedesuket (DOPP et al., 2021). E folyamat soran a kdérnyezeti hatasokra adott specifikus
epigenetikai valaszok keépezik a ,tervrajzot”, amely révén a novény alkalmazkodni tud a
kornyezeti valtozasokhoz. A kromatin-szerkezet dinamikus atrendez6dése jelenti azt a
kozvetité kozeget, amely a kiilso jeleket stabil, de reverzibilis molekularis médositasokka
forditja le. Ez a szabalyozasi szint kozvetleniil meghatdrozza a gének hozzaférhetoségét,
aminek eredményeként a megvaltozott génatirdsi mintdzatok alakitjak ki az adott
kdrnyezethez adaptélt aktualis fenotipust (DOPP et al., 2021; GALLUSCI et al., 2023).

Magat a megvaltozott transzkripcios valaszt elsédlegesen az epigenetikai modositasok
(igy pl. a DNS-metilaciés mintazatok valtozdsai és a hisztonok poszttranszlacios
maodositasai) hatarozzak meg, amelyeket a szabalyoz6 fehérjék szintjének eltolédasa, a
specifikus jelzémolekuldk ¢és metabolitok felhalmozodasa, valamint a génexpressziot
finomhangold transzkripcids visszacsatolasi hurkok egészitenek ki (SAZE, 2008).

A génexpresszid (génkifejezddés) szintje a DNS nukleotid-szekvencidjanak természetétdl
(genom) és annak epigenetikai allapotatol (epigenom, epigenetikai memoria) fiugg. Az
epigenom egy gyiijténév, amely magaban foglalja a kromatin 6sszes epigenetikai jelolését;
ezek olyan DNS-en bekovetkezd kémiai valtozasok eredményei, amelyek nem modositjak a
DNS bazissorrendjét, de megvaltoztatjak a gének atirasat (transzkripcidjat) (GUARINO et
al., 2022). Az epigenom allapota hatarozza meg a gének elcsendesitését (silencing) vagy
aktivalasat az eu- és heterokromatin allapotok modositasadval. Eukromatin elrendezédés
esetén a kromoszdma szerkezete lazabb, a DNS nincs szorosan a hisztonfehérjékhez kotve.
Ebben az elrendezddésben a génexpresszio aktiv lehet a megfeleld transzkripcios faktorok
jelenlétében, mivel az atird gépezet hozzafér a DNS-hez. Ezzel szemben a heterokromatin
tomorebb, és altaldban kevésbé hozzaférhetd a sejtszintll és transzkripcids folyamatok
szamara; az ilyen szerkezetii kromatinrdl nem torténik génexpresszio, igy a gének
elnémulnak. A kromatinszerkezet atrendezédése tobbféle modon is végbemehet (GUARINO
et al., 2022). Az epigenetikai memoria kromatin-remodellingbdl, hiszton-modositasokbdl,
DNS-metilaciobol,  nukleoszoma-felosztasbol ~ és  nem-kddold ~ RNS-kozvetitett
szabalyozashdl all, ami egy rendkivil 6sszetett rendszert alkot (WIBOWO et al., 2016;
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ZHANG et al., 2018; GALLUSCI et al., 2023;). A legajabb ,,omikai” kutatasok alapjan a
novényi memoria ,tervrajza” az epigenomban taldlhatdé (AGIUS et al., 2023). Ennek
modosulasa a génexpresszio megvaltozasan keresztll hat, ami olyan anyagcsere- és élettani
elmozdulasokat eredmeényez, amelyek a novény életképességének és stressztiirésének
noveléséért feleldsek. A metilacio, acetilaciod és egyéb epigenetikai jelek eltérd eloszlasaval
és szintjével rendelkez6, 1étezé epigenetikai mintazatok epi-alléleket hozhatnak létre,
amelyek stabilan 6roklédnek a jové nemzedékekre (CANDELA-FERRE et al., 2024).

3.4.2. Novényi memoria tipusai

A novényi emlékezet tipusai tobbféleképpen csoportosithatok az Oroklodés, a
génaktivacio vagy -csendesités idétartama, valamint a molekularis mechanizmusok alapjan.
Az 6roklédés szerint mitotikus és meiotikus memoria kategoriakat kiilonithetiink el (SAZE,
2008, 3. abra).

A mitotikus memoria klonalis szaporodéas és mitotikus sejtosztodasok révén marad fenn.
Bizonyos esetekben ez megegyezik a szomatikus vagy intrageneraciés (generacion belli)
a novény teljes élettartama alatt kitarthat — stresszindukalt és foként transzkripcios alapt
(BRENYA et al., 2021; LIU et al., 2022; GARAI és SOPORY, 2023). Fontos megjegyezni,
hogy e folyamat hatterében is allhatnak epigenetikai modosulasok, azonban ezek altalaban
atmeneti jellegliek, és a stresszhatds megsziinését kovetden gyorsan reverzibilissé valnak,
lehetdvé téve a fizioldgiai rugalmassagot (3. abra).

A meiotikus memoria a jovObeni ivaros generaciokra is hatassal lehet, mivel a meiotikus
sejtosztodasokon keresztiil is fennmarad (LIU et al., 2022). Ez az emlékezet az elkdvetkezd
néhany nemzedékben is kitarthat anélkil, hogy az utodokat ismételten kitennek az adott
stresszhatasnak (BRENYA et al., 2021). Erdekesség, hogy a patogén flagellin peptiddel vagy
UV-C sugarzassal kezelt Arabidopsis novényeknél megemelkedett homoldg rekombinacios
szintet tapasztaltak (RIES et al., 2000; LUCHT et al., 2002). Az ilyen, emelkedett homoldg
rekombinacidval rendelkezd egyedek kezeletlen utddai ugyanezeket a tulajdonsagokat
mutattak négy vagy akar tobb generacion keresztil is. Ez az eredmény arra utal, hogy az
epigenetikai memdria dominans tulajdonsagként viselkedik, amely meiotikus Uton (legyen
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az anyai vagy apai agl) orokithetévé valhat a kdvetkezd nemzedékek szamara (DANCHIN

etal., 2019; 3. abra).
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3. dbra A ndvényi memdoria osztalyozasi rendszere a molekularis mechanizmusok, az
oroklédés tipusa és az emlékezet idObeli tartdssaga alapjan. (Forrés: sajat szerkesztés)

Az emlékezet megtartdsanak idOtartama alapjan a memoria harom f6 osztalyat
kulonboztetjik meg: az intra-, inter- és transzgeneracios memoriat. Az intrageneracios
memoria az egyedi novényt érinti, és egyetlen generacié élettartama alatt zajlik le.
Amennyiben az emlékezet felidézése csak korlatozott ideig tart, rdvid tavi memorianak
nevezzik (ez altaldban néhany naptdl par hétig terjed). Ezzel szemben a hossz( tdvi memdria
esetén a tarolt informacié az aktualis életcikluson beliil tobb fejlédési szakaszon keresztiil is
fennmaradhat (LIU et al., 2022; GARAI et al., 2023).

Ezen memodriatipusok stabilitasat eltérd epigenetikai mechanizmusok biztositjak (1.
tablazat): mig az egyedi szintii (szomatikus) valaszoknal a miRNS-ek gyors szabalyozésa és
a rugalmas hiszton-modositasok a meghatarozoak, az intergeneracios atadas soran mar az
anyai agi kisméretli RNS-ek és az embrid sajat hiszton-mintazatanak atrendezédése valik
hangsulyossa. A legstabilabb, transzgeneracios emlékezet rogziléséért az RADM-utvonalon
keresztiil megvalosuld, elsddleges DNS-metilacio felel, amely a kordbbi ideiglenes
valtozasokat stabil, 6rokitheté informaciova alakitja (1. tablazat). Ez a hierarchikus felépités
magyarazza, hogy az intergeneraciés memaria miért csupan a kdzvetlen utddra terjed ki, mig

a transzgeneracios memdria miért képes két vagy toébb nemzedéken at is megmaradni,
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anélkil, hogy az utédokat Ujabb ingereknek tennék ki. Egyre tobb bizonyiték mutatja, hogy
e két kategodria elkilonitése szlikséges, mivel az alkalmazott molekul&ris mechanizmusok
stabilitasatol fliggben egy adott inger emléke tobb nemzedéken keresztiil fokozatosan

elhalvanyulhat (LIU et al., 2019).

1. tablazat Az intra-, inter- €s transzgeneracios memaria molekularis hatterének
Osszehasonlitasa. (Forrés: sajat szerkesztés)

Mema@ria tipusa Idétartama Hiszton- DNS- SRNS
mddositasok metilacid szabéalyozéas
Intrageneréacios Egyeden belil Dominans Ideiglenes MiRNS
(Szomatikus) (napoktol teljes  (pl. H3K4me3) (instabil) (gyors
életciklusig) szabalyozas)
Intergeneracios Sziil6 és F1 utod Embrio- Atmeneti Véndorld siRNS
specifikus maodosulasok és miRNS
mintazatok (anyai &gi)
Transzgeneraciés  F2+ generaciok Kiegészito Els6édleges 24nt siRNS
szerep (stabil) (RADM utvonal)

3.4.3. Transzkripciés memoria

A transzkriptomi emlékezetr6l akkor beszélink, ha egy kordbbi stresszhatas
eredményeképpen megvaltozott génkifejezddési mintazatot tart fenn a ndvény, illetve egy
ismételt inger hatasara az el6z6t6l eltérd transzkripcios valaszt ad. Ez a molekularis szintii
bevésddés alapvetden hatdrozza meg a ndvény késdbbi reakcidit, hiszen az elsd alkalommal
tapasztalt stresszhatds soran végbemend transzkripcids atrendezddés egyfajta ,,molekularis
lenyomatot” hagy a genomban (AVRAMOVA, 2015; CRISP et al., 2016). Ennek
kovetkeztében a ndvény egy ismételt ingerrel talalkozva mar nem egy érintetlen, hanem egy
eléhangolt (primed) apparatussal valaszol, ami lehetévé teszi a korabbi tapasztalatok
érvényesitését a génmiikodés szintjén (AVRAMOVA, 2015; HARRIS et al., 2023).

A transzkriptomi emlékezet mechanizmusa két alapvetd valaszmintazatban nyilvanulhat
meg: a szenzitiz&cio és a habituacio folyamataban BRUCE és munkatarsai szerint (2007).
Szenzitizaci6 esetén az eldzetes ingerlés hatasara a novény képessé valik arra, hogy egy

késdbbi, hasonld jellegli kornyezeti terhelésre sokkal intenzivebb és gyorsabb génexpresszids
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vélaszt adjon (HILKER et al., 2016). Ebben az esetben a transzkripciés gépezet mar
»elesitett” allapotban van, a specifikus hirvivé RNS-ek felhalmozddasa pedig
nagysagrendekkel hatékonyabb, mint a korabban ingerlésnek ki nem tett egyedeknél. Ezzel
szemben a habituacié soran a névény egyfajta molekularis toleranciat alakit ki, amelynek
koszonhetden a visszatérd inger mar nem valt ki drasztikus, energetikailag megterheld
valaszreakciot, lehetové téve a homeosztazis gyorsabb helyreallitdsat és az erdforrasok
optimalisabb elosztasat (GALVIZ et al., 2020). Ez a tipusi emlékezet szoros 6sszefliggésben
all a transzkripcios faktorok és a kromatin szerkezetének tartds mddosulasaval. Az elsé
ingerhatas soran bizonyos géncsoportok promoter régioi hozzaférhetébbé valnak - példaul a
H3K4me3 vagy H3K27me3 hiszton-modositasok révén - a transzkripcios apparatus szadmara,
¢és ez a nyitott allapot az inger megsziinése utan is, egy meghatarozott ideig fennmaradhat
(LAMKE és BAURLE, 2017). Ez a ,,nyitott kapu” mechanizmus biztositja, hogy az ismételt
ingerléskor a jelatviteli Gtvonalak végpontjai  kozvetlenul és akadalytalanul
kapcsolodhassanak a célgénekhez. A transzkriptomi memdria tehat nem csupan a gének
pillanatnyi be- vagy kikapcsolasat jelenti, hanem a genom vélaszkészségének hosszu tava
kalibralasat, amely a ndvény szamadra stratégiai eldnyt biztosit a kiszamithatatlanul valtozé
kornyezeti feltételek, példaul az ismétl6d6 szarazsagi periodusok vagy mechanikai ingerek
elviselésében (KAPPEL et al., 2023).

OBERKOFLER és munkatarsai (2021) kutatasaikban ravilagitottak, hogy ezek a
folyamatok a transzkripcidos memoria korébe sorolhatok, amelynek két alapvetd tipusat
kilonithetjlk el a kivalto inger és az expresszids szint idébeli kapcsolata alapjan (4. abra).

Az 1-es tipust, vagy tartos indukcids memoria lényege, hogy a génexpresszid idtartama
tulnyalik magan a kivaltd ingeren. Ebben az esetben a génkifejezddés szintje az elsd
stresszhatast kovetéen nem tér vissza az eredeti alapvonalhoz, hanem tartdsan magasabb
vagy alacsonyabb marad, fenntartva a modosult allapotot a stressz megsziinése utan is
(OBERKOFLER et al., 2021).

Ezzel szemben a 2-es tipust transzkripcios memoria, az Ugynevezett modositott
Ujraindukcio soran a génexpresszié az ingerek kdzott visszatér az alapallapothoz. A memoria
jelenléte itt abban mutatkozik meg, hogy egy ismételt, hasonlo stresszhatds esetén a
valaszreakcié mértéke mar jelentOsen eltér a naiv (elsé) valasztol: a ndveny fokozott vagy

éppen mérsékelt reakcioval ,,emlékezik™ a korabbi tapasztalatra.
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A 2-es tipusi memdria négy altipust foglal magéban (DING et al., 2013), att6l fliggden,

hogyan valtozik az expresszio a kivaltd (priming) inger, majd az ismételt stimulus hatésara

(4. &bra):
1.

A +/+ mintazat (fokozott valasz): Ez a tipus a védelmi funkciok hatékonyabb
mozgositasat szolgalja. A priming utani magasabb expresszios szintet az ismételt
inger hatdsara egy még intenzivebb génkifejez6dés koveti. Jellemz6 példaja ez az
abiotikus stresszkezeléseknek, példaul amikor a szalicilsavas vagy hidegkezelés
utan a noévény fokozott abszcizinsav- (ABA) vagy jazmonsav-szintézissel (JA)
reagal a fagyra. Hasonld folyamat zajlik le a hésokk-fehérjék és chaperonok
képz6désekor, vagy az ozmopriminget koveté dehidrin-felhalmozodas soran
(VIRLOUVET et al., 2015).

A +/- mintazat: Ebben az esetben a kezdeti emelkedett expresszios szintet egy
mérsékeltebb masodlagos valasz koveti. Ez a minta foként a dehidraticids stressz
memoriagénjeire jellemzd (pl. ABA, auxin, gibberellinsav utvonalak), valamint
A -/+ mintazat: Itt a priming hatasara az expresszio az alapvonal ala sillyed, majd
az ismételt inger hatdsara a naiv szintnél magasabbra emelkedik. Bar ehhez a
csoporthoz kevésbé rendelhetd specifikus sejtszintii stratégia, a gének tobbsége a
kloroplasztisz és a membranépités funkcidihoz kothetd.

A -/- mintézat (csokkentett valasz): Ez a folyamatos visszaszoritas mintazata, ahol
a génexpresszi6 mind a priming, mind az ismételt inger utan elmarad az
alapszintt6l. Elsésorban az energiaigényes folyamatok — mint a fotoszintézis, a
keményit6-szintézis vagy a riboszomalis funkciok — korlatozasa soran figyelhetd

meg, segitve a ndvényt az eréforrasok atcsoportositasaban.

Fontos kiemelni, hogy e kategdériak nem merevek: ugyanazok a géntermékek tébb

alcsoportba is tartozhatnak. A kifejez6dés pontos mintazatat és mértékét ugyanis alapvetden

meghatarozza az adott stressz tipusa, az érintett faj sajatossagai, s6t a novény aktualis
fejlodési (fenologiai) fazisa is (DING et al., 2013, 4. &bra).

A gének kifejez6dési szintjének ezen tartds eltolddasa biztositja, hogy a ndévény ne csupan

talélje a kornyezeti stresszt, hanem aktivan alakitsa sajat fejlodési programjat a varhato

jovobeli kihivasokhoz igazodva. Ez a molekuléris szintli rugalmassag a novényi plaszticitas
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alapkdve, amely a modern transzkriptomikai vizsgalatok - példaul az RNA-seq alapu
halozatelemzések - fokuszéban all, feltarva, hogy a névények hogyan képesek a kdrnyezeti
informécidkat biologiai szoftverként futtatni a talelés érdekében (GALLUSCI et al., 2023).

A transzkripcios memoria fenntartdsahoz és generdcidkon ativeld stabilitasanak
megértéséhez elengedhetetlen a szabalyozasi folyamatok mélyebb, molekularis szintii
ismerete, amelyeket az informé&cio taroldsanak helye és modja alapjan cisz- és transz-

memoria kategdriakba sorolhatunk.

b)

=

c)A

>

Génexpresszios szint
Génexpresszios szint
Génexpressziés szint

P> D> >

prown proen = B — -
1d6 1d6 - Id6é

Nincs transzkripciés memoria 1-es tipusu transzkripciés memoria 2-es tipusu transzkripciéos memoria
(pl. +/-)

4. dbra A transzkripciés memoria tipusai ismételt stresszhatas esetén. A diagramok a
génexpresszios szintek idébeli valtozasat szemléltetik a stressz-események (piros savok)
fuggvényeben. a) Nincs transzkripciés memdria: a névény minden egyes stresszhatéasra
azonos intenzitasu valaszt ad; a génkifejez6dés a stresszmentes idészakban visszaall az
alapvonalra. b) 1-es tipusu transzkripcios memoria: Az els6 stresszhatast kovetden a
génexpresszio tartdsan magas marad a stresszmentes periddus alatt is, fenntartva a
maodosult élettani allapotot. ) 2-es tipusu transzkripcios memoria (pl. +/-): A novény
»emlékezik” az elsd ingerre, de a masodik stresszhatdsra a korabbitdl eltérd (példaul
mérsékeltebb vagy éppen fokozott) intenzitassal reagal. Ez a tipus a habituacio vagy a
szenzitizacié molekularis alapja lehet (Forras: OBERKOFLER et al., 2022 alapjan;
FARKAS et al., 2024, szerkesztett).

A cisz-memodria informacidja fizikailag magéaban a kromatinban tarolodik, ami magéaban
foglalja a DNS-metilaciot és a hisztonok poszt-transzlacios modositasait. Ez a memoriatipus
kulcsszerepet jatszik példaul a vernalizaciés folyamatban (ERDMANN et al., 2016;
WASSENEGGER et al., 1994, 3. abra).

A transz-memodria transz-haté (tvolra hatd) visszacsatolasi hurkokat alkalmaz (3. abra).
Fenntartasa elsésorban diffiziora képes jelmolekulak koncentracidjan alapul, amelyek a
citoszol dsszetétele révén adddnak tovabb, és visszacsatolasi hurkok tartjak fenn (LI1U et al.,
2022; ALVES DE FREITAS GUEDES et al., 2019; BERRY et al., 2015). Nemrégiben egy
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0rokl6do szabalyozasi visszacsatolasi hurkot irtak le az Arabidopsis thaliana esetében (LIU
et al., 2019). A REF6-HSFA2 (RELATIVE EARLY FLOWERING 6 - HEAT-SHOCK
TRANSCRIPTION FACTOR A2) pozitiv visszacsatoladsi hurok a hdstressz (HS) utani
adaptacioban miikodik. A REF6 és a HSFA2 kolcsondsen segitik egymas atirdsat
(transzkripcidjat). Egymas expresszidjanak folyamatos aktivalasaval — ahogy a sejt n6 és
osztodik — e két komponens koncentracioja allandé marad. igy a HSFA2 aktiv allapotanak
fenntartdsaval ez a visszacsatolasi hurok memoriat hoz létre, amely 6rokdlhetd, és ezaltal
elésegiti az inta- és esetleg transzgeneracios emlékezet kialakulasat.

A ndvenyek célzott DNS-metil&ciot foként az RNS-irdnyitott DNS-metilacié (RdDM)
révén érnek el. Az RdDM fontos szerepet jatszik a de novo DNS-metilacidban és annak
fenntartdsdban minden szekvenciakérnyezetben, idegen DNS esetén pedig a transzkripcios
elcsendesités elinditasaban. Az RADM folyamataban olyan RNS-molekulak vesznek részt,
mint a kis interferal6 RNS-ek (small interfering RNA; siRNA) vagy a hosszl, nem kodol6
RNS-ek (long non-coding RNA; IncRNA), amelyek az enzimeket meghatarozott DNS-
régiokhoz iranyitjak, hogy ott metilcsoportokat kapcsoljanak hozzajuk. Metilkoté fehérjék
sorozata kapcsoldédhat a metilalt citozinhoz, mddositva a kromatinszerkezetet, ami
megakadalyozza, hogy a transzkripcios gépezet hozzaférjen a DNS-hez. Ezért az RdDM a
transzpozonok (transposable elements, TE) aktivitasat is szabalyozza (elnyomja), ami az
RdDM visszacsatolasi hurka révén 6rokolhetd lehet (5.4bra).

Az RADM és a kdrnyezeti adaptacio kdzotti kozvetlen kapcsolatot jol példazzak a stressz-
indukalt metilaciés vizsgalatok. BOYKO és munkatarsai (2010) arrél szdmoltak be, hogy a
sO- vagy hostressz altal kivaltott DNS-metilacids valtozasokhoz széamos RdDM-hez
kapcsolddd fehérje szikséges, ami arra utal, hogy az RdDM létfontossagu a stresszel
Osszefiiggé DNS-metilacios mintdzatok fenntartdsahoz. Megéllapitottdk, hogy a stressz
emlékezete még az eredeti inger hianyéaban is 6rokolhetd az Arabidopsis novényekben. Az
RdDM géncsendesités (silencing) természete szintén az emlékezet egy forméajaként szolgal,
mivel egy korabbi fertézést kovetdéen a genomba integralodott transzpozonok (TE) vagy
virusok elcsendesitve maradnak. S6t, ezek az integralt szekvencidk egyfajta ,,receptként”
szolgalnak a hasonl6 agensek jovobeli invazidi elleni kiizdelemben. Kovetkezésképpen a

novenyi epigenom az RADM révén potencialisan mddosithatd és fenntarthato, lehetéséget
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biztositva a jovobeli stresszvalaszok modulalasira mind a jelenlegi, mind a jovo
nemzedékekben.

Az RADM a DNS-fiiggé RNS-polimerazok (RNA Pol), az RNS-fiiggé RNS-polimerazok
(RDR), a Dicer-szerti fehérjék (endoribonukleazok, DCL), az RNS-metilaz (HEN1) és az
Argonaute fehérjék (AGO) egyiittmiikodésén alapul. A DNS-metilacio kialakulaséat a
domains rearranged metiltranszferaz 1,2 (DRM1,2) toborzasa révén érik el, fenntartasat
pedig a metiltranszferaz 1 (MET1) vagy a chromomethylase 2, 3 (CMT2, CMT3) végzi. Az
RdADM végbemehet kanonikus €s nem-kanonikus modon is; a f6 kiilonbség koztik a
folyamatban részt vevé sRNS-ek (small RNA, kis RNS) eredetében és biogenezisében rejlik
(NAUMANN et al., 2011) (5. &bra).

A kanonikus RdDM utvonal — amely sordn a DNS-elcsendesités és a gatld hiszton-
maodositasok hosszu tavu fenntartasa torténik — két f6 folyamatra oszthato: 1) a kis RNS-ek
(sSRNS) biogenezise, valamint 2) a cél-l6kuszok DNS-metilacidja és a hiszton-maddositasok.
Ez a folyamat pozitiv visszacsatoldsi hurkokon keresztiil erésiti meg a mar létez6 DNS-
metilacids mintazatokat. Az SRNS-termelés soran az RNA Pol 1V-et a CLASSY (feltételezett
kromatin-remodeller, CLSY) és a SHH1 (SAWDEE homeodomain homolog 1, DNS- és
kromatinko6té fehérje) toborozza az elcsendesitendd cél-l16kuszokhoz, ahol megkezdddik az
sSRNS-ek (simple strand RNA, egyszali RNS) atirasa. Ezt kdvetéen az RDR2 létrehoz egy
masodik RNS-szélat, igy kialakul a dSRNS (double strand RNA, kett6sszaltt RNS), majd a
DCL3 altali hasitas kdvetkezik, amely sRNS-eket eredményez. Szinte minden sSRNS-t az
RNA Pol IV, az RDR2 és a DCL3 egyiittmiikodése hoz 1étre (kivéve a hajtii-struktirakat,
ahol csak az RNA Pol Il-re és a DCL3-ra van sziikség). Az sRNS egyik szala az AGO
fehérjékbe (AGO 4, 6 vagy 9) t6ltddik be, egy fehérje-RNS duplexet alkotva. Ez a duplex
képes megkeresni és hozzakapcsolodni egy komplementer RNS-szekvencidhoz egy RNS-
vaz (scaffold) mentén (amelyet korabban a novény-specifikus RNA Pol V hozott létre). Ez a
struktura — mas komplexek (pl. IDN2 paraldg komplex és az RNA Pol V NRPE1 alegyseége)
segitségével — toborozza a DRM2-t, amely metilalja a kdzeli DNS-szakaszokat (5. abra).

A nem-kanonikus RdDM a kanonikus megfeleldjéhez képest viszonylag kevés lokuszt
céloz meg, mikdzben létrehozza a kezdeti de novo DNS-metilaciot és a poszt-transzkripcios
géncsendesitest (PTGS). Az utvonal az SRNS-biogenezissel kezdédik (a kanonikus uthoz

hasonléan). Az els6 1épés a naszcensz (Gjonnan képz6dé) RNS atirasa a genomi DNS-rél
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(intergenikus régidk, TE-inzertaciok,

szekvencidk, kdédold régiok, NAT-ok, virusok) RNS-polimerazok (RNA Pol 11, |1

intronok,

exonok,

transzpozonok,

repetitiv
, 1V, V)

segitségével, amelyet capping/splicing/poliadenilacio kovet, eredmenyul pedig InCRNS-eket

(hosszu nem-kodold RNS, mi- vagy siRNS-prekurzor) kapunk (5. abra).

RNS-interferencia/elcsendesités
DNS-szinten

RdDM, kanonikus géncsendesités
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—_——
- —» [ Hiszton metilacié

DNS metilacio
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CG CHG CHH
| metilacio ‘ | metilacio | | metilacio |
MET1 CMT3 CMT2

DCL - Dicer-szer(i fehérje

RNA pol — DNS-fiiggé RNS polimeraz

RDR - RNS fiiggé RNS polimeraz

HEN1 — RNS metilaz

AGO - argonauta fehérjék

DRM — domains rearranged metiltranszferaz
MET1 — metiltranszferaz 1

CMT - kromometilaz

CLSY - feltételezett kromatin-remodeller

- Masodlagos SRNS | - - -

CLASSY

SHH1 - SAWDEE homeodomain homolég 1
DDR - feltételezett kromatin-remodeling
komplex

RddM — RNS iranyitott DNS
metilacié

PTGS - poszt-transzkripcios
géncsendesités

sRNA - kis RNS

siRNA — kis interferalo RNS
IncRNA — hosszu, nem kédolé RNS
ssRNA — egyszali RNS

dsRNA — kettésszall RNS
circRNA — cirkularis RNS

miRNA — mikro RNS

mRNA — messenger RNS

RISC — RNS indukalta csendesitd
komplex

5. &bra Az RNS-interferencia és az RdADM molekuléaris mechanizmusai névényekben. Bal
oldalon az RNS-szintii folyamatok (PTGS, nem-kanonikus RdDM) lathatok, ahol a RISC
komplex mMRNS-degradaciot vagy transzlacios gatlast idéz elé az RNAi-visszacsatolasi
hurok segitsegével. Jobb oldalon a DNS-szintli (kanonikus) RADM ttvonal lathato, amely a
kromatin modositasaval (DNS- és hiszton-metilacid) hoz létre stabil csendesitést. Az abra
jeloli a szimmetrikus (CG, CHQG) ¢és aszimmetrikus (CHH) metilacio fenntartasaért felelds
specifikus enzimeket (MET1, CMT3, CMT?2) is (Forras: FARKAS et al., 2024).
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Ezek az IncRNS-ek onhurkolédhatnak cirkuldris RNS-eket alkotva, vagy
stabilizalédhatnak egyszali RNS-eket (simple strand RNA; ssRNA) hozva létre. Az sSRNS-
ekbdl az RDR2 enzim kettésszalu RNS-eket (double strand RNA, dsRNS) képez, majd egy
endoribonukledz (DCLI, 2, 3, 4) kisebb darabokra (si/miRNS duplexekre) hasitja 6ket.
Ezutdn a HEN1 RNS-metildaz metilcsoportot ad hozzajuk, 21-22 nukleotid hosszlsagu
SRNS-eket, miRNS-eket létrehozva. Ezek az SRNS-ek AGO fehérjékhez kotédnek (fehérje-
SRNS duplexet alkotva), majd betoltédnek az RNS-indukalta géncsendesité komplexbe
(RNA induced silencing complex, RISC). A RISC az RNS-interferencia alapvet6 eleme. Az
RNS-interferencia (RNAI) egy sejtfolyamat, amely soran specidlis kicsi, nem-kodolé RNS-
ek (SRNS-ek, pl. siRNS, miRNS) komplementer RNS-szekvenciakhoz kotédnek, ezaltal
gatoljak a fehérjetermelést a cél-RNS-ekrdl (hasitas nélkiili represszid révén). Az RNAI
felelds a szekvencia-specifikus poszt-transzkripcios géncsendesitésért (PTGS) is, ami azt
jelenti, hogy a nem-kanonikus RADM a PTGS-utvonalak mellékterméke is lehet. A RISC
kozponti komponensei az SRNS-ekkel kotott AGO fehérjék, amelyek hasitast idéznek el6 a
cél-mRNS-ben. Ezaltal olyan abnormalis szekvenciakat hoznak létre, amelyeket a szervezet
nem ismer fel, és ezért lebont. Egyszertien fogalmazva: az RNAi gatolja a génkifejez6dést
az mRNS-ek lebontaséaval vagy a cél-mRNS molekuldk transzlaciéjanak blokkolasaval. Az
MRNS lebontasaval a szervezet (j toredékeket generdl, amelyek méasodlagos sRNS-ként
miikodhetnek, pozitiv visszacsatolasi hurkot hozva létre. Miutan a kezdeti elcsendesitett
allapot kialakult, az RNA Pol 1V, valamint a CLSY és SHH1 fehérjék a lokuszhoz
toborzddnak, és megkezdddik a kanonikus géncsendesités (SLOTKIN és MARTINESSEN
2007).

Mikozben mind az RNAIi (nem-kanonikus RdDM), mind a kanonikus RdADM RNS-
molekulakat alkalmaz és hozzajarul a génszabalyozashoz, kiillonb6z6 szinteken miikddnek:
az RNAI els6sorban az RNS-molekuldkra hat, mig a kanonikus RdADM a DNS-t mddositja
RNS-molekulék iranyitasa mellett (5. abra) (SLOTKIN és MARTINESSEN 2007).

A szimmetrikus (CG) és félig-szimmetrikus (CHG) szekvenciakdrnyezetben mar 1étezo
DNS-metilacid kozvetlenil az S-fazis utan, a DNS szemikonzervativ replikacioja soran is
fenntarthatd. A DNS-metiltranszferaz enzimek az SRNS-t6l fiiggetlen moédon masoljak at a
metilacios mintazatot az ujonnan szintetizalt, metilalatlan szalra. Ezek az enzimek a névény-

specifikus CMT3 és MET1. Az egymast koveté DNS-replikacios korokon keresztil ezek a
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mintazatok fennmaradnak az anyasejttdl a leanysejtekig, lehetové téve a novény szamara e
valtozasok oroklését. Azonban az aszimmetrikus (CHH) metilaciés mintazatok esetében a
metilacié szemikonzervativ replikacidja elméletileg lehetetlen. Ezért a folyamatos, SRNS-
fliggé de novo DNS-metilacios aktivitas elengedhetetlen a mintazat meg6rzéséhez. Emiatt ez

a folyamat egy 6nmagat er6sité hurok (5. abra) (CHAN et al., 2006).

3.4.4. Ismételt ingerek hatasa a memdriara

A novényi emlékezet kialakulasanak és megszilarduldsanak kritikus eleme az ingerek
idébeli eloszlasa és azok ismétlddésének gyakorisaga. Az egyszeri stresszhatds gyakran csak
atmeneti élettani valaszt valt ki, amely az inger megsziinésével fokozatosan elhalvanyul.
Ezzel szemben a meghatarozott id6kézonként - példaul par napos vagy annal hosszabb
intervallumokban - érkez6 ismételt impulzusok alapvet6 fontossaguak a tranziens valaszok
stabil, hosszil tivi memorianyommad torténd 4talakitasaban (LAMKE et al., 2015). Az
idéfaktornak ez a szerepe a ndvényi ,tanulasi” folyamatban biztositja, hogy a szervezet
kiilonbséget tudjon tenni a véletlenszerli kdrnyezeti zaj €s a rendszerszerlien visszatéro,
adaptaciot igényl6 kényszerfeltételek kozott (DING et al., 2012; WALTER et al., 2013).

Az ismételt ingerek hatdsmechanizmusa a sejt szintjén egyfajta megerdsitési folyamatként
értelmezhetd. Az elsd ingerhatast kovetd regeneracids szakaszban a ndvényi szervezet egy
érzékenyitett allapotban marad, ahol a jelatviteli utvonalak és a transzkripcids apparatus
bizonyos elemei emelt készenléti szinten vannak jelen (AVRAMOVA, 2015). Ha a masodik
inger egy kritikus id6ablakon beliil érkezik, az nem egy érintetlen rendszert ér, hanem a mar
meglévé molekularis nyomokra épitve katalizalja a védekezd valaszokat (CRISP et al.,
2016). Ez az ismétlodés elengedhetetlen a transzkriptomi memoria elmélyitéséhez, mivel
minden egyes Ujabb impulzus megerdsiti a specifikus géncsoportok expresszidés mintazatat,
¢és hozzajarul a kromatin szerkezetének tartosabb atrendezédéseéhez (DING et al., 2012;
LAMKE és BAURLE, 2017). Az els6 par nap kdrnyékén vagy azt kdvetden alkalmazott
ismételt kezelések jelentdsége abban rejlik, hogy ez az id6tartam mar elegend? a korai, gyors
valaszreakciok lecsengéséhez, igy a megjelend uwjabb véalasz mar egyértelmlien a

memoriaalapu, adaptiv szabalyozas eredménye (VIRLOUVET és FROMM, 2015).
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Az ismételt stimuldcio hatdsara kialakul6 memoriaforma lehetdvé teszi a novény szamara
a ,,kereszt-kondicionalast” is, ahol a rendszeres mechanikai vagy egyéb fizikai ingerek altal
fenntartott éberségi allapot képessé teszi a névényt mas tipusu, példaul vizhiany okozta
stresszhatasok hatékonyabb kivédésére is (WALTER et al., 2013). A szekvencialis
(sorozatos) ingerlés soran a névényi plaszticitas egy Uj szintre Iép: a szervezet megtanulja az
er6forrasait 0gy csoportositani, hogy a védekezd fehérjék és masodlagos
anyagcseretermékek szintézise ne gatolja tartésan a vegetativ ndvekedést (BRUCE et al.,
2007). Ez az id6beli finomhangolas biztositja, hogy a névény ne csupan reaktiv mdédon
valaszoljon a kdrnyezetre, hanem proaktiv modon tartsa fenn azt az élettani pufferkapacitast,
amely a kiszdmithatatlanul visszatér0 kornyezeti stresszorok tuléléséhez sziikséges
(HILKER et al., 2016). Az ismételt ingerek igy a ndvenyi intelligencia és adaptacio alapvet6
eszkozeivé valnak, lehetdvé téve a dinamikus kdrnyezethez vald hossza tava, stratégiai
alkalmazkodast (TREWAVAS, 2014).

Az epigenetikai szabalyozas jelenti azt a molekularis hidat, amely az &tmeneti
transzkripcids valtozasokat stabil, hossz( tdvon is megmaradd memorianyomokka alakitja
(LAMKE és BAURLE, 2017). Mig a génkifejezddés pillanatnyi modosulasa gyors valaszt
tesz lehet6vé, a kornyezeti ingerek fizikai rogziiléséért a DNS-szekvencia megvaltoztatasa
nélkiil bekovetkezo, 6rokithetd modositasok felelések (KINOSHITA és SEKI, 2014). Ebben
a folyamatban a DNS-metilacié és a kromatinszerkezet atrendezGdése jatssza a kdzponti
szerepet, lehetdvé téve a ndvény szdmara, hogy a kordbban tapasztalt stresszhatdsok
informéciodit sejtszinten konzervélja (GALLUSCI et al., 2017) és tarolja (BOYKO és
KOVALCHUK, 2011).

A DNS-metilacié sordn metilcsoportok kapcsolodnak a citozin bazisokhoz, ami
kozvetleniil befolyasolja a gének hozzaférhetdségét a transzkripcids appardtus szdmara
(LAW és JACOBSEN, 2010). Stresszhatas alatt a genom bizonyos régidiban hipo- vagy
hipermetilacio kovetkezhet be, ami specifikus stressz-reagdld gének aktivaldédasat vagy
csendesitését eredményezi (DOWEN et al., 2012). Ezek a metilacios mintazatok az inger
megsziinése utan is fennmaradhatnak, sot, a sejtosztddasok sordn is atadédhatnak, biztositva
a szomatikus memoria folytonossagat (HOLESKI et al., 2012). Ez a mechanizmus teszi

lehetévé, hogy a novény hetekkel vagy honapokkal egy korabbi inger utan is "emlékezzen"
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a kornyezeti kihivasra, és egy ismételt inger esetén mar a modosult metilacios profilnak
megfeleld, optimalizalt valaszt adjon (MIROUZE és PASZKOWSKI, 2011).

A nukleinsavak kémiai modositasa mellett a hisztonfehérjék poszt-transzlacios
modositasai (példaul acetilacio, metilaciéo vagy foszforilacio) szabalyozzdk a kromatin
allapota kozotti atmenetet (KOUZARIDES, 2007). A lazabb, transzkripcios szempontbdl
aktiv eukromatin és a tomor, inaktiv heterokromatin kozotti dinamikus egyensuly eltolddasa
alapvetden meghatarozza a génkifejez0dési potencialt (BANNISTER és KOUZARIDES,
2011). Egy korabbi stresszhatas gyakran egyfajta "nyitott" kromatinallapotot hagy maga utan
bizonyos promoter régiokban, amit a szakirodalom transzkripcios primingként definiél
(CONRATH et al., 2015). Ebben az &llapotban a transzkripcids faktorok sokkal gyorsabban
¢és nagyobb affinitassal képesek kotédni a célgénekhez, mint a naiv sejtekben. Ez a
kromatinszintli emlékezet biztositja az ismételt ingerekre adott valaszreakciok sebességét s
intenzitasat, megteremtve a novényi emlékezet fizikai alapjait, amely nélkildzhetetlen a
kornyezeti reziliencia és a szekvencialis stresszhatasokhoz valé alkalmazkodas
szempontjabol (AVRAMOVA, 2015; KIM et al., 2015).

Az epigenetikai atrendez6dések el6tt a novények egy még gyorsabb, poszt-transzkripcios
szabalyoz6 mechanizmust is mozgositanak a mikro-RNS-ek (miRNS-ek) réven. Ezek a
kismérettit RNS-molekuldk képesek a stresszre valaszul azonnal lebontani a cél-mRNS-eket
megvaltoztatasat még a tartdsabb kromatinszintli memorianyomok kialakulasa el6tt (BEJ és
BASAK, 2014; CRISP et al.,, 2016). A miRNS-ek tehat a memdria 'gyorsreagalasu’
komponenseiként szolgédlnak, amelyek az ismételt ingerek soran segitenek a sejt

fehérjekészletének azonnali atstrukturalasaban.

3.5. Mi a kulénbség az asszociativ tanulas és kereszt-tolerancia kozt?

3.5.1. Kereszt-tolerancia (Cross-tolerance)

A kereszt-tolerancia (cross-tolerance) elméleti koncepcidja a modern névényélettan egyik
legfontosabb pillére, amely ravilagit a novényi adaptacios stratégiak rendkivili

rugalmassagara és gazdasagossagara (FOYER et al., 2016). Ez a jelenség akkor kdvetkezik
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be, amikor egy adott tipust primer stresszor - legyen az fizikai, kémiai vagy bioldgiali
természetll - olyan altalanos és specifikus védekezé mechanizmusokat aktival a szervezetben,
amelyek képessé teszik a novényt egy késébbi, mindségileg teljesen eltéré szekunder
stresszhatas hatékonyabb elviselésére (HOSSAIN et al., 2018). A kereszt-tolerancia létezése
a novényi jelatviteli haldzatok belsd architektirajanak koszonhetd, amely nem egymastol
elszigetelt csatorndkon, hanem szorosan 6sszefonddd, egyméast modulalé dtvonalakon,
ugynevezett molekularis keresztbeszélgetéseken (cross-talk) keresztiil dolgozza fel a
kornyezeti informécidokat (KNIGHT és KNIGHT, 2001). Ennek eredményeként a kiilénb6zo
tipusl ingerek gyakran k6z6s masodlagos hirvivoket, példaul kalcium-ion hulldmokat,
reaktiv oxigénformakat vagy szisztémas jelzOmolekuldkat inditanak el, amelyek végpontjai
ugyanazon stressz-reagalo gencsoportok aktivalasahoz vezetnek (ZHANG et al., 2023).

A kereszt-tolerancia kialakulasanak kozponti eleme a novény élettani allapotanak
atmenete egy ,naiv’ fazisbol egy ugynevezett primed, vagyis eléhangolt allapotba
(CONRATH et al., 2015). Az elsé ingerhatds sordn a ndvényi sejt olyan védelmi
komponenseket halmoz fel - példaul hésokk-fehérjéket (HSP), antioxidans enzimeket vagy
ozmoprotektansokat -, amelyek univerzalis védelmet nytjtanak a sejtszintli homeosztazis
fenntartasahoz. Ezek a molekuldk mintegy élettani pufferkapacitaskent funkcionalnak: a
karosito hatast h6, mechanikai fesziiltség vagy dehidratacié valtja-e ki (PARK és SEO,
2015), mig az antioxidans apparatus képes semlegesiteni a kiilonb6zd forrasokbol szdrmazo
szabadgyokoket (FOYER és NOCTOR, 2005). Ez a pre-adaptiv vélasz energetikai
szempontbdl rendkiviil kedvezd a ndvény szamara, hiszen a mar meglévd védekezo
apparatus révén a szekunder stressz bekovetkeztekor elkeriilhetdé a panikszerd,
metabolikusan koltséges €s gyakran Onpusztitd talreakcio, helyette egy kontrollalt,
célzottabb valaszreakcio jon létre (MARTINEZ-MEDINA et al., 2016).

A Kkereszt-tolerancia vizsgalata talmutat az egyedi élettani valaszok leirdsan; ez a
koncepcid a névényi reziliencia globalis értelmezését teszi lehetévé (TREWAVAS, 2014).
Az elmélet azt sugallja, hogy a ndvények képesek integralni kdrnyezetik ingereit, és a
korabbi tapasztalataikat - még ha azok mas természetiiek is voltak - felhasznalni a jovébeli
kihivasokra valo felkeszuléshez (GALVIZ et al., 2020). Ebben a folyamatban a

transzkriptom-szintli plaszticitas jatszik dont6 szerepet, ahol a korabbi inger hatdsara

43



bekovetkezd génexpresszids atrendezddés egy olyan modosult molekuldris kdrnyezetet
teremt, amelyben a késdbbi stresszor mar nem egy védtelen, hanem egy ¢élettani szempontbol
,edzett” rendszert ér (HILKER et al.,, 2016). A kereszt-tolerancia tehat a ndvényi
intelligencia és stratégiai adaptacié egyik leglatvanyosabb megnyilvanulasa, amely
lehetéséget ad arra, hogy enyhe, kontrollalt kondicional6 ingerek segitségével noveljik a
novények globalis stressztiird képességét a kiszamithatatlanul valtozo kornyezeti feltételek

mellett is (SAVVIDES et al., 2016).

3.5.2. Asszociativ memoéria és tanulas

A ndvenytani kutatasok paradigmavaltasanak korat éljik, amelyben a névényeket mar
nem csupan reaktiv automatakkent, hanem komplex informéaciofeldolgozé rendszerekként
kezeljuk (TREWAVAS, 2014). Ennek a megkdzelitésnek a kdzpontjaban a kombinalt
stresszhatasok és az asszociativ tanulas allnak. A termeszetes kdrnyezetben a ndvények
szinte soha nem egyetlen abiotikus tényezd valtozasara vélaszolnak; a valdsagban a
stresszorok - mint a ho, a fény, a mechanikai vibracio és a vizhiany — gyakran egyidejlileg
érik a szervezetet (MITTLER, 2006). A tudomanyos diskurzusban egyre meghatarozobba
valik az a felismerés, hogy a novények képesek az idOben elkiiloniilé ingerek kozotti
szekvencidlis 6sszefuiggések felismerésére és tarolasara (GAGLIANO, 2017). Az asszociativ
tanulds novényi kontextusban azt a képességet jelenti, amely sordn a szervezet egy
biologiailag kezdetben neutralis vagy enyhe ingert 6sszekapcsol egy késébbi, a talélést
kozvetlentil veszélyeztetd stresszfaktorral, és kesébb mar a kezdetben neutrdlis inger hatasara
kivaltodik a masik, a talélését veszélyeztetd stresszre adott reakcid6 (GAGLIANO et al.,
2016).

Az elmult évtizedben egyre tobb bizonyiték latott napvilagot a ndvények azon
képessegével kapcsolatban, hogy asszociaciokat alakitsanak ki, és memoriajukat asszociativ
modon hasznaljak. Borsoval (Pisum sativum L. cv. Massey Gem) kisérletezve GAGLIANO
és munkatarsai (2016) bebizonyitottdk, hogy az Y-utvesztdben nevelt borsonévények
képesek voltak asszociaciot kialakitani, és a megszerzett informéacidkat asszociativ médon
felhasznalni. A fény felé torténd novekedést, amely a novényeknél biologiailag fontos inger

(a kék feny jatszotta a feltétlen inger, azaz az UCS szerepet), egy tarsitott semleges jelzés
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(légaramlas, mint feltételes inger, azaz CS) hatasara tették lehetévé, amely megjosolta, hol
fog megjelenni a fény, még a novényben uralkodd fény-tropizmus ellenére is
(NOVOPLANSKY, 2015). Bebizonyosodott, hogy térben €s idében is képesek érzékelni az
ingert (fényt), és mind pozitiv, mind negativ asszociacidkat épiteni. Bar MARKEL (2016)
egy megismeételt kisérletben megprébalta cafolni GAGLIANO és munkatéarsai (2016)
eredmeényeit, GAGLIANO és munkatarsai (2020) azzal valaszoltak, hogy MARKEL (2016)
eltéro kisérleti elrendezése alkalmatlan volt az eredményeik reprodukalasara. GAGLIANO
ezen valaszat MARKEL (2020) tovabb vitatta, rAmutatva, hogy a reprodukalhatésag hianya
nem magyarazhatd a kisérleti elrendezések kiilonbségeivel. Mindazonéltal ez inkabb a
reprodukalhatdsagra, mintsem az ismételhetéségre iranyulo kisérlet volt, figyelembe véve az
anyagok (eltéré genotipusok, eltéré novények) és a modszerek (peldaul vilégitas, talaj stb.)
variacioit (PLESSER, 2018). Ezek az anyag- és modszerbeli kiilonbségek eltérd élettani
tulajdonsagokat, ezaltal pedig eltérd érzékenységet, valaszkészséget ¢és kiillonbozo
memoriaallapotokat  okozhatnak mindkét  kisérlet alanyaiban (CVRCKOVA  és
KONRADOVA, 2022).

BHANDAWAT és munkatarsai (2020) tanulmanya volt az els6 és eddig az egyetlen,
amely transzkriptomi bizonyitékokkal szolgalt a névények asszociativ memoriahasznalatara
vonatkozéan. Tanulmanyukban a hang (z6ld zene, 50 dB) volt az az indikator (UCS), amely
asszociativ. modon kivaltotta az abiotikus stresszre, a hdére (CS) adott valaszt az
Arabidopsisban. Ot olyan gén (HSFA3, ATHSSP101, ATCTL1, SMXL7 és CHIP) expresszios
intenzitasat vizsgaltdk, amelyekrdl ismert, hogy részt vesznek a magas homérsékletre és
hésokk-valaszra adott reakciokban. Mind az 6t h6érzékeny gén kifejez6désének fokozodasat
mutattak ki kiilonb6z6 mértékben, de szignifikansan a kondicionalt névenyekben a zene utén,
de hésokk nélkiil. Ezen gének expressziojanak fokozodasa szignifikdnsan magasabb volt,
mint a csak zenével kezelt (nem kondicionalt) névényeknél. A HSFA3 és ATCTL1
héérzékeny gének tlintek a legjobb jeldlteknek az asszociativ tanulas jelzeésére Arabidopsis
ndvényekben.

Mig az asszociativ tanulds soran a névény egy tanult jelzésre (pl. hang vagy légaramlas)
alapozva inditja be a védekezést, a kereszt-tolerancia mechanizmusa soran egy konkrét
stresszhatas (pl. sostressz) kbzvetleniil ndveli a ndvény ellenalld képességét egy masik, eltérd

tipusu stresszel (pl. szarazsadg) szemben. A kereszt-tolerancia hatterében nem egy tanult
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asszociacio, hanem a koz0s jelatviteli utvonalak — példaul a reaktiv oxigénfajtak (ROS)
felhalmozodasa vagy az abszcizinsav (ABA) szintjének emelkedése — allnak, amelyek tébb
stresszfaktor ellen is védelmet nydjtanak (HOSSAIN et al., 2018). A 6 kiilonbség tehat
abban rejlik: a kereszt-tolerancia egyfajta altalanos élettani edzettség, ahol az egyik stressz
kozvetlenil ‘felkesziti' a ndvényt a mésikra a kozos jelatviteli Gtvonalak miatt, mig az
asszociativ tanuldsndl a nodvény egy olyan semleges kornyezeti jelet hasznal fel
prediktorként, amely 6nmagaban semmilyen élettani karosodéast vagy védelmi reakciot nem
okozna.

Az asszociativ tanulds 6nmagaban nem igényel tudatossigot vagy idegrendszert. Bar
biokémiai és genetikai hal6zatok alapjan ez még az egysejtii €161ények szamara is lehetséges
lehet, a ndvények ezen képességét még mindig vitatjak, annak ellenére, hogy elméleti alapon
sem zarhato ki. A kérdés eldontését az sem segiti, hogy jelenleg nagyon keveés célzott kisérlet
1étezik a novények asszociativ tanuldsaval kapcsolatban. Az a lehetdség azonban, hogy a
néveények az allatokhoz hasonldan asszociativ médon hasznalhatjak memdriajukat, izgalmas

tavlatokat nyithat meg.

3.5.3. Kombinalt stresszvalaszok elemzése: Miért nem egyenlé a kombinalt hatas a

részhatasok 0sszegével?

A ndveényi stresszfiziologia egyik legfontosabb felismerése, hogy a kiillonb6zd kdrnyezeti
ingerek egylittes fellépése soran a ndvény altal adott valaszreakcido nem vezethetd vissza az
egyes stresszorokra adott valaszok egyszerii szamtani 6sszegére (MITTLER, 2006). Amikor
egy novényi szervezetet szimultan vagy szekvencialis modon ér tobbféle abiotikus hatas, a
kialakulo élettani allapot egy mindségileg 1j, egyedi transzkriptom-szintii és metabolikus
konfiguraciot eredményez (RASSMUSSEN et al., 2013). Ez a jelenség a ndvényi jelatviteli
halézatok komplexitasabol adodik, ahol a kiilonboz6 ingerek altal aktivalt utvonalak nem
parhuzamosan és elszigetelten futnak, hanem pontszerti taldlkozasokon, ugynevezett ,,cross-
talk” mechanizmusokon keresztiil modositjak egymas intenzitasat és iranyat (KNIGHT és
KNIGHT, 2001).

A kombinalt hatas és a részhatasok dsszege kozotti kilonbséget a molekularis hierarchia
tobb szintjén is megfigyelhetjuk (ZANDALINAS és MITTLER, 2022). Egyrészt léteznek
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kozos valaszelemek, ahol a kiilonb6z6 ingerek ugyanazokat a transzkripciés faktorokat vagy
védekezO géneket aktivaljak; ilyenkor egyfajta szinergia johet Iétre, ami a valaszreakcio
feler6sodését eredményezi (HILKER et al., 2016). Masrészt azonban felléphetnek
antagonisztikus interakcidk is, ahol az egyik stresszhatasra adott valasz gatolhatja, vagy
éppen mérsékelheti a masik stresszre, példaul a szérazsagra adott tipikus reakciot, mint a
sztdbmék drasztikus bezérodasat (CHOUDHURY et al., 2017). Ez a fajta nem-lineéris
kolcsonhatas teszi lehetdveé a ndvény szamara, hogy ne csupan reaktiv médon valaszoljon a
kornyezetre, hanem az eréforrasait optimalizalva, a talélést és a ndvekedést egyensulyban
tartva adaptalodjon a komplex kihivasokhoz (MITTLER, 2006).

A kombinalt stresszvalasz elemzése soran tehat nem a valtozok egyszerli 6sszeadasat,
hanem azok kélcsonhatasi matrixat kell vizsgalni. A kisérleti adatok és a bioinformatikai
elemzések éppen azért valnak dontd fontossdgiva, mert képesek lathatova tenni ezeket a
nem-lineéris eltoldédasokat, feltarva, hogy az egyik stressz nem csupan hozzédadodik a masik
(GALVIZ ez al., 2020).

Ez a nem-linearis Osszefiiggés az asszociativ memoria esetében is tetten érhetd: a
kondicionald és a kornyezeti stresszhatds egyuttes jelenléte olyan egyedi molekularis
mintdzatot eredményez, amely messze tilmutat az izolalt ingerekre adott valaszok egyszerii

Osszegén.

3.6. Modszertani alapvetések és validalasi eljarasok

A novényi stresszbiologia és az emlékezetkutatas molekularis szinti feltarasa megkoveteli
a legmodernebb, nagy ateresztoképességli analitikai eljardsok alkalmazéasat, amelyek
képesek a genom-szintli valtozasok dinamikus kovetésére (YU et al., 2025). A kisérleti
eredmények hitelessége és reprodukalhatdsaga érdekében a mddszertani architektdrat ugy
kell felépiteni, hogy az a globalis DNS metil&cids és transzkriptom-profil feltérképezésétdl a
specifikus génkifejez0dési szintek precizidos méréséig terjedjen. A metodikai ,,arany
standard” az eltéréen metilalt és az eltéréen expresszalt régioknak bazispontos feltérképezése
WGBS és RNA-seq modszerekkel. Ebben a folyamatban az (j generacios szekvenalasi

technologidk (NGS) és a valos idejii kvantitativ PCR (qPCR) eljarasok egymast kiegészitve
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biztositjak az adatok statisztikai és biologiai validitasat (STARK et al., 2019; UPTON et al.,
2023). Ez a fejezet bemutatja azokat a technoldgiai alapokat és bioinformatikai
munkafolyamatokat, amelyek lehetévé teszik a szarazsag és az ultrahang kezelés hatasara

bekdvetkezd komplex molekularis atrendezodések szamszerlsitését €s értelmezését.

3.6.1. Teljes genom biszulfit szekvenalas (WGBS) szerepe

Az epigenetikai emlékezet, killondsen az RADM-utvonalon keresztiil megvalsulé DNS-
metilacio pontos feltérképezéséhez elengedhetetlen a citozin bazisok metilacios allapotanak
bazispar szintli felbontdsa. Erre a célra jelenleg a teljes genom biszulfit szekvenalas (Whole
Genome Bisulfite Sequencing; WGBS) a leghatékonyabbnak tekintett eljaras, amely
lehetdvé teszi a metilacidos mintazatok kvantitativ elemzését a teljes genomban. A
technoldgia alapja a DNS natrium-biszulfitos kezelése, amely soran a metilélatlan citozin
bazisok uracilla alakulnak (majd a szekvenalas soran timinként latszédnak), mikozben az 5-
metilcitozinok véltozatlanok maradnak. Ez a kémiai &talakitas a szekvenalasi adatok
bioinformatikai feldolgozasa soran lehetdvé teszi a metilalt és nem metilalt régidok pontos
megkilonboztetését minden szekvenciakérnyezetben (CG, CHG és CHH) (RAO et al.,
2024).

A WGBS alkalmazasa a stresszmemoria kutatasaban kilondsen kritikus, mivel
segitségével azonosithatok a differencialisan metilalt régiok (DMR), amelyek a novény
»epigenetikai tervrajzat” alkotjak egy korabbi stresszhatas utan. Mig a transzkriptom-
elemzés a pillanatnyi génkifejez6désrdl ad képet, a WGBS feltarja azokat a stabil,
kromatinszinti modositasokat, amelyek az ismételt ingerekre adott gyorsabb valasz
(priming) mogott allnak. Bar a modszer nagy szamitasi kapacitast és jelent6s szekvenalasi
melységet igényel, az altala nyert adatok alapvetdek a kornyezeti jelek altal kivaltott hosszu
tava genomszintii atrendez6dések validalasahoz. Az Uj generdcios szekvendlasok (NGS)
ezen aga tehat kozvetlen bizonyitékot szolgaltat arra, hogy a stresszhatas nem csupan
atmeneti valtozast, hanem rogzult epigenetikai modosulast eredményez (HUANG et al.,
2026).
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3.6.1. RNA-seq technoldgia a modern ngvénytanban

Az RNA-seq technoldgia megjelenése forradalmasitotta a novényélettani kutatasokat,
lehet6vé téve a transzkriptom allapotanak teljes kori, torzitasmentes és rendkiviil érzékeny
vizsgalatat (HRDLICKOVA et al., 2017). Szemben a korabbi microarray-alapu eljarasokkal,
az RNA-seq nem igényel eldzetes szekvencia-ismeretet a meréshez, igy képes az §sszes
kifejez6d6 mRNS molekula (transzkript) azonositasara és mennyiségi meghatarozasara egy
adott élettani pillanatban (STARK et al., 2019). A technoldgia lényege a teljes RNS-
alloméany fragmentalasa, komplementer DNS-sé (cDNS) torténé atirasa, majd ezen rovid
szakaszok parhuzamos, nagy tomegii szekvenalasa. Ez a megkozelités paratlan felbontast
biztosit a differencialisan kifejez6d6 gének (DEG-ek) azonositasaban, legyen sz6 akar kevés
kopiaszamu transzkripcios faktorokrol vagy a metabolikus Gtvonalakat dominalo strukturalis
fehérjék génjeirél (UPTON et al., 2023).

A technoldgia kulcsfontossagu 1épése azonban a szekvenalast kdveté bioinformatikai
feldolgozasban rejlik, amely soran a tobb millié rovid olvasatbol (reads) 6sszeall a ndvény
funkcionalis genetikai térképe (CONESSA et al., 2016). A folyamat elsé lépése a
mindségellendrzés és a nyers adatok tisztitdsa, amelyet az olvasatok illesztése (mapping)
kovet a referencia genomra. Ebben a fazisban a bioinformatikai algoritmusok képesek
azonositani, hogy az egyes ingerek mely specifikus genom-régiok aktivitasat fokoztak vagy
gatoltdk (UPTON et al., 2023). A normalizalt expresszids értékekbdl képzett matrixok
szolgaltatjak az alapot a tobbvaltozds statisztikai elemzésekhez, mint amilyen a
fokomponens-analizis is (LOVE et al., 2014). Az RNA-seq tehat nem csupan egy mérési
modszer, hanem egy olyan atfogd diagnosztikai eszkoz, amely lehetévé teszi a ndvényi
stresszvalaszok halozatos szemléletli vizsgalatat, feltarva a gének kozotti komplex

kdlcsonhatasokat és a szabalyozasi Utvonalak dinamikajat.

3.6.2. A fokomponens analizis (PCA) szerepe a komplex valaszok vizualizalasdban: A

transzkriptom-szintii elkiiloniilés bizonyitéka a kezelések specifikussagara

A transzkriptomikai adatok feldolgozasanak legnagyobb statisztikai kihivasa a valtozdk

extrém magas szdma, ami lehetetlenné teszi az adatok hagyomanyos attekintéset. A
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fokomponens-analizis (PCA) elméleti jelentdsége abban rejlik, hogy a tobbvaltozos
adathalmaz variancidjat ortogondlis transzformacioval olyan latens valtozokra —
fékomponensekre (PC) — vezeti vissza, amelyek mar kozvetlen bioldgiai jelentéssel birnak
(JOLLIFFE és CADIMA, 2016). Mig a PC1 rendszerint a mintak kozotti dominans
kilonbséget (pl. stresszhatas) ragadja meg, a tovabbi komponensek a finomabb, kezelés-
specifikus eltéréseket tikrozik (LEVER et al., 2017). A PCA a transzkriptomikai
diagnosztikaban alkalmas a kisérleti tervezes validalasara és a kiugro ertékek azonositasara
is. A mintak klaszterezOdése a ndvényi genom globalis valaszkészségének mértékegysége: a
csoportok szignifikans elkulonilés igazolja a specifikus transzkripcids programok
aktivalodasat (RINGNER, 2008). Kombinalt stresszhelyzetek elemzésekor a PCA
vizualizélja, hogy egy kordbbi kondicionalé inger mennyiben modositja a késobbi
valaszvektorokat. Ez a matematikai absztrakcié a dinamikus transzkriptomot egyetlen
pillanatfelvétellé suriti, szilard alapot nytjtva a differencidlis génexpresszidos (DEG) és

utvonal-elemzesi eljarasoknak (LOVE et al., 2014).

3.6.3. RT-gPCR technika: célgének vizsgalata és validalasa

A nagy ateresztoképességli transzkriptomikai vizsgalatok sordn keletkezd adatok
bioldgiai és statisztikai hitelességét minden esetben fliggetlen, preciziés mérési modszerrel
kell megerdsiteni. A modern ndvényélettani kutatasokban erre a célra a legelfogadottabb
standard eljaras a valds idejii kvantitativ PCR (RT-gPCR), amely a célzott génszakaszok
amplifikdcidja révén szamszerlsiti és validalja a szekvenaldsi eredmények iranyat és
mértekét (NOLAN et al., 2006). Mig az RNA-seq a teljes transzkriptom globalis
atrendezddésérdl nyu;jt atfogd képet, a qPCR technoldgia rendkiviili érzékenysége és széles
dinamikus tartomanya lehetévé teszi még az kevés kopiaszamu szabalyoz6 molekulak pontos
szamszerusitését is (VAN GUILDER et al., 2008). A validalasi folyamat technologiai hattere
kritikus fontossagu: a modularis optikai rendszerek és a precizidés homérséklet-szabalyozas
minimalizaljak a technikai varianciat, biztositva a mérések reprodukalhatosagat (BUSTIN et
al., 2009). A kivalasztott marker gének expresszids mintazatanak qPCR alapu megerésitése
szolgéltatja a kdzvetlen bizonyitékot arra, hogy a megfigyelt molekularis valtozasok valoban
a kornyezeti ingerek — példaul a kondicionalo kezelések vagy a vizhiany — biologiai
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kovetkezmenyei (DERVEAUX et al., 2010). Az RNA-seq globalis latdsmodja és az RT-
gPCR preciziés mérése kozotti szinergia igy megteremti azt a megbizhatdé mddszertani
alapot, amelyre az élettani kdvetkeztetések tudomanyos ujdonsagértéke épulhet.

Az RT-gPCR alkalmazésa nem korlatozddik a validalasra; 6nallo értéke a kulcsfontossagu
szabalyozd gének expresszios dinamikdjanak nagy felbontdsu, idobeli nyomon kdvetésében
rejlik. Ez a célzott megkozelités lehetdvé teszi a finomhangolt molekularis valaszok preciz
szamszerlsitését, ahol a génkifejezddés kismértékii eltolodasai is meghatarozoak lehetnek az

adaptacios stratégia szempontjabal.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Noveényi alapanyag és nevelési koralmények

Kisérleteinkhez a paradicsom (Solanum lycopersicum L.) ‘Micro-Tom’ fajtajat
alkalmaztuk. A felhasznalt ‘Micro-Tom’ magok a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Genetikai és Biotechnologiai Intézetébdl szarmaznak; a kisérletekhez sziikséges kiindulasi

anyagot intézettinkben, folyamatos szaporitassal biztositottuk.

6. abra A kisérleti beallitas: ‘Micro-Tom’ paradicsomfajta MS tapoldattal és gombasldvel
nedvesitett Jiffy-7® tdzegkorongokban, Veg-boxba helyezve a nevelShelyiségben (Forras:
sajat, Nyiregyhaza, 2025).

A Jiffy-7® korongokat MS makro- és mikroelemeket (MURASHIGE és SKOOG, 1962),
valamint 0,15%-0s Previcur Energy® gombadlé szert tartalmazé oldattal telitettiik, amig azok
vetésre kész tdzeghengerekké nem duzzadtak. A paradicsommagokat egyenként vetettiik el
a tozeghengerekbe (a tovabbiakban: Jiffy), amelyeket Veg-boxokba helyezve
klimakamraban neveltiink. A kornyezeti feltételeket 24 °C-os hémérsékleten, 16/8 Oras
nappal/éjszaka fotoperiodus mellett rogzitettik; a megvilagitast melegfehér és daylight
tipust fénycsdvek 1:1 aranyt kombinacidja biztositotta (89 umol m2 s™! PPFD), 65%-0S
relativ paratartalom (RH) mellett (6. abra).
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A csirandvényeket a kezelések megkezdése el6tt harom hétig neveltiik ezen koriilmények
kozott. A kezeléseket kovetden a novénynevelést valtozatlan fény-, homérsékleti és
paratartalom-viszonyok mellett folytattuk; a kezelt egyedeket a nevelGhelyiségben, teljes
mértékben randomizalt elrendezésben helyeztiik el a poziciobol adodo esetleges torzitasok

kikliszobolése érdekeben. A Jiffy-egységeket hetente kétszer, 15 ml csapvizzel dntoztik.

4.2. Kezelési és mintaveteli eljarasok

A kisérletek soran két kiilonboz6 ingert alkalmaztunk: ultrahang és szérazségstressz
kezelést, melyek hatdsat kiilon-kiilon, valamint kombinaltan is vizsgaltunk. A kezelések els6
alkalommal a kisérlet kezdetén torténtek (kezdeti stimulus; 1. kezelés), majd ezt kovetden az
elso kisérletsorozatban az elsé ingertdl szamitott 5. napon, a masodik kisérletsorozatban
pedig a 10. napon ismételtiik meg azokat (I1. kezelés), amint azt a 7. &bra szemlélteti.

A szarazsagstresszt (D) minden egyes ndvény esetében 10 ml mennyiségii, 20%-0s PEG-
et (polietilén-glikol 6000) tartalmazé oldattal torténd ontdzéssel idéztiik el6. Az ultrahang
kezelést (US) egy ultrahang-generator segitsegevel végeztik, 30 kHz frekvencian és 120 W
teljesitményen, 5 perces expozicios idovel. A kezelés soran a novények és az ultrahangfej
kozotti atlagos tavolsag 6 cm volt, a kozvetitd kozegként pedig a levegd szolgalt. A
kombinalt kezelés (US+D) soran az ultrahanggal kezelt névényeket kdzvetlenil az ultrahang
expoziciot kdvetden ontdztiik meg a fent emlitett PEG-oldattal.

A Kisérletbe 6sszesen 168 ndvenyt vontunk be. A kisérlet kezdetén (I. kezelés) mindegyik
kezdeti kezelési csoport (D, US, US+D), valamint a kontroll csoport is 42-42 egyedbdl llt.
A késbébbiekben minden egyes csoportbol 3 kiilonallo alcsoportot hoztunk létre, amelyeket a
I1. kezelés (kontroll, US és D ismételt kezelés) utan alkalmaztunk.

Vizsgaltuk a génatirdsban (transzkripcioban) és a DNS-metilaciés mintdzatban
bekovetkezd valtozasokat az ultrahang (US), a szarazsagstressz (D), valamint a kombinalt
(US+D) kezelésekre adott valaszként, a kezeléseket kovetd 48 ora (2 nap) elteltével. A két
inger (US és D) ismételt alkalmazasanak (I1. kezelés, az 1. kezelést kovetd 5. vagy 10. napon)
génexpressziora gyakorolt hatasat szintén tanulmanyoztuk, kdzvetlenil a masodik kezelés
eldtt (szintén: II. kezelés, az 1. kezelést kovetd 5. vagy 10. napon), illetve az alkalmazéasuk

utan 2 nappal (tehata 7., illetve a 12. napon).
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KEZELESI ES MINTAVETELEZES| UTEMTERV

Kezelés I. Kezelés II.
S2 S4
s1 s3 S5 Kezelés Il. id6pontjai:
1 ! Kontroll 1
: T ' ! 5 nappal (T1) és
Kontroll : : us | 10 nappal (T2)
: T2 : : Kezelés I. utan.
1 ! 1
1 ! 1
1 : 1
| | — Kontroll '
1 T1 1 '
uUs : : us :
1 T2 ! 1
: : : Mintavételezési idépontok:
1 ! 1
1 ! 1 S1: 2 nappal kezelés |. utan.
: : — Kontroll : 82: 5 nappal kezelés |. utan; kdzvetleniil kezelés Il. elétt.
1 Lkl I I §3: 10 nappal kezelés I. utan; kbzvetieniil kezelés II. eléit.
“ : ; » us ‘ ! 84: 2 nappal kezelés II. utan; 7 nappal kezelés I. utan.
| T2 1 | S5: 2 nappal a kezelés Il. utan; 12 nappal kezelés 1. utan
. e B
1 ! 1
1 I 1
1 I 1
1 I 1
' . Kontroll .
H T1 1 1
; : T
v T2 + “ ¥

7. &bra Kezelési (T) és a mintavételezési (S) rend vazlatos illusztracidja (roviditések: US -
ultrahang kezelés; D - szarazsagkezelés; US+D - ultrahang és sz&razsagkezelés).
(Forras: FARKAS et al., 2025, szerkesztett)

A vizsgalatban szereplé célgének kivalasztisa az el6zetes RNA-seq elemzések
eredményei alapjan tortént, olyan markereket keresve, amelyek a kombindlt kezelésre a
legerdteljesebb és legspecifikusabb molekularis valaszt adtak. A kombinalt kezelést (US+D,
I. kezelés) kovetden, a kisérlet asszociativ szakaszaban (II. kezelés), két kivalasztott célgén
esetében az ultrahangot kondicionalt ingerként (CS), mig a szarazsagstresszt nem
kondicionalt ingerként (UCS) alkalmaztuk. Ezzel szemben a maésik két vizsgalt célgén
esetében a szarazsagstressz szolgalt kondicionalt ingerként (CS), az ultrahang pedig nem
kondicionalt ingerként (UCS). Tanulmanyoztuk ezen ingerek hatasat a kivalasztott célgének
expresszids intenzitasanak valtozasara (részletesen lasd alabb). A tanitas a kondicionalas két
Iépésében valosult meg: az I. kezelés a kiserletek kezdetén (kezdeti ingerek), a Il. kezeles
pedig a kisérletek 5. vagy 10. napjan tortént (ismételt ingerek), két fliggetlen kisérleti

sorozatban. A tanitasi eljarasokat és a mintavételi rendet az 7. abra foglalja 6ssze. Az abszolut
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kontroll névények nem részesiltek kezelésben; jel6lésik az S1, S2 és S3 mintavételi
idépontokban ,,C”, mig az S4 és S5 idépontokban ,,C és C” volt. Emellett azokat a
novényeket, amelyek csak az I. kezelésben részesiltek (azaz nem kaptak ismételt ingert), a
I1. kezelésben részesiilé (ismételt ingernek kitett) ndvények kontroll csoportjaiként kezeltlk.
Ezen kontrollok beiktatdsa elengedhetetlen volt a novények folyamatos fejlodésébol adodo
esetleges hatasok nyomon kovetéséhez; ezeket a csoportokat ,,US és C”, ,,D és C”, valamint
,US+D és C” jeloléssel lattuk el (7. abra).

A kisérlet soran 6t mintavételi idopontot hataroztunk meg; minden egyes idopontban
kezelésenkent vagy kezeléskombindcionként 3-3 kiilonb6zé bioldgiai replikatumot
gyljtottiink be véletlenszerti kivalasztassal. A mintavételezés a kovetkezoképpen alakult: 2
nappal a kezdeti ingerek (I. kezelés) utan (S1); 5 nappal (S2) vagy 10 nappal (S3) az I.
kezelést kovetden, kdzvetleniil az ismételt ingerek (II. kezelés) eldtt; végiil pedig 2 nappal a

I1. kezelés utdn mindkét kisérleti sorozatban (S4 és S5) (7. &bra).

4.3. DNS és RNS izolalas szekvenalashoz

A genomi (teljes) DNS-izolalast paradicsomlevelekbdl végeztiik el, kezelt és kontroll
csoportonként két fliggetlen bioldgiai replikatumban, az elsé mintavételi iddpontban (S1, 2.
nap). A DNS izolalasa a Macherey-Nagel Nucleospin® Plant Il kitet alkalmaztunk gyart6
altal optimalizalt protokoll szerint. Az izolalt genomi DNS koncentrécidjat és tisztasagi fokat
(spektrofotometrias Gton) NanoPhotometer® N50 (Implen, Minchen, Németorszag)
készllékkel hataroztuk meg. A mintak tisztasagat az abszorbancia-aranyok alapjan
ellendriztiik:

o A260/A280 arany: Csak azokat a mintakat hasznéaltuk fel, amelyeknél ez az érték
a 1,8-1,9 tartomanyba esett, biztositva a fehérjementességet.

e A260/A230 arany: A szekvenalashoz szilkséges nagy tisztasdg érdekében a
célerték > 1,8 (idealis esetben 2,0-2,2) volt, ami a szénhidratoktdl és soktdl vald
mentesseget igazolta (8. abra).

Szekvenalasra, garantalva a transzkripcios adatok megbizhatdsagat csak azokat a mintakat

kuldtuk el, melyek ezen kdvetelményeknek eleget tettek (8. abra).
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- Genomi DNS-izolalas ~

Macherey-Nagel
NucleoSpin® Plant Il Kit =18-
i ‘_—’-* Aze0/A280 = 1,8-1,9

Fehérjementes

= & 5 L

\'ﬂ;;./‘-m—/ NanoPhotometer®  [APTIV/. PET N B3
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Azxeo/A2g0 = 2,0
A260/A280~2,0 ; !
Tiszta RNS
Tiszta RNS 3
Zymo Quick-RNA® > - Q
Plant Miniprep Kit NanoPhotometer ® Agilent Bioanalyzer 2100 . . Kivalo
N50 Nagy tisztasag minéségii RNS
| 7

8. &bra Genomi DNS és total RNS izolalas lépései. (Forras: sajat szerkesztés)

A teljes RNS-t paradicsomlevelekb6l vontuk ki harom bioldgiai replikatumban (S1, 2.
nap), a Zymo Quick-RNA™ Plant Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA)
hasznalataval, szigortian kdvetve a gyarto eldirasait. Az izolalt RNS mennyiségi €s mindségi
paramétereit mikrokapillaris ~elektroforézissel ellendriztiik NanoPhotometer® N50
kesziiléken (Implen, Minchen, Németorszag), a nukleinsav integritasat pedig
fragmensanalizissel validaltuk Agilent Bioanalyzer 2100 rendszeren, RNA 6000 Nano Kit
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) hasznélataval.

A mintak mindségbiztositasa tobb 1épésben tortént:

e Koncentracio és tisztasag: A NanoPhotometer® mérések alapjan az RNS-mintak
A260/A280 aranya minden esetben ~ 2,0 korul alakult, ami tiszta RNS-re utal.
e Kizarolag a RIN > 7,0 (RNA Integrity Number, RNS integritasi szadm) értékkel

rendelkezé mintakat tovabbitottuk szekvenalésra (8. bra).



4.4. RNS-szekvenalas (RNA-seq) és bioinformatikai elemzés
4.4.1. Konyvtarkeészités és szekvenélas

Az mMRNS-konyvtarak eldkészitését a Novogene (UK/China) végezte, standard protokoll
szerint. A folyamat magaban foglalta a poly-A dusitdst (mRNS-szelekcié oligo(dT)
gyongyokkel), a fragmentalast, majd a cDNS-kdnyvtar felépitését (random hexamer
primerekkel végzett reverz transzkripcioval). A konyvtarak mindségét (méreteloszlas és
molaris koncentracid) Agilent 2100 BioAnalyzerrel ellendrizték a szekvenalds eldtt. A
szekvenalast [llumina NovaSeq X Plus platformon végezték, paros végii (paired-end, PE150)
mddban, amely mintanként nagy ateresztéképességii, 150 bazispar hossziisagu szekvencia-

leolvasast (reads) biztositott.

4.4.2. Nyers adatok elofeldolgozasa és mindségbiztositasa

A bioinformatikai feldolgozas elsd 1épéseként a nyers adatok mindségét a FastQC v0.12.1
(ANDREWS, 2010) szoftverrel értékeltiik ki. A nem megfelelé mindségli nyers adatok, az
adapter-szekvenciak és a szennyezddések eltavolitasat a fastp v0.26.0 (CHEN et al., 2018)
programmal végeztiik el, szigort sziirési paraméterek mellett, hogy kizarolag a nagy

pontossagu (high-quality) leolvasasok maradjanak a tovabbi elemzésre.

4.4.3. lllesztés és kvantifikalas

A megtisztitott szekvenciakat a paradicsom legfrissebb referencia-genomjahoz (8.
lycopersicum SL4.0, Sol Genomics Network) illesztettik a Hisat2 v2.1.1 (Hierarchical
Indexing for Spliced Alignment of Transcripts, KIM et al., 2019) algoritmussal, amely képes
a splanszolt (hasitott) atiratok pontos kezelésére is. Az illesztett adatok (BAM fajlok) alapjan
a génszintli expresszios értékek (read counts) meghatarozasa a FeatureCounts v2.1.1 (LIAO

et al., 2014) csomaggal tortént, az ITAG4.0 génannotacié alapjan.
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4.4.4. Differencialis génexpresszio elemzése

A statisztikai elemzést az R szoftverkornyezetben fut6 DESeq2 v1.44.0 (LOVE et al.,
2014) csomaggal végeztilk. A szamitasok el6tt elvégeztiik az adatok normalizalasat (a
konyvtarméret-kilonbsegek kikiszobolésére) és a log-transzformaciot. A differencidlisan
kifejez6d6 gének (Differentially Expressed Genes, azaz DEG-ek) azonositdsadhoz a
kovetkezo statisztikai sziirOket alkalmaztuk:

e Log2-fold change (LFC>) > 0,58 (ami legalabb 1,5-szeres expresszio-valtozasnak
felel meg);
o Korrigalt P-érték (p-adj) < 0,05, ahol a tobbszoros tesztelésbol eredd hibakat a
Benjamini-Hochberg médszerrel korrigaltuk (FDR).
A mintak k6zotti hasonldsagot és a biologiai replikatumok konzisztenciajat fékomponens-

analizissel (PCA) és hierarchikus klaszterezéssel ellendriztiik.

4.5. Teljes genom-szintii biszulfit szekvenalas (Whole Genome Bisulfit sequencing -
WGBS) és bioinformatikai elemzés

4.5.1. DNS-konyvtar készitése és szekvenalas

A DNS-metilacios konyvtarak elokészitését — beleértve a DNS fragmentéalasat es a
biszulfitos kezelést —, valamint a szekvenalast a Novogene végezte. A kinyert genomi DNS-
t meghatarozott méretli szakaszokra fragmentaltdk, majd natrium-biszulfitos kezelésnek
vetették ald. Az adapterek ligalasat és a PCR-amplifikaciot kovetéen a konyvtarakat szigort
mindség-ellendrzésnek vetették ala a megfelel hozam és a toredékméret-eloszlas biztositasa
érdekében. A szekvenalés Illumina NovaSeq X Plus platformon tortént, paros végi (paired-

end, PE150) stratégiat alkalmazva, 150 bazispar leolvasasi hosszal.

4.5.2. Bioinformatikai feldolgozas és illesztés

A nyers szekvencia-leolvasasok mindségbiztositasat a FastQC v0.12.1 (ANDREWS,
2010) szoftverrel végeztiik, a sziirést és az adapterek eltavolitasat pedig a fastp v0.26.0
(CHEN et al., 2018) programmal hajtottuk végre. A megtisztitott adatokat a Bismark v0.24.2
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szoftver (KRUEGER és ANDREWS, 2011) segitsegével illesztettik a paradicsom
referencia-genomjdhoz ~ (S.  lycopersicum  SL4.0, Sol  Genomics  Network;
https://solgenomics.net/). A tobb helyre illeszkedd leolvasasok eltavolitasa (deduplikacio)

utdn  elvégeztik a metilacios szintek  kinyerését  (extraction)  mindharom
szekvenciakornyezetben (CpG, CHG és CHH).

4.5.3. Differencialisan metilalt régiok és gének azonositasa

A differencialisan metilalt régiok (DMR-ek) és gének (DMG-k) azonositdsahoz a
MethylKit v1.30.0 (AKALIN et al., 2012) csomagot alkalmaztuk. A megbizhatdsag
érdekében legalabb 10-szeres (10X) citozin-leolvasasi lefedettséget és P < 0,05
szignifikancia-kiiszobot irtunk el6. A DMR-eket egy 200 bazispar hosszusagu csuszdablakos
(sliding window) modszerrel hataroztuk meg, ahol a metilacios kulonbség mértéke
meghaladta a 10%-ot. Differencidlisan metilalt génnek (DMG-nek) azokat az egységeket
upstream promoter régioban helyezkedett el. A DMR-ek és DMG-k annotéalasat a
Genomation v1.36.0 (AKALIN et al., 2015) csomaggal végeztuk.

4.5.4. Funkcionalis annotaci6 és vizualizacio

A differencialisan kifejez6d6 gének (DEGs) és a differencidlisan metilalt gének (DMGs)
Gén Ontoldgia (GO) annotécioit a Sol Genomics Network adatbazisabdl nyertik ki. A
funkciondlis dusitasi analizist (enrichment analysis) a ClusterProfiler v4.12.6 (YU et al.,
2012) csomaggal végeztik, hogy azonositsuk a szignifikdnsan dusult GO-kategoridkat (P <
0,05). Az adatok vizualis megjelenitéséhez az R programozasi nyelv v4.4.1 (R CORE
TEAM, 2025) ggplot2 v3.5.2 (WICKHAM, 2016) grafikai csomagjat hasznaltuk.
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4.6. RT-qPCR elemzés
4.6.1. RNS-izolalas és minéségellenérzés RT-gPCR-hez

Az RT-qPCR vizsgalatokhoz sziikséges teljes RNS izolalasat, valamint annak mennyiségi
¢és mindségi ellendérzését a 4.3. fejezetben (DNS és RNS izolalas szekvenalashoz) részletezett
madszer szerint végeztik el. A mintavétel soran minden kontroll- és kezelt csoport esetében
harom fliggetlen bioldgiai replikatumot gyiijtottiink be, a kijeldlt novények dsszes levelének
felhasznalasaval. A kisérleti hiba minimalizaldsa érdekében a korabbi id6pontokban mar

mintavételezett egyedeket kizartuk a tovabbi mintavételezési folyamatokbol.

4.6.2. cDNS-szintézis (reverz transzkripcid)

A CcDNS-szintézist mintanként 200 ng Ossztomegli RNS-bdl végeztik, 2,5 uM
alkalmazasaval. A reakciohoz a Reverse Transcriptase Core Kit (Eurogentec, Seraing,
Belgium) készletet hasznaltuk, szigortian kovetve a gyarto elbirasait.

A termikus ciklus a kovetkezo 1épésekbdl allt:

1. Primerkotédés: 25 °C-on 10 percig;
2. Reverz transzkripcio (szintézis): 48 °C-on 30 percig;
3. Enziminaktivalas: az RT-enzim hékezelése 95 °C-on 5 percig.
A szintézis végeztével az elkészilt cDNS-mintakat a tovabbi felhasznalasig —20 °C-on

taroltuk.

4.6.3. Primer-tervezés és haztartasi gének kivalasztasa

Korébbi tanulmanyok alapjan négy haztartasi gént valasztottunk ki a normalizalashoz: az
exocyst complex component SEC3A (SEC), az elongation factor 1l-alpha (ELO), a
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), valamint az ubiquitin-ribosomal
protein €S31 fusion protein-like (UBI) géneket (TEIXEIRA DA SILVA et al.,, 2020;
UPADHYAY et al., 2019). A jelolt haztartasi gének expresszids stabilitasanak
0sszehasonlitasara - a ciklus-kvantifikacios (Cq) értékek alapjan - a komparativ ACt
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maodszert (SILVER et al., 2006), valamint a geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002),
NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) és BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) statisztikali
eljarasokat alkalmaztuk a RefFinder (XIE et al., 2012) atfogo szoftvereszkdz segitségével.
A vizsgalandd célgéneket az RNS-szekvenaldsi adatokban mert magasabb pozitiv és
negativabb logaritmikus expresszio-valtozasi (log-fold change, réviden LFC) értékek alapjan
valasztottuk ki. A cél- és housekeeping gének szekvencidit eredetileg a NCBI (National
Center for Biotechnology Information) adatbazisabol toltottuk le. Minden primert a

SnapGene (v8.0) szoftverrel terveztiink, majd a PCR Primer Stats (www.bioinformatics.org)

eszkozzel ellendriztiik a potencialis primerek tulajdonsagait.
A primertervezés soran az alabbi kritériumokat tartottuk szem el6tt (2. tablazat):
e QOlvadasi homérséklet (Tm): 56-62 °C,;
e Primerhosszusag: 18-25 bp;
e GC-tartalom: 40% és 60% kozott;
e PCR-termék (amplikon) hossza: 150-250 bp ideéalisan.
Minden lehetséges amplikon esetében ellendriztiik a homologiat mas génekkel az NCBI
BLASTnN (Basic Local Alignment Sequence Tool for nucleotides) szoftver segitségével a
specifitas biztositasa érdekében. A primerek szintézisét az Integrated DNA Technologies

(Leuven, Belgium) végezte (2. tablazat).

4.6.4. Szekvenalasi adatok validaldsa RT-gPCR mddszerrel

A szekvenalasi eredmények validalasahoz minden kontroll- és kezelt csoportbdl (S1, 2.
nap) harom fiiggetlen biologiai ismétlést alkalmaztunk, amelyeket harom technikai
ismétlésben mértiink. A teljes RNS-b6l (200 ng) cDNS-t szintetizaltunk a Reverse
Transcriptase Core Kit (Eurogentec, Seraing, Belgium) segitsegével.

Az RT-qPCR reakcidkat Takyon™ No Rox® SYBR MasterMix dTTP Blue (Eurogentec,
Seraing, Belgium) készlettel végeztiik el, a gyarto altal eldirt protokoll szerint, AriaMx Real-
Time PCR (Agilent Technologies Inc., USA) rendszeren (9. abra). Az RNA-seq és az RT-
gPCR adatok kozotti 6sszefliggés szamszertsitésére Pearson-féle korrelacios egyutthatot
szamitottunk, az eredményeket pedig a GraphPad Prism 10.0.0 (Windows verzid; GraphPad

Software, Boston, Massachusetts, USA; www.graphpad.com) szoftverrel abrazoltuk.
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2. tablazat: Célgének és az alkalmazott primerek.

Lokusz azonositdo Gén neve Rovidités A forward és reverse primerek Amplikonhossz
(NCBI) szekvenciaja (5°-3°) (bp)
LOC544055 Elongation factor 1-alpha ELO E:?gi’é‘ggii@;ﬁﬁi’é‘gﬁé&gg 267
LOCI01252537  Protein EXORDIUMlike 5 EX "~ ACTCCCTCCGAGAACACTATCTIC
LOC101265579 Chlorophyllase-2 CHL E:CAQQQL%%T'I%%TTQF%%%%%@CG 205
LOC101251154 Probable aquaporin TIP3-2- TIP F-TAGTGATAGCGTTGGCGCAT 206

like

R - GCCATCAGTAGCAAGCCTCA

62



4.6.5. RT-gPCR vizsgalatok késobbi mintavételi idépontokbol szarmazé mintak esetén

Az RT-qPCR reakcidkat Takyon™ No Rox® SYBR MasterMix dTTP Blue készlettel
(Eurogentec, Seraing, Belgium) végeztiik el, a gyartd altal eldirt protokoll szerint. A 20 ul-
es végso reakciotérfogat a kovetkez6 dsszetevokbol allt: 2,5 ul cDNS, 2-2 pl oligonukleotid
(primer-par), 10 ul Takyon™ MasterMix és 3,5 pl nukledzmentes viz. A primereket (forward
és reverse) 0,1 uM-os végs6é koncentracidban alkalmaztuk.

Az amplifikacios protokoll a kovetkezd 1épésekbdl allt:
Kezdeti denaturdcio és enzimaktivalas: 95 °C-on 3 percig;
Ciklusok (40 ismétles):
1. Denaturacid: 95 °C-on 10 masodpercig;
2. Primer-specifikus kotédési (annealing) homérséklet: 52,5 °C-on 20 méasodpercig;
3. Léanchosszabbitas (extension): 72 °C-on 30 méasodpercig.

A méréseket minden kontroll- és kezelt minta esetében harom fliggetlen bioldgiai
replikatumban, és minden bioldgiai mintat harom technikai ismétlésben (triplikatumban)
futtattunk le.

4.7. Statisztikai elemzés

Az RT-qPCR vizsgalatok soran a harom technikai ismétlés atlagértékét vettiik alapul,
minden bioldgiai ismétlésben, majd a relativ génexpresszidt a 2 444 modszerrel hataroztuk
meg. A genexpresszié logaritmikus véaltozasat (LFC — logarithmic fold change) és a
szorasértékeket Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) szoftver segitségével
szamitottuk Ki.

Az RT-gPCR eredmények részletes statisztikai elemzéséhez az IBM SPSS Statistics 25
(SPSS®, version 25.0) szoftvert alkalmaztuk. A csoportok kozétti tobbszoros
0sszehasonlitdshoz kettényezoés varianciaanalizist (two-way ANOVA) végeztiink, ahol a f6
faktorokként a kezelés tipusat és az id6pontot hataroztuk meg. A csoportok kozotti
szignifikans kilonbségek pontos azonositasa érdekében Tukey-féle B-tesztet (post-hoc teszt)

alkalmaztunk.
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A statisztikai szignifikancia kiszobértékét P < 0,05 szinten rogzitettik. Az eredmények
vizualis megjelenitéséhez, a grafikonok elkészitéseéhez és a szignifikancia-szintek jeldléséhez
a GraphPad Prism 10.0.0 (Windows verzio; GraphPad Software, Boston, Massachusetts,
USA) programot hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK

5.1. A transzkriptom-profil globalis valtozasainak értékelése fokomponens-analizissel,

hétérképpel és vulkanplottal

A transzkriptom adatok komplexitasanak és a mintak kozoétti hasonlosagok feltardsa
érdekében fokomponens-analizist (PCA) végeztiink, amely a teljes génkifejez0dési mintazat
alapjan koordinata-rendszerben &brézolja az egyes biologiai ismetléseket (9. &bra).

A grafikon fiigg6leges tengelye (PC2) mentén lathatd a legélesebb elkulonilés a kezelési
tipusok kozott. Megfigyelhetd, hogy a kontroll mintakhoz (C, piros pontok) képest a
szarazsag (D, z6ld haromszogek) és az ultrahang kezelés (US, kék négyzetek) ellentétes
irdnyl transzkriptom-szinti atrendez6dést valtott ki. Mig a szarazsag hatasara a mintak (P7,
P8, P9) a negativ tartoméany felé tolddtak el, addig az ultrahang kezelés (P4, P5, P6) a pozitiv
iranyba mozditotta el a génkifejez6dési profilt. Ez az éles elkllonilés arra utal, hogy a két
inger alapvet6en eltéré molekularis utvonalakat aktival vagy gatol a novényekben, ami
alatamasztja hipotézistinket az ultrahang specifikus hatasarol.

A kombinalt kezelésben részesult mintdk (US+D, lila keresztek) elhelyezkedése a PC2
tengelyen a kontroll és az ultrahang kezelés kodzotti savban talalhatd. Ez a megfigyelés
bioldgiai szempontbol kulcsfontossagu, mivel azt jelzi, hogy az ultrahang kezelés képes volt
modositani vagy ,.feliilirni” a szarazsag altal kivaltott tipikus transzkriptom-valaszt. Az US
kezelés tehat megakadalyozta a mintadk szarazsag-specifikus eltoldédasat, ami egyfajta
molekuléris ,,pufferhatast” vagy priming-jellegii interferenciat sejtet a két inger kozott. Ez a
jelenség ugy értelmezhetd, hogy az egyik inger (US) jelenléte megvaltoztatja a névény
valaszképességét egy masik stresszorra (D). Az ultrahang itt egyfajta ,,priming” (felkészitd)
agensként mikodhetett, amely a transzkriptom szintjén mérsékelte a stressz-specifikus
eltolodast, hasonldan ahhoz, ahogyan méas mechanikai ingerek (pl. érintés vagy vibracio)
novelik a ndvények késobbi stressztlirését (JUNG et al., 2018).

A vizszintes tengelyen (PC1) megfigyelhetd jelentds tavolsag — kuildndsen a kontroll (pl.
P3 vs. P2) és a kombinalt kezelés (pl. P11 vs. P10) mintai kozott — a novények egyedi

bioldgiai variabilitasat tiikrozi. A kisérleti elrendezés és az ellendrzott klimakamrai
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korulmények ellenére a ‘Micro-Tom’ egyedek valaszreakcidja bizonyos foku heterogenitast
mutat, ami gyakori jelenség a stresszélettani kutatasokban.
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9. &bra Fékomponens-analizis (PCA) a Solanum lycopersicum L. cv. ‘Micro-Tom’
paradicsom transzkriptomikai (RNA-seq) adatai alapjan. A diagram a mintak (P1-P12
bioldgiai ismétlések) elhelyezkedését mutatja a két legnagyobb varianciat magyarazo
fokomponens (PC1 és PC2) mentén. A kiilonb6zd szimbolumok és szinek a kezelési

csoportokat jeldlik: kontroll (C), szarazsag (D), ultrahang kezelés (US), valamint a
szérazsag és ultrahang kezelés kombinacioja (US+D). (Forras: FARKAS et al., 2025,

szerkesztett)

Osszességében a PCA plot igazolja, hogy az ultrahang kezelés nem csupéan egy gyenge
inger, hanem a szarazsighoz mérhetd nagysagrendli, de att6l mindségileg eltérd
transzkriptom-szintli valtozast eredményez. A kezelések csoportosulasa alatamasztja a
Kisérleti beallitasok validitasat és a késobbi differencial génexpresszids analizis (DEG)
1étjogosultsagat, lehet6séget adva a specifikus stresszvalasz géncsoportok mélyebb

elemzésére.
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10. abra A paradicsom (Solanum lycopersicum L. ‘Micro-Tom’) transzkriptom-szintii
valaszreakcioinak dsszehasonlitasa. Az abrak a top 50 differencialisan expresszalt gén
(DEG) relativ kifejez6dési mintazatat mutatjak be Z-score skalazas alapjan. a) Az
ultrahangos (US) és a szarazsag (D) kezelés hatasara kialakuld, egymastol jol elkiiloniild,
antagonisztikus expresszios profilok. b) A szarazsag (D) és a kombinalt (US+D) kezelés
Osszehasonlitasa. A voros szin azokat a géneket jeldli ahol expressziofokozodast, a kék szin
azokat, ahol expressziocsokkenést mértlink; n=3 bioldgiai ismétlés. (Forras: sajat)

A vizsgélt mintdk génexpresszios profiljat reprezentalo hétérkép (10. abra) vizualis
megerdsitést nyhjt a fokomponens-analizis soran azonositott globalis trendekhez. Az abréan
megfigyelheté markans kék-voros kontraszt az ultrahanggal (US) kezelt és a szarazsadgnak
(D) kitett mintdk kozott a transzkriptom-szinti atrendez6dés ellentétes iranyultsagat
dokumentalja (2. melléklet).

A transzkriptom-szinti atrendez6dés mértékét és statisztikai megbizhatosagat
vulkénplotok segitségével elemeztiik (11. abra). Az a) grafikon aszimmetridja és a kék
pontfelhd (Log: FC < -20) egyértelmiivé teszi, hogy az ultrahangos kezelés (US) nem csupan
egy gyenge fizikai inger, hanem a szarazsighoz (D) mérhetd nagysagrendii, de attol
mindségileg jol elkiilonitheté molekularis valaszt valt ki. Ez a megfigyelés alatamasztja a

PCA-elemzés soran tapasztalt eles elkulontlést a két stresszor kozott.
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11. 4bra A differencialisan expresszalt gének (DEG) statisztikai eloszlasa. A vulkanplotok
a génexpresszidvaltozas mértékét (Logz Fold Change) és annak szignifikancijat (—Logo
korrigalt p-érték) szemléltetik. a) A szarazsag (D) és az ultrahangos kezelés (US)
dsszehasonlitasa. b) A kombinalt (US+D) és szarazsag (D) kezelések dsszehasonlitasa.
(Szaggatott vonalak: p < 0,05 és |[Logz FC| > 1 kiiszobértékek). (Forras: sajat bra)

Még kifejezettebb a bioldgiai valasz a b) abran, ahol az US+D csoportot vetettiik 6ssze a
szarazsédg (D) kezeléssel. Itt a jobb szélen elhelyezkedd, extrém magas expresszio-valtozast
(Log. FC > 20) mutatd géncsoportok azonosithatok. Ezek a kiugré értékek molekuléris
markereiként jelzik, hogy az ultrahangos el6kezelés hatasara a névény bizonyos utvonalai a
szarazsag bekovetkeztekor nagysagrendekkel intenzivebben aktivalodtak, mint az elékezeleés

nélkuli egyedekben (1. melléklet).

5.2. Transzkripcios és DNS-metilacios valaszok a kezeléseket koveto 2. napon

A 34 075 gén mRNS-expresszidjanak elemzése soran a kontrollhoz viszonyitva szamos
gén esetében expressziofokozodast, illetve expresszidcsokkenést azonositottunk. Az
ultrahang (US) kezelés hatasara 86, a szarazsagkezelés (D) hatasara 410, mig a kombinalt
(US+D) kezelés hatasara 148 gén mutatott szignifikans valtozast. Ezeket a géneket
differencialisan expresszalodd génekként (DEG) azonositottuk (12a. abra; 11. melléklet;
FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészité abra, 2. kiegészit tablazat). Amikor a stresszhatasok
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valaszait paronként hasonlitottuk 0ssze, az US+D és D kezelések kozott 7, a D és US
kezelések kozott 9, mig az US és az US+D kezelések kozott 40 azonos (atfedé) DEG-et
talaltunk. Minddsszesen 4 olyan differencialisan expresszalodd gént azonositottunk, amely
mindharom kezelésre szignifikdnsan eltéré expresszios szinttel valaszolt (12a. abra; 11.
melléklet; FARKAS et al., 2025.: 2. kiegészit6 tablazat).

A génontoldgiai (Gene Ontology, GO) kategdriak (bioldgiai folyamatok - BP, sejtalkotok
- CC és molekularis funkciok - MF) funkcionalis dusitasi analizisét (enrichment analysis)
azon differencialisan expresszalodo gének (DEG-ek) alapjan végeztik el, amelyeknél a log2-
fold change értéke meghaladta a 0,58-at, a P-érték pedig 0,05 alatt maradt. A legtdbb
bioldgiai folyamatot a szarazsagkezelés (D) és a kontroll 6sszehasonlitasakor azonositottuk;
ekkor a DEG-ek 7 BP-kategoridhoz kapcsolddtak: szachardz-anyagcsere folyamathoz,
oxidativ stresszre adott valaszhoz, DNS-szalak kozotti keresztkotések javitdsahoz
(interstrand cross-link repair), cellul6z mikrofibrillum-szervezédéshez, sejtnovekedéshez,
bioszintetikus folyamatokhoz és DNS-replikaciohoz. Az ultrahang (US) kezelés esetében
nem volt annotalhat6 bioldgiai folyamat, mig a kombinalt (US+D) kezelésnél a sebzésre
szarazsagkezelés esetén siker(lt annotalni, az alabbi negy CC-kategdridban: monoréteggel
korilvett lipidtarol6 test, membranhoz horgonyzott komponens, Fanconi-anémia nukleéris
komplex, valamint a peroxiszomalis membran integrans komponense (3., 4., 5., 6., 7., 11.
melléklet; FARKAS et al., 2025.: 3. kiegészit6 tablazat).

A kezelések paronkénti 6sszehasonlitasa soran 6sszesen 1433 gén expresszidja valtozott
meg. Koézullk 727 gén mutatott valtozast az US+D vs. D és a D vs. US dsszehasonlitdsokban.
A D vs. US és az US+D vs. US viszonylataban 692, mig az US+D vs. US és az US+D vs. D
Osszehasonlitdsban 14 gén expresszidja modosult. Az US+D vs. D és a D vs. US
0sszehasonlitdsok soran 340 azonos DEG-et azonositottunk. A D vs. US és az US+D vs. US
esetében 3, mig az US+D vs. US ésaz US+D vs. D parban 7 kdz6s DEG mutatkozott. Csupan
egyetlen olyan differencialisan expresszalodd gent talaltunk, amely mindharom
Osszehasonlitasi parban megvaltozott (12b. abra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 2.
kiegészit6 tablazat). A 12c. &bra foglalja 0ssze az sszehasonlitdsok metszetében talalhato

azonos géneket.

69



a b

US+D vs, US
Cvs, US+D Cvs. D US+Dvs.D Vs
7 7
97 390 379 3
4 1
40 9 340 3
Cvs.US Dvs. US

c us US+D
D

OPOS I

12. 4bra A differencialisan expresszal6dé gének (DEG-ek) Venn-diagramja (a) a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, (b) az US+D, az US és a D kezelések paronkeénti
6sszehasonlitasaban, valamint (c) az 6sszehasonlitasok metszetei (roviditések: US -
ultrahang kezelés; D - szarazsagkezelés; US+D - ultrahang és szarazsagkezelés; C -

kontroll). (Forras: FARKAS et al., 2025)

Az 6sszehasonlitdsok soran minddssze egy-egy bioldgiai folyamat (BP) volt annotélhato:
az US vs. D viszonylatdban a szénhidrat-anyagcsere folyamat, mig az US vs. US+D
0sszehasonlitdsban a proteolizis (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 3. kiegészito
tablazat). Az US vs. D 6sszehasonlitas soran harom sejtalkotd (CC) - a monoréteggel
korulvett lipidtarold test, a Fanconi-anémia nukleéaris komplex és a plazmamembranhoz
horgonyzott komponens - volt érintett. Ezzel szemben az US+D vs. D dsszehasonlitasban a
Fanconi-anémia nukleéris komplex mellett két masik sejtalkotét, az 1,3-béta-D-gliikan-
szintaz komplexet és a membranhoz horgonyzott komponenst azonositottuk. Az US és az
US+D 0sszehasonlitdsakor kizarolag az intracellularis anatomiai szerkezet (intracellular
anatomical structure) kategoria volt annotalhatd (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 3.
kiegészit6 tablazat). Molekularis funkciokat (MF) csupan két dsszehasonlitasban sikerilt
kimutatni. Az US vs. D parban két MF-et (O-glikozil vegyuleteket hidrolaz aktivitas és

transzmembran transzporter aktivitas), mig az US vs. US+D 6sszehasonlitasban négy MF-et
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(aminopeptidaz aktivitas, malat-dehidrogenaz (dekarboxilez6) (NAD™) aktivitas, DNS-koté
transzkripcids faktor aktivitds és szekvencia-specifikus DNS-kotés) azonositottunk (11.
melléklet; FARKAS et al., 2025.: 3. kiegészit0 tablazat).

Hasonloképpen az mRNS-expresszios profilnoz, mindkét inger megvaltoztatta a
paradicsomnovények globalis DNS-metildcidjat (11. &bra). A 34.075 gén promoter- és
kddold régidit egyarant magéban foglalé globalis citozin-DNS-metilacios analizis sorén
differencialisan metilalt géneket (DMG) azonositottunk; mind hipo-, mind hipermetilaciot
tapasztaltunk (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 4-6. kiegészitd tablazatok). Osszesen
211 DMG-t talaltunk a kontrollhoz viszonyitva, figyelembe véve az Osszes kezelést és
szekvenciakornyezetet. ~ Huszon6t ~DMG  bizonyult  azonosnak  mindharom
0sszehasonlitasban.

A transzkriptom-szintli valtozasokkal parhuzamosan a globalis DNS-metilacios
mintazatokat vulkanplotok segitségével elemeztik a harom f6 szekvenciakdrnyezetben
(CpG, CHG, CHH) (13. abra). Az abrak (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 8., 9., 10.
mellékletek) a metilacios kilonbségek szazalékos mértékét (Methylation Difference %) és a
statisztikai szignifikanciat (-logio korrigalt P-érték) abrazoljék, vizudlisan is ravilagitva az
egyes stresszorok epigenetikai hatadsfoka kdzotti kilénbségekre.

A CpG szekvenciakornyezetben tapasztaltuk a legintenzivebb epigenetikai atrendezdést.
A kontroll és a szarazsag (C vs. D), valamint a kontroll és a kombinalt kezelés (C vs. US+D)
Osszehasonlitdsai mutattak a legmagasabb szignifikanciaértékeket. A vulkanplotok
aszimmetridja igazolja, hogy a szarazsag stressz rendszerszintli hiper- és hipometilacios
folyamatokat indit el, amelyek alapvetd anyagcsere-utakat érintenek. (13. abra)

A CHG szekvenciakornyzetben végzett elemzések jelents, de a CpG-nél célzottabb
metilacids eltolddast mutattak. Kilonosen figyelemre mélté az ultrahang és a szarazsag
kozvetlen 0sszehasonlitasa (US vs. D), ahol a pontfelhdk jelentds szorodasa igazolja a két
inger eltéré epigenetikai ujjlenyomatat. Ez alatdmasztja azt a megallapitast, miszerint a
novényi €rzékeld rendszerek a metilom szintjén is képesek mindségi kiilonbséget tenni a
mechanikai és az ozmotikus stressz kdzott (13. abra).

A CHH szekvenciakdrnyezetben vulkanplotjai mutattdk a legkevesebb szignifikans
valtozast, azonban ezek az eltolodasok bizonyultak a leginkabb inger-specifikusnak. Az US

vs. US+D és D vs. US+D plotok elrendezédése vizualisan reprezentalja a metilacios
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mintdzatok ,,atirdsat” a kombinalt kezelés soran. A CHH szekvenciakdrnyezetben lathatd
egyedi, at nem fedé metilacios pontok igazoljak a de novo metilacios folyamatok
finomhangol6 szerepét a stresszmemoria kialakulasaban (13. abra).

A vulkanplotok (11. abra) eloszlasa megerdsiti a szekvenalasi adatok validitasat: a DNS-
metilacid mértéke és irdnya szigordan stresszor- és szekvenciakdrnyezet fiigg6. Az adatok
vizualisan is alatdmasztjdk az ultrahang-indukalt ,,molekularis pufferhatast”, ahol a
kombinalt kezeles (US+D) metilacidés profilja elmozdul a szarazsag-specifikus (D)
mintazattol, bizonyitva a kondicionalas hatékonysagat az epigenom szintjén (8., 9., 10.
mellékletek).

A kontroll vs. D és a kontroll vs. US + D @sszehasonlitasok kozott 14, a kontroll vs. D és
a kontroll vs. US kozétt 20, mig a kontroll vs. US és a kontroll vs. US+D kozott 33 kozds
DMG-t azonositottunk (12a. abra). A CpG, CHG és CHH szekvenciakdrnyezetben rendre
122, 86 és 46 DMG volt érintett (12b. abra). Erdekes modon a CHH szekvenciakornyezetben
nem talaltunk olyan DMG-t, amely kozos lett volna a kontroll vs. US vagy a kontroll vs.
US+D, illetve a kontroll vs. D 6sszehasonlitdsokban. Ezzel szemben a CpG és CHG
szekvenciakornyezetben rendre 16 és 2 olyan DMG-t azonositottunk, amely mindharom
0sszehasonlitdsban megegyezett (13b. abra).

A differencialisan metilalt gének azonositasan til a genomszintli metilaciés profilok (12.,
13. mellékletek) elemzése ravilagitott arra, hogy a metilacios tajkép mindharom
szekvenciakornyezetben jellegzetes eloszlast mutat a génszerkezet mentén. A metilacio
szintje a gén kddolé régidjaban a legkifejezettebb, mig a transzkripcios starthelyek (TSS) és
végpontok (TTS) kornyékén jelentés csokkenés figyelheté meg. A kontrollcsoporthoz
viszonyitott @sszehasonlitasok (CpG, CHG, CHH profilok) alapjan lathatd, hogy a
szarazsagstressz ~ hatasdra  bekodvetkezd ~ metilaciés  eltoléddsok ~ mindharom
szekvenciakdrnyezetben jelen vannak, ugyanakkor az ultrahangos kezelés 6nmagaban is
képes maddositani a profilokat, igazolva a fizikai inger epigenetikai modulalo hatasat. A
profilok alapjan megallapithato, hogy a kombinalt kezelés (C vs. US+D) egyedi, a kullonallo
kezelésektdl eltérd metilacidos mintazatot eredményezett, kiillondsen a plasztikusabb CHG és
CHH szinteken. Ez arra utal, hogy az ultrahang és a szarazsag egyiittes jelenléte nem csupan
a két hatas Osszeadddasa, hanem egy komplex epigenetikai athangolodast valt ki (5.
melléklet).
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13. bra A differencialisan metilalt gének (DMG-k) Venn-diagramja az 6sszes
szekvenciakornyezetben (a), valamint a harom szekvenciakornyezetben (CpG, CHG és
CHH) (b) a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva; tovabba az 6sszes szekvenciakdrnyezetben
(c), valamint a harom szekvenciakornyezetben (CpG, CHG és CHH) (d) az US+D, az US
és a D kezelések 6sszehasonlitasaban (roviditések: US - ultrahang kezelés; D -
szarazsagkezelés; US+D - ultrahang és szarazsagkezelés; C - kontroll). (Forras: FARKAS

et al., 2025, szerkesztett).
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A kontroll mintak profiljai k6z6tti minimalis eltérések a bioldgiai ismétlések természetes
adodnak. A statisztikai elemzés sordn azonban minden esetben a kontrollcsoporthoz
viszonyitott szignifikans kildnbségeket (DMR-eket) vettiik alapul.

A Kkezelési csoportok egyméashoz viszonyitott elemzése soran a legjelentdsebb
kilonbségek a szarazsagstressz és a kombinalt kezelés (D vs. US+D) 0sszehasonlitasaban
mutatkoztak (6. melléklet). Ezek a profilok igazoljak, hogy az ultrahang és a szarazsag
egyidejli alkalmazasa jelentdsen modositotta a ndvények metilacios valaszat a kizarolagos
szarazsagstresszhez képest: mindharom szekvenciakdrnyezetben jol lathatd lokalis hiper- és
hipometilacios eltérések figyelhet6k meg a gén kodolo régidjaban. Az ultrahang énmagaban
és a kombinalt kezeléssel vald 6sszevetese (US vs. US+D) szintén ravilagitott arra, hogy a
szarazsagstressz jelenléte érdemben étirja az ultrahang altal indukalt epigenetikai
mintazatokat. Erdemes kiemelni, hogy a CHH szekvenciakornyezetben tapasztalt markans
profil-eltolédasok a szarazsagstressz és az ultrahang hatasanak nem-additiv jellegére utalnak,
ami alatamasztja a novények specifikus adaptiv valaszat a szimultan jelentkezd, komplex
kornyezeti ingerekre.

A GO-annotacié (3-7. mellékletek) segitségével bioldgiai folyamatokat (BP),
sejtalkotokat (CC) és molekuléaris funkcidkat (MF) azonositottunk. Amikor a
szarazsagkezelést (D) vetettiik 6ssze a kontrollal, a differencialisan metilalt gének (DMG-k)
a kovetkez6 bioldgiai folyamatokhoz kapcsolodtak (BP): a CpG szekvenciakdrnyezetben a
celluléz mikrofibrillum-szervez6déshez, a sejtndvekedéshez és a Golgi-készilékkel valo
vezikula-fazidéhoz; a CHG szekvenciakdrnyezetben a transzlaciohoz, a DNS-szalak kozotti
keresztkdtések javitasahoz, a fotoszintézishez, a |Il. fotorendszer fotoszintetikus
elektrontranszportjaghoz és a  fotoszintézis  fényszakaszahoz; mig a CHH
szekvenciakornyezetben kizarélag a fotoszintézishez. A sejtalkotok (CC) tekintetében a
DMG-k a CpG szekvenciakornyezetben a kloroplasztiszhoz és a hem-kétéshez; a CHG
szekvenciakdrnyezetben a riboszomahoz, a kloroplasztiszhoz, a Fanconi-anemia nuklearis
komplexhez, a membran periférids komponenséhez, a II. fotorendszer oxigéntermeld
komplexéhez, az |. és Il. fotorendszerekhez, valamint a tilakoidhoz; a CHH

szekvenciakdrnyezetben pedig az I. fotorendszerhez kapcsolodtak.
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A molekuléris funkcidkat (MF) érinté DMG-k a CpG szekvenciakérnyezetben a hem-
kotéshez és az oxidoreduktaz aktivitashoz (parositott donorokon hat6, molekularis oxigén
beépitésével vagy redukciojaval jard aktivitas); a CHG szekvenciakérnyezetben a riboszoma
szerkezeti  alkotdelemeihez, az  elektrontranszport  (fotoszintetikus  ciklikus
elektrontranszport-utvonalon belli elektronatvitel) aktivitdshoz és a NADH-dehidrogenaz
(ubikinon) aktivitashoz; a CHH szekvenciakdrnyezetben pedig a kalmodulin-kétéshez voltak
kothetk (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 7-9. kiegészit tablazatok).

Az ultrahangos (US) kezelést a kontrollal 6sszevetve a CpG szekvenciakdrnyezetben a
transzlacio, a fotoszintézis, a Il. fotorendszer fotoszintetikus elektrontranszportja, a
citokrom-komplex Osszeszerelédése, a fotoszintézis fényszakasza és a proteolizis biologiai
folyamatait (BP) azonositottuk. A CHG szekvenciakdrnyezetben a Il. fotorendszer
stabilizacioja, mig a CHH szekvenciakdérnyezetben a membranhoz horgonyzott komponens
és a mediator komplex volt annotalhatd (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 7-9. kiegészit6
tablazatok).

A kombinalt kezelés (US+D) kontrollhoz viszonyitott elemzése soran a legtdbb bioldgiai
folyamat (BP) szintén a CpG szekvenciakdrnyezetben volt érintett. Ezek kozé tartozott a
celluléz  mikrofibrillum-szervezédés, a sejtnovekedés, a Golgi-készllékkel valo
vezikulaf(zio, a fotoszintézis, a proteolizis, a citokrom-komplex Osszeszerel6dése, a
defoszforilacid, a transzlacid, valamint a kitin- és a sejtfal-makromolekula lebont6
folyamatai. A CHG szekvenciakdrnyezetben a fotoszintézis, mig a CHH
szekvenciakornyezetben a sejtciklus-modulacié volt annotalhatd. A  sejtalkotokat
tekintetében a CpG szekvenciakdrnyezetben a membranhoz horgonyzott komponens, a
tilakoid membran integrans komponense, a kloroplasztisz, a Golgi-membran és a riboszoma;
mig a CHG szekvenciakdrnyezetben a II. fotorendszer oxigéntermelé komplexe és maga a
Il. fotorendszer volt érintett. A legtdbb molekularis funkciot (MF) szintén a CpG
szekvenciakdrnyezetben azonositottuk, ugymint: hem-kotés, vasion-kotés, oxidoreduktéz
aktivitas (parositott donorokon hatd, molekularis oxigén beépitésével vagy redukciojaval
jaro), szerin-tipust endopeptidaz aktivitas, fehérje-tirozin/szerin/treonin-foszfataz aktivitas,
GTP-az aktivitas, a riboszomak szerkezeti alkotoelemei és a kitindz aktivitds. A CHG és
CHH szekvenciakdrnyezetben csupan 2—2 molekularis funkcid volt annotalhatd: elébbiben

a kalciumion-kotés és az ATP-hidrolizis aktivitas, utobbiban pedig a ciklin-fiiggé fehérje-
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szerin/treonin-kinaz inhibitor aktivitas és a kalmodulin-k&tés (11. melléklet; FARKAS et al.,
2025.: 7-9. kiegészit6 tablazatok).

Az ultrahang- (US), a szérazsag- (D) és a kombinalt (US+D) kezelések paronkeénti
0sszehasonlitdsa soran Osszesen 189 génnél tapasztaltunk valtozast a citozinek
metilaciojaban. Ezek kozul 21, 33, illetve 13 gén mutatott valtozast

e azUS+Dvs.DésaD vs. US,
e aDuvs. USésaz US+D vs. US,
e valamint az US+D vs. US és az US+D vs. D kett6s 6sszehasonlitasi parokban.

Tiz differencialisan metilalt régi6 (DMR) mindharom &sszehasonlitdsban azonosnak
bizonyult (12c. &bra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 4-6. kiegészit6 tablazatok). A
legtobb DMR-t, 6sszesen 103-at, a CpG szekvenciakdrnyezetben azonositottuk, mig a CHG
(53 DMR) és a CHH (57 DMR) szekvenciakornyezetekben korulbelll feleannyi esetet
detektaltunk (13d. abra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 4-6. kiegészit6 tablazatok). A
D vs. US 6sszehasonlitasban rendre 52, 35 és 32 DMR-t talaltunk a CpG, CHG és CHH
szekvenciakornyezetekben. Ezek kozul 15, 35, illetve 32 DMR kizér6lag ebben az
0sszehasonlitasban fordult eld, azaz nem jelent meg sem az US+D vs. D, sem az US+D vs.
US viszonylataban (13d. abra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 4-6. kiegészitd
tablazatok).

A GO-annotécié feltarta a szérazsdg- (D) és az ultrahang- (US) kezelés
0sszehasonlitdsdhoz kapcsolodd biologiai folyamatokat (BP), sejtalkotokat (CC) és
molekularis funkcidokat (MF) (11. melléklet; FARKAS et al.,, 2025.: 7-9. kiegészitd
tablazatok). A legtobb bioldgiai folyamat a CpG szekvenciakdrnyezetben volt érintett,
nevezetesen: a cellul6z mikrofibrillum-szervez6dés, a sejtnovekedés, a fotoszintézis, a
Golgi-készulékkel ~ valé  vezikula-fuzi6, a Il. fotorendszer  fotoszintetikus
elektrontranszportja, valamint a kitin- és a sejtfal-makromolekula lebonté folyamatai. A
CHG szekvenciakornyezetben a fotoszintézis, a Il. fotorendszer stabilizacidja, a citokrom-
komplex Osszeszerel6dése és a sejtfal-mddositas, mig a CHH szekvenciakdérnyezetben a
glikoneogenezis, a mikrotubulus-alapi mozgas, az ubikvitin-fliggé fehérje-lebontés, a
xenobiotikum-transzmembran transzport és a sejtfal-mddositas volt érintett. A sejtalkotdk
két szekvenciakdrnyezetben voltak annotalhatok. A CpG szekvenciakdrnyezetben a

kategoridk a membranhoz horgonyzott komponenshez, a tilakoid membran integrans
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komponenséhez, a Golgi-membranhoz, a membran extrinzik komponenséhez, a II.
fotorendszer oxigéntermeld komplexéhez és magahoz a IlI. fotorendszerhez kapcsolodtak. A
CHG szekvenciakornyezetben a 1l. fotorendszer reakciokdzpontjat és a Il. fotorendszert
azonositottuk, mig a CHH szekvenciakdrnyezetben nem tortént annotacio. A molekularis
funkcidk kozul a CpG szekvenciakdérnyezetben a szerin-tipusu endopeptidaz aktivitas, az
elektronatviteli aktivitds, a GTP-az aktivitds, a vasion-kotés, az -elektrontranszport
(fotoszintetikus ciklikus elektrontranszport-utvonalon belili elektronatvitel), a Kkitinaz
aktivitas es a GTP-kotés volt annotalhaté. A CHG szekvenciakdrnyezetben az ATP-az-
kapcsolt transzmembrén transzporter aktivitas és a pektin-észteraz aktivitas jelent meg. A
legtobb molekuléris funkci6 a CHH szekvenciakornyezetben érintett DMR-ekhez
kapcsolddott, az aldbbiak szerint: foszfoenol-piruvat-karboxikinaz (ATP) aktivitas,
aciredukton-dioxigenaz ~ [vas(ll)-igényii)]  aktivitas, ubikvitin-fehérje-ligaz  kotés,
mikrotubulus motoros aktivitds, O-metiltranszferdz aktivitds, mikrotubulus-kotés,
xenobiotikum-transzmembran transzporter aktivitas, antiporter aktivitds, pektin-észteraz
aktivitas és ATP-hidrolizis aktivitas (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 7-9. kiegészit6
tablazatok; 8.- 10. mellékletek).

Az US+D  kezeléssel vegzett  Osszehasonlitasok  tekintetében a  CpG
szekvenciakdrnyezetben az US+D vs. US viszonylatiban a Golgi-készulékkel valé vezikula-
fazio, a defoszforilacid és a kitin-lebontas folyamatai voltak érintettek. Ezzel szemben az
US+D vs. D 0sszehasonlitasban a fotoszintézis, a Il. fotorendszer fotoszintetikus
elektrontranszportja, a fotoszintézis fényszakasza, a Golgi-készulékkel val6 vezikula-fazio,
a transzlacid, a cellul6z mikrofibrillum-szervez6dés, a sejtndvekedés, a proton-motoros erd
hajtotta ATP-szintézis és a fehérje-peptidil-prolil izomerizacio bioldgiai folyamatai (BP)
modosultak. A CHG szekvenciakdrnyezetben az US+D vs. US 6sszehasonlitasban a 1l.
fotorendszer stabilizacidjahoz és a fotoszintézishez kapcsolddé folyamatokat, mig az US+D
vs. D viszonylatdban a Golgi-keésziilekkel valo vezikula-faziot, az intracellularis
fehérjetranszportot és a fotoszintézist azonositottuk. A CHH szekvenciakdrnyezetben a
DMG-khez nem volt rendelhetd biologiai folyamat. A sejtalkotok (CC) a CpG
szekvenciakdrnyezetben az US+D vs. US 6sszehasonlitasban a Golgi-membranhoz, mig az
US+D vs. D 0sszehasonlitasban szdmos 0OsszetevOhoz (kloroplasztisz, tilakoid, 1.

fotorendszer, a tilakoid membran integrans komponense, Golgi-membran, riboszoma, a
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membran extrinzik komponense, a II. fotorendszer oxigéntermelé komplexe és maga a II.
fotorendszer) kapcsolddtak. A CHG szekvenciakdrnyezetben az US+D vs. US parban a Il.
fotorendszer reakciokdzpontja és a Il. fotorendszer, mig az US+D vs. D péarban a Golgi-
membran és a citoplazma volt annotalhaté. A CHH szekvenciakdrnyezetben nem talaltunk
sejtalkotohoz kothetd annotdcidt. A molekularis funkciok (MF) teriiletén a CpG
szekvenciakornyezetben az US+D vs. US 0Osszehasonlitas soran a fehérje-
tirozin/szerin/treonin-foszfatdz aktivitas és a Kitinaz aktivitds, mig az US+D vs. D
0sszehasonlitdsban az elektrontranszport (fotoszintetikus ciklikus elektrontranszport-
utvonalon bellli elektronatvitel), a riboszomak szerkezeti alkotdelemei és a peptidil-prolil
Cisz-transz izomeraz aktivitas volt jellemzd. A CHG szekvenciakdrnyezetben az US+D vs.
D dsszehasonlitasban két MF-et (metiltranszferaz aktivitdas és ATP-hidrolizis aktivitas)
azonositottunk, az US+D vs. US viszonylataban viszont nem talaltunk annotalhat6 funkciot.
A CHH szekvenciakornyezetben az US+D vs. D dsszehasonlitasban egyetlen molekuléris
funkcio, a metiltranszferaz aktivitas volt kimutathat6 (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.:
7-9. kiegészitd tablazatok).

A teljes genom biszulfit szekvendlassal kapott, valamit az RNA-seq adatok kozott

kozvetlen korrelaciot nem talaltunk.

5.3. Célgének kivalasztasa a transzkripcios memoria-vizsgalatokhoz és a DEG-analizis
validalasa RT-qPCR-rel

A szérazsag hatasanak tanulmanyozéasara ket differencialisan expresszalédé gént (DEG)
valasztottunk ki: a génexpresszié emelkedést mutatd, TIP3-2-szer(i aquaporin fehérjét kodolo
gént (TIP), valamint az expressziocsokkenést mutatd, MY B24-szerii transzkripcios faktor
fehérjét kddolo gént (MYB) (2. tablazat). Az ultrahang hatasanak értékeléséhez - ugyanezen
logika mentén — az expressziondvekedést mutat6 EXORDIUM-szert 5 (EX, Protein
EXORDIUM-like 5) és az expressziocsokkenést mutatd ARGOS (Protein auxin-regulated
gene involved in organ size) géneket jeloltik ki. A masik ingerre (ultrahang esetén a
szarazsagra, és forditva) ezen gének expresszidja nem valtozott. Emellett a klorofillaz-2
(CHL, Chlorophyllase-2) gént is kivalasztottuk, mivel minden kezelésben

expressziondvekedést tapasztaltunk, bar az expresszios intenzitdsban nem mutatkozott

78



szignifikans kilonbség a kezelések kdzott (2. tAblazat). A ndvényi memdriaval kapcsolatos
tovabbi kisérletekben a TIP, MYB, EX és ARGOS célgéneket hasznéltuk fel, mig a CHL gént
kizarolag validalasra alkalmaztuk. A haztartasi és celgének listajat, valamint a hozzajuk
tartozo primer parokat a 2. tblazat tartalmazza.

A pontos RT-gPCR mérések alapfeltétele a kisérleti korilmények kozott is stabilan
expresszalodo héztartasi gének kivalasztasa. Mivel a kiilonb6z6 matematikai algoritmusok
eltéré6 modon stlyozzak a génexpresszios varianciakat, a legmegbizhatobb eredményt tobb
szoftver egyuttes alkalmazésa és az eredmények atfogd (komprehenziv) 6sszegzése adja.

Az elemzés sorén négy potencialis héaztartasi gen (UBI, ELO, SEC, GAPDH) stabilitasat
vizsgéltuk meg. A BestKeeper algoritmus alapjan az UBI bizonyult a legstabilabbnak, mivel
ennél volt a legalacsonyabb a standard szoras (SD = 1,05) és a variacios koefficiens (CV =
5,21% CP). Ezzel szemben a GAPDH mutatta a legnagyobb ingadozast, ami alkalmatlanna
teszi a normalizalésra ebben a kisérleti rendszerben (14. &bra).

A Genorm, NormFinder és a Delta CT modszerek eredményei megerdsitették a
BestKeeper altal felallitott rangsort. A Genorm analizis soran az UBI és az ELO paros érte el
a legalacsonyabb stabilitasi értéket, ami a legmagasabb stabilitast jelzi. A NormFinder —
amely a mintak kdzotti variancit is figyelembe veszi —szintén az UBI-t sorolta az els6 helyre
(14. &bra).

A kiilonbozd algoritmusok rangsorolasi értékeinek mértani kozepébdl szamitott
komprehenziv génstabilitdsi mutatd (14e abra) egyértelmii konszenzust mutat: az UBI
(rangsorolasi érték: 1) a legalkalmasabb haztartasi gén a ‘Micro-Tom’ paradicsomndvények
ultrahang- és sz&razsagkezeléssel kapcsolatos vizsgalataiban. Ezt kovette az ELO és a SEC,
mig a legkevésbé stabilnak a GAPDH bizonyult (14. abra).

Az eredmeények tiikrében a tovabbi mMRNS-expresszids vizsgalataink soran az UBI gént
alkalmaztuk bels6é kontrollként, biztositva ezzel a célgének (TIP, MYB, EX, ARGOS, CHL)
relativ mennyiségi meghatarozasanak megbizhatosagat.

Az eredmények megbizhatosaganak ellenérzése érdekében az mRNS-szekvenaléssal
kapott expresszids adatokat RT-gPCR mérésekkel validaltuk. Az elemzéshez kivalasztott
célgének (ARGOS, CHL, EX, MYB, TIP) expresszios mintazata mindkét mddszerrel azonos
irdnyd véltozast mutatott. A két technoldgia altal meghatarozott logaritmikus valtozasi

értekek (LFC) 6sszehasonlitdsa soran erds pozitiv korrelaciot tapasztaltunk (r = 0,881).
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<== Most stable genes Least stable genes ==>

Referenciagének CP értékei a BestKeeper elemzés alapjan

(0]:]] ELO SEC GAPDH

N (elemszam) 24 24 24 24
Geometriai atlag [CP] 20,06

Szamtani atlag [CP] 20,11 24,59 20 18,2
Minimum [CP] 17,91 0 0 0
Maximum [CP] 253 3823 39,96 39,99
Széras [+/- CP] 1,05 6,9 14,52 18,2
Relativ széras [% CP] 5,21 28,05 72,59 100
Minimum [x-fold] -4,44 -1 -1 -1

37,783,22E+111,07E+121,09E+12
2,07 119,12 23442,52 3004294

Maximum [x-fold]
Szoras [+/- x-fold]

Referenciagének kozotti Pearson-féle korrelacio (r) értékei

(8]:]] ELO SEC GAPDH
ELO 0,204- - L
p-érték 0,34- L X
SEC 0,188 -0,032- -
p-érték 0,379 0,881- -
GAPDH -0,313  -0,456 0,598-
p-érték 0,137 0,025  0,002-

Pearson-féle korrelacios koefficiens (r)

BestKeeper vs. UBI ELO SEC GAPDH
F]""e‘éc‘és egyltthatd 4401 0,001 0925 0,001
p-érték 0,989 0,303 0,001 0,76
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SEc GAPDH,
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UBI | ELO 8,646
ELO 17,06
SEC 14,646
SEC 17.22 GAPDH 17,177
GAPDH 19.71 .
d) normFinder e) Komprehenziv génstabilitas
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<== Most stable genes Least stable genes ==>

Gén neve Stabilitasi érték

UBI 6,177
SEC 11,085
ELO 13,767
GAPDH 16,813

<== Most stable genes Leaost stable genes ==>

Gén neve Rangsorolasi értékek mértani kozepe

UBlI 1
ELO 2,06
SEC 2,45
GAPDH 4

14. dbra Haztartasi gének stabilitasvizsgalata kiillonb6z6 algoritmusok segitségével. A stabilitasi rangsor meghatarozasa a

BestKeeper (leiro statisztika és korrelacio), a Delta CT (szorasatlag), a GeNorm (M-érték) és a NormFinder algoritmusok alapjan

tortént. A gének végleges sorrendjét a szoftverek eredményeinek mértani kézepébdl szamitott komprehenziv stabilitasi mutato
adja meg. (A nyilak a legstabilabbtdl a legkevésbé stabil gén felé mutatnak.) (Forras: FARKAS et al., 2025, szerkesztett)
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A statisztikai elemzés alapjan a korrelacio erdsen szignifikdnsnak bizonyult (P < 0,0001),
a determindcids egyitthatd (R2=0,7761) pedig igazolja a mérési pontok szoros illeszkedéset
a regresszios egyenesre (15. abra).

A Tukey-féle b-teszt alapjan meghatarozott homogén csoportok (a tablazatban szerepl6 a,
b betiik) vilagosan mutatjak az egyes kezelések kozotti szignifikans kilonbségeket. Példaul
az ARGOS gén esetében az ultrahang (US) és a kombinalt (US+D) kezelés szignifikansan
eltéré expressziot eredményezett minden vizsgalt gén esetében a kontrollhoz vagy a
szarazsaghoz (D) képest, ami alatamasztja ezen gének stressz-specifikus valaszkészségét (15.

abra).

mRNS-szekvenalas

Gén Kezelés RT-gPCR (LFC) Pearson-féle korrelacio (r)

(LFC)
r 0,881
Ye  -890010 et 95%-0s konfidenciaintervallum  0.6720 - 0.9600
ARGOS D 0,05+ 0,09 a 0 Determinacids egydtthato (R?2) 0,7761
Us+D 0,55+0,10 b -4,93111 P &rtek
us 0,26 0,07 a 1,795543 P érték (kétoldali) <0.0001
P érték 6sszefoglalas et
CHL D 0,27 £ 0,06 a 2,073279 Szignifikans? (alpha = 0.05) igen
US+D 0,26 £ 0,05 a 1,951784 o7 Birok széma 5
us 0,24 +0,09 a 3,117088
Pearson-féle korrelacio
EX D 0,24 £ 0,09 b 0 0
Us+D 0,25 + 0,06 a 2,834182
us 0,22+0,07 a 0 e 5 o
MYB D -1,54+0,10 b -6,68403 g . . . . e .
US*D  -0,19%0,10a 0 S 20 A8 40 _ob 0.5
14 o .54
us -0,12+0,05b 0 E o
TIP D 0,46 + 0,17 a 5,002846 10
US+D -0,17+0,10 b 0 RT-qPCR (LFC)

15. abra Az mRNS-szekvenalas (RNA-seq) adatainak RT-gPCR validalasa. A tablazat a
kivalasztott célgének (ARGOS, CHL, EX, MYB, TIP) differencialis expresszios értékeit
(LFC) mutatja be az egyes kezelésekre (US, D, US+D) vonatkozoan. Az RT-gPCR adatok
mellett a szorasértékek (+ SD) lathatok; a kiilonb6z6 betiik (a, b) a Tukey-féle b-teszt
alapjan meghatarozott szignifikans kilénbségeket jeldlik (P < 0,05). A jobb oldali panel az
MRNS-szekvenalas és az RT-qPCR mddszerekkel kapott LFC értékek kozotti Pearson-féle
korrelaciot abrazolja. Az r = 0,881 korrelacios egyutthatd és az alacsony P-érték (P <
0,0001) az adatok kozotti erds pozitiv dsszefiiggést €s a mérések megbizhatosagat igazolja.
(Forras: FARKAS et al., 2025, szerkesztett.)

81



Az adatok ilyen foku egyezése és a validalasi folyamat sikere lehetdvé tette a tovabbi
névenymintakban, hogy az UBI haztartasi gén alkalmazéaséval, nagy biztonsaggal végezzik
el a célgének (TIP, MYB, EX, ARGOS) relativ mennyiségi meghatarozasat és a transzkripcios

memoria elemzését (15. abra).

5.4. A transzkripcios memdria kialakulasa és fenntartésa, valamint az ismetelt ingerek

hatisa a memoria megoérzésére

A kivalasztott célgének (TIP, MYB, EX és ARGOS) expresszios intenzitasaban
bekovetkezd valtozasok alapjan megvizsgaltuk a szomatikus memoria megdrzésének
id6tartamat, valamint a kiilonb6z6 idépontokban alkalmazott jelmegismétlés hatasat a
memoria fenntartdsdra. A szomatikus memdria fennmaradasanak szemléltetésére a
kivalasztott célgének RT-qPCR analizisébdl szarmazod LFC értékeit abrazoltuk a 2. (S1), az
5. (S2) és a 10. (S3) napon (16. &bra; 11. melleklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészit6
tablazat), az abszolut kontrollcsoporthoz viszonyitva minden mintavételi idépontban (C az
S1-nél, illetve ,,C és C” az S2 és S3 idopontokban).

Szarazsagstressz hatdsara az MYB gén azonos mértékben mutatott expressziocsokkenést
(szignifikans kiillonbség nem volt megfigyelhetd) a 2 napos (D, S1) és az 5 napos (D, S2)
mintavételi id6pontokban. Ezzel szemben a 10. napon mért expresszids intenzitas (D, S3)
mar szignifikans eltérést mutatott a 2 napos (D, S1) és az 5 napos (D, S2) mintdk LFC
értékeihez képest (16a. dbra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészit6 tablazat).

A TIP gén esetében mindharom mintavételi iddpontban expressziofokozodast mutatott a
kezdeti szarazsagstresszt kovetOen, és az értékek nem tértek el szignifikdnsan egymastol (az
LFC-értékek rendre 0,46, 0,43 és 0,31 voltak az S1, S2 és S3 id6pontokban) (16b. &bra; 11.
melléklet; FARKAS et al., 2025.:1. kiegészit6 tablazat).

Az EX gén tekintetében az ultrahang (US) kezelés alkalmazasakor (akar 6nmagaban, akar
a szarazsaggal kombinalva) mindharom mintavételi idépontban expresszionovkedést
tapasztaltunk. A legmagasabb pozitiv LFC-értéket az S2 id6pontban mértiik, mig az S3
idépontban az S1-hez képest némileg alacsonyabb, de tovabbra is pozitiv LFC-értéket
kaptunk (16c. &bra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészit6 tablazat).
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Ezzel szemben az ARGOS esetében az ultrahang (US) kezelés alkalmazéasakor (akar
onmagaban, akar D-vel kombindlva) expresszidcsokkenést figyeltink meg, szintén
mindharom mintavételi idOpontban, de a legalacsonyabb értéket az S1-nél mértik, majd a
mért LFC-értékek fokozatosan ndvekedtek az S2 és S3 iddpontokban (16d abra; 11.
melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészit6 tablazat)

a MYB b TIP
%57 B 2nap (S1) mm 2nap (S1)
6 = 5nap (S2) 6 Bl 5nap (S2)
e 10nap (S3) i B 10nap (S3)
['4 ['4
O O
o o
4 4
[
[ k-
'10 T T T T T T T T T
US D US+D US D US+D US D US+D US D US+D US D US+D US D US+D
Kezelések és mintavételi idépontok Kezelések és mintavételi iddpontok
C EX d ARGOS
1.5+
B 2nap (S1) B 2nap (S1)
a a
O 1.0 L B3 5nap (S2) 5 =3 5nap (S2)
- B3 10nap (S3) b B3 10nap (S3)
& 05 .
o o
g d 4
= =
0.0 - -
14 4 14
-0.5 T T T T T T T T T -1.0 T T T T T T T T T
US D US+D US D US+D US D US+D US D US+D US D US+D US D US+D
Kezelések és mintavételi idépontok Kezelések és mintavételi id6pontok

16. &bra Memoria-meg6rzés a stressz-ingert kovetd 5. vagy 10. napon. A célgének (MYB -
a), TIP —Db), EX —c), ARGOS — d)) RT-gPCR-rel becsult differencialis expresszids
logaritmikus valtozasi (LFC) értékei a 2. (S1), az 5. (S2) és a 10. (S3) napon. Roviditések:
US — ultrahangkezelés; D — szarazsagkezelés; US+D — kombinalt ultrahang- és
szarazségkezelés; LFC — az abszolut kontrollhoz (C) viszonyitott logaritmikus valtozas.
Minden értéket a 3 hetes ndvények egyszeri kezelését kovetd 2., 5. vagy 10. napon
mértlink. A hibasavok az atlag szorasat (SD) jelolik. A hibasavok feletti eltérd kisbetiik
szignifikans kulonbséget jeleznek 0,05-0s szinten (kéttényezés ANOVA és post hoc Tukey
B-teszt eredményei). (Forras: FARKAS et al., 2025, szerkesztett).

Szignifikans korrelaciot mutattunk ki Pearson-féle korrelaciéval a 2 napos mintak (mind
az mRNS-seq adatok, mind az RT-gPCR adatok esetében) és az 5 napos RT-gPCR adatok
kodzott (rendre r = 0,757, illetve r = 0,748). Némileg alacsonyabb (r = 0,647), de még mindig
szignifikans korrelaciot talaltunk az 5 és 10 napos RT-qPCR adatok dsszehasonlitasakor (11.
melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészit6 tablazat).
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Az EX gén expresszioja novekedést mutatott az ultrahangkezelést kovetd 2. napon (S1),
amely 7 napon keresztil (S4) fennmaradt, mivel a két minta kz6tt nem mutatkozott
szignifikans kilonbség. Amikor azonban ugyanezt a kezelést (US) az 5. napon (S2)
megismételtiik, a génexpresszio a 7. napra (S4) csokkent (18a abra). Tizenkét nap elteltével
a génexpresszid intenzitasa tovabb mérséklodott, sot, csOkkent, de amikor ugyanezt a
kezelést a 10. napon (S3) ismételten alkalmaztuk, Ujra génexpresszids novekedést
tapasztaltunk (S5), amely megegyezett a 2. napon (S1) mért szinttel (17b abra; 11. melléklet;
FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészit0 tablazat).

Az ARGOS gén expressziodja szignifikansan ndvekedett az ultrahangkezelést koveto 7.
napon (S4) az S1 id6pontban mért US-csoport LFC-értékéhez viszonyitva, jollehet az LFC-
érték tovabbra is negativ maradt. Ezzel szemben az 5. napon megismételt US-kezelés
hatasara (17a. abra) a gén expresszidja a 12. napra tovabb ndvekedett (S4), és pozitiv LFC-
értéket ért el. Ekkor, a 10. napon alkalmazott ismételt inger hatasara (S4) a gén expresszidja
Ujra csokkent (S5). Az expresszids szint ekkor szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a 2
napos US-csoportban (S1) meért LFC-érték (17b abra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.:
1. kiegészitd tablazat).

A szérazségstresszre adott valasz a TIP célgén expressziofokozddasa 7 napon keresztill
(S4) fennmaradt. Az 5. napon megismételt szarazsagkezelést kovetden azonban a 7. napra
(S4) az expresszids intenzitas szignifikans csokkenését figyeltik meg (17c. abra). Ismételt
kezelés hianyaban a 12. napra (S5) a TIP transzkriptumszintje szignifikdnsan csokkent. Ezzel
szemben, amikor a névényeket a 10. napon ismételt szarazsag-ingernek tettiik ki, a 12. napon
(S5) mert genexpresszids intenzitas szignifikansan meghaladta a 2. napon (S1) vizsgalt
szarazsagkezelt névényekét (17d abra).

A szarazsagstressz alkalmazésakor a MYB kifejez6dése kezdetben csokkent (S1; D),
azonban a szabalyozds mértéke a 7. napra szignifikansan mérséklédott (S4; D és C) (17c¢
abra). Az ismetelt szarazsag-hatas (D és D, S4) nem valtott ki tovabbi valtozast az MYB
expresszids szintjeben, mivel nem mutatkozott szignifikans kilonbseg e két kezelési csoport
kozott az S4 idépontban. A 7. napon tapasztaltakhoz hasonloan, 12 nap elteltével (S5; D és
C) is a expresszidcsokkenés mértékének tovabbi csokkenését figyeltik meg. Ugyanakkor az
ismételt szarazsag-expoziciot kovetden a célgén expressziofokozodasat detektaltuk, pozitiv
LFC-értek kiséreteben (S5; D és D) (17d abra).
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17. &bra Az egyszeri és az ismételt stressz-expozicio hatasa a celgének expresszids
intenzitasara két iddpontban. A célgének RT-gPCR-rel meghatéarozott differencialis
expresszidja (LFC-értékek) a 2. (S1), a 7. (S4) és a 12. (S5) napon. a) Az EX és ARGOS
gének expresszidja az S1 egyszeri ultrahangos kezelés, valamint az S4 idépontban vizsgalt
egyszeri és ismételt ultrahangkezelések hatasara. b) Az EX és ARGOS gének expresszidja
az S1 egyszeri ultrahangos kezelés, valamint az S5 idépontban vizsgalt egyszeri €s ismételt
ultrahangkezelések hatasara. ¢) A TIP és MYB gének expresszidja az S1 egyszeri
szarazsagstressz, valamint az S4 id6pontban vizsgalt egyszeri és ismételt
szarazsagkezelések hatasara. d) A TIP és MYB gének expresszioja az S1 egyszeri
szarazségstressz, valamint az S5 id6épontban vizsgalt egyszeri és ismételt
szarazsagkezelések hatasara. Minden LFC-érték az abszolut kontrollcsoporthoz (C az S1-
nél; C és C az S4 és S5 idOpontokban) viszonyitva értendd. Az X tengely feliratai a
mintavételi iddpontokat és a kiilonbozo kezelési kombinacidkat jelolik. Roviditések: S1 US
- az ultrahangkezelés utan 2 nappal (S1); S4 US és C - az egyszeri ultrahangkezelés utan 7
nappal (S4); S5 US és C - az egyszeri ultrahangkezelés utan 12 nappal (S5); S4 US és US -
az els6 ultrahangos stressz utan 7 nappal (S4), az ismételt ultrahangos stressz utan 2 nappal,
S5 US és US - az els6 ultrahangos stressz utan 12 nappal (S5), az ismételt ultrahangos
stressz utan 2 nappal; S1 D - az egyszeri szarazsagstressz alkalmazasa utan 2 nappal (S1);
S4 D és C - az egyszeri szarazsagstressz utan 7 nappal (S4); S5 D és C - az egyszeri
szarazsagstressz utan 12 nappal (S5); S4 D és D - az els6 szarazsagstressz utan 7 nappal
(S4), az ismételt szarazsagstressz utan 2 nappal; S5 D és D - az els6 szarazsagstressz utan
12 nappal (S5), az ismételt szarazsagstressz utan 2 nappal mert erték. A hibasavok az atlag
szorasat (SD) jelolik. A hibasavok feletti eltérd kisbetiik szignifikéans kiilonbséget jeleznek
0,05-6s szinten (kéttényez6s ANOVA és post hoc Tukey B-teszt eredményei). (Forras:
FARKAS et al., 2025, szerkesztett)
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A Pearson-féle korrelacio alapjan szignifikans Osszefuiggést mutattunk ki a 2 napos
(mMRNS-seq és RT-gPCR adatok) és az 5 napos RT-gPCR adatok kdzott (rendre r = 0,757 és
r = 0,748). A korrelacié némileg alacsonyabb (r = 0,647), de tovabbra is szignifikans volt az
5 és 10 napos RT-qPCR adatok 6sszehasonlitdsakor (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.:

1. kiegészito tablazat).

5.5. Asszociativ memdria vizsgalata paradicsomban

A Kisérlet sordn az asszociativ valaszt a 7. napon (S4) vizsgaltuk, mivel az elézetes
vizsgalatok és a transzkriptomi adatok alapjan a célgének tobbségére a 10. és 12. napra mar
nem volt szignifikansan kimutathat6 a memdriafenntartas.

Amennyiben a feltételes inger (CS) ugyanolyan génexpresszios valaszt valtott ki, mint
amilyet a kombinalt kondicionalast (US+D kezelés) kovetéen a feltétlen ingernél (USC)
tapasztaltunk, azt asszociacioképzésnek tekintettik. A TIP és az MYB gének esetében az
ultrahangot (US), mig az EX és az ARGOS géneknél a szarazsagot (D) tekintettlk feltételes
ingernek. Az eredmények pontosabb és atfogobb szemléltetése érdekeében a relativ
génexpresszios intenzitdsokat (LFC-értékeket) az S1 mintdkndl az abszol(t
kontrollcsoporthoz, az S4 mintaknadl pedig az ,,US+D és C” csoporthoz viszonyitva
szamitottuk ki.

A kisérletek kezdetén alkalmazott kombinalt tréninget (US+D) kdvetden, a 7. napon (S4)
RT-gPCR-rel vizsgaltuk a célgének expresszids szintjét a levél-mintdkban, az ismételt
ultrahang- vagy szarazsag-expoziciora adott valaszként.

Az eredmények azt mutattak, hogy az 5. napon megismételt ultrahangkezelés a kombinalt
kondicionalas utan a TIP gén szignifikans expresszidéfokozddasat (18a. abra), valamint az
MYB jelentds mértékii expressziocsokkenését (18b. abra) valtotta ki a nem kezelt mintakhoz
(US+D és C) kepest. Az expresszios intenzitasok nem tértek el szignifikdnsan egymastol
abban az esetben, ha az ismételt kezelést akar szarazsaggal, akar ultrahanggal végeztik
(US+D és D, illetve US+D és US); ez a tendencia mind a TIP, mind az MYB génnél azonos

volt.
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18. dbra A célgének expresszios intenzitdsanak valtozasai az ismételt ingerlés hatasara,
kombinalt tréninget (kondicionalast) kovetéen. A célgének (a) TIP; b) MYB; c) EX; d)
ARGOS) RT-qPCR-rel becsilt differencialis expresszios logaritmikus valtozasi (LFC)
értékei a 2. (S1, az abszoldt kontrollhoz - C viszonyitva), az 5. (S2) és a 7. (S4) napon. Az
S2 és S4 értékek a sajat kontrollcsoportjukhoz (US+D és C - a kombinalt ultrahang- és
szarazsagstressz elsé alkalmazasa utdn 7 nappal mért érték) viszonyitva értendék. Az X
tengely feliratai a mintavételi iddpontokat és a kiilonboz6 kezelési kombinaciokat jelolik.
Roviditések: S1 US - az ultrahangkezelés utan 2 nappal (S1) mért érték; S1 D - a
szarazsagkezelés utan 2 nappal (S1) mért érték; S1 US+D - az egyszeri kombinalt
ultrahang- és szarazsagkezelés utan 2 nappal (S1) mért érték; S4 US+D és D - a kombinalt
stressz elsé alkalmazasa utan 7 nappal (S4), az ismételt szarazsagstressz utan 2 nappal mért
érték; S4 US+D és US - a kombinalt stressz els6 alkalmazasa utan 7 nappal (S4), az
ismételt ultrahangstressz utan 2 nappal mért érték; LFC - logaritmikus valtozas. A
hibasavok az atlag szorasat (SD) jelolik. A hibasavok feletti eltérd kisbetiik szignifikans
kilonbséget jeleznek 0,05-6s szinten (kéttényezds ANOVA és post hoc Tukey B-teszt
eredményei). (Forras: FARKAS et al., 2025, szerkesztett)

Az EX expresszios szintjeit szintén megvizsgaltuk (18c. &bra). Az US+D tréningben
részesilt, majd ultrahanggal UGjra kezelt novényeknél (US+D és US) az LFC-érték
szignifikans novekedését tapasztaltuk. Ugyanakkor a szérazsaggal torténd ismételt ingerlés
(US+D és D) is az EX fokozott expressziojat okozta a nem kezelt névények LFC-értékéhez

viszonyitva. Az ,,US+D és D” kezelés utani expresszios szintek (S4) szignifikdnsan eltértek
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az egyszeri szarazsagkezelés utan 2 nappal (S1) mért LFC-értékt6l, azonban nem mutatkozott
szignifikans kulonbség az egyszeri ultrahang (S1) és az ,,US+D és D” (S4) csoportok kozott.

Az ARGOS gén esetében (19d. abra) az ,,US+D és D” kezelés - amikor a kombinalt
tréninget kapott névényeket az 5. napon szarazsag-ingernek tettiik ki - az expresszios
intenzitas szignifikans ndvekedését mutatta. Ez az érték joval magasabb volt, mint a nem
kezelt (US+D és C), illetve az ultrahanggal Ujra ingerelt ndvényeknél (US+D és US) mért
adatok (18. abra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészit6 tablazat).
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6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Egyfajta modszertani paradigmavaltas tette lehetové, hogy az elméleti kérdéseket - mint
a névényi memoria €s az asszociativ tanulas - szamszerisithet6 adatokkal tamasszuk ala. A
korabbi, izolalt élettani paraméterek mérésére szoritkozo vizsgalatokkal szemben a mai
kutatdsok mar a rendszerszemléletli biologia eszkoztarat alkalmazzak. A nagy
ateresztéképességii transzkriptomikai eljarasok, kiilonosen az RNA-seq technoldgia, paratlan
felbontéast biztositanak a génexpresszids mintazatok feltarasaban. Ez a modszer nem csupan
a differencidlisan kifejez0d0 gének azonositdsat teszi lehetdvé, hanem a gének kozotti
komplex halézatok és szabalyozdsi csomopontok feltérképezését is. A nagy
ateresztéképességii transzkriptomikai eljarasok altal szolgaltatott komplex valaszreakciok
értelmezésehez elengedhetetlen a tobbvaltozos statisztikai mddszerek alkalmazasa (WANG
et al., 2009). A fokomponens-analizis lehetdvé teszi a globalis génexpresszids mintdzatok
vizualizdlasat, matematikai alapot nyujtva annak igazolasara, hogy az ultrahangos
kondicionalas és a szarazsdg hatasara bekovetkezd élettani valtozasok specifikus és
reprodukélhat6 bioldgiai valaszt tikroznek (JOLLIFFE és CADIMA, 2016; LEVER et al.,
2017).

Ez a modszertani hattér teszi lehetdvé, hogy precizen nyomon kovethessiik azt a
molekularis folyamatot, amely az inger érzékelésétdl a tartds emlékezet kialakulasaig vezet.
Amikor ugyanis egy novényt kdérnyezeti inger ér, annak felismerése és érzékelése utan
valaszreakciot ad. Ezzel egyidejiileg azonban emlékeket is kezd épiteni az ingerrdl, amelyek
késobb rovid tdva szomatikus memoriava, vagy hossza tavu, akar 6rokolhetd memoriava
fejlddhetnek. Ennek eredményeként a ,felkészitett” (primed) novény képessé valik a
visszatérd stresszhatasok kezelésére. A novények kornyezeti abiotikus és biotikus stresszre
adott vdlaszait, alkalmazkodasat és memoridjat transzkriptomi és epigenetikai
mechanizmusok valtozéasai kisérik (ASWATHI et al., 2025; ZHANG et al., 2023,
KOVLCHUK, 2023; GALLUSCI et al., 2022, HARRIS et al., 2023).

Két abiotikus stresszor, az ultrahang és a szarazsag hatasat vizsgaltuk a génatirasra es a
DNS-metilacidra paradicsomnévényeken, 2 nappal az 6nallo vagy kombinalt alkalmazasuk
utan. Hipotéziseink kdzé tartozott, hogy az dénalldéan vagy kombinaltan alkalmazott ultrahang

(US) és szérazsag (D) hatasa megvaltoztatja a globalis génatirast és DNS-metilaciot, és
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koztuk korrelacido mutathato ki, transzkripcios memoria alakul ki, valamint a novények
asszociacio képzesere képesek a két inger kozt, tréning utan.

A hotérkép (10. abra) eredményei alapjan két dominans géncsoport kiilonithetd el,
amelyek valaszreakcioja reciprok jellegli a két inger hatasara. Az egyik géncsoport kifejezett
expressziofokozOdast mutatott szérazsagstressz hatdsara, mig ugyanezen gének az
ultrahangos kezelés sorén szignifikans gatlas ala kertltek. Ezzel pArhuzamosan a gének egy
nagyobb csoportja specifikusan az ultrahangos ingerlésre valaszolt intenziv expresszio-
novekedéssel, mikdzben a szarazsagi kezelés soran valtozatlan maradt vagy enyhén
mérséklodott.

Ez a transzkripcios viselkedés kdzvetlen bizonyitéka annak, hogy a novények képesek
kvalitativ kilonbséget tenni a mechanikai vibracio (US) és az ozmotikus stressz (D) kozott.
Az expresszids mintazatok ilyen mértékii szétvalasa arra utal, hogy a két inger nem csupan
intenzitdsaban tér el, hanem alapvetéen kiilonb6z6 jelatviteli utvonalakat aktival. Az
eredmények alatamasztjak, hogy az ultrahang nem egy &ltalanos, aspecifikus stresszvélaszt
valt ki, hanem egy jol definialhatd, a szarazsagtol jol elkiilonithet folyamatokat indit el a
névényi sejtekben.

A kombindlt kezelésben (US+D) részesilt névények expresszios mintazata kilondsen
figyelemre méltd, mivel aldtdmasztja a PCA-ban azonositott ,,molekularis pufferhatast”.
Megfigyelhetd, hogy az US+D csoportban a szarazsadgra (D) jellemzd génexpresszids
valaszok jelentds része tompult vagy érdemben moddosult. Az ultrahangos eldkezelés hatasara
a ndvény nem a tipikus, ,,panikszerii” szarazsagstresszre jellemzé valaszt adta, hanem egy
olyan médosult allapotot vett fel, amely az US-specifikus profilhoz mutat nagyobb
hasonlosagot. A vulkanplotok extrém magas Fold Change értékei (11. abra) és a PCA-n (9.
abra) lathato éles PC2 menti eltolddas arra utalnak, hogy az ultrahang (US) egy 6nallo,
specifikus transzkriptom-remodelling folyamatot indit el. Ez &sszhangban van azon
megfigyelésekkel, miszerint a mechanikai ingerek (mint az ultrahang) és az abiotikus
stresszorok (mint a szarazsag) gyakran eltér6 jelatviteli utakat, példaul kiilonb6z6 kalcium-
szignalokat vagy fitohormon-valaszokat aktivalnak (TELEWSKI, 2006; LOPEZ-RIBERA
és VICIENT, 2017). A hétérképeken lathatd, a szarazsaggal (D) ellentétes iranyt

génexpresszios valasz igazolja, hogy a névény molekularis utvonalai képesek az ingerek
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crer

1étrejovo valtozas) elsé alapfeltétele (TREWAVAS, 2014, CALVO et al., 2020).

Tovabba, ez a jelenség a priming-folyamat transzkriptom-szintii bizonyitékaként
értelmezhetd: az elsdként érkezd inger (US) olyan epigenetikai vagy molekuléris lenyomatot
hagyott, amely megvaltoztatta a novény valaszképességét a késobbi, sulyosabb stresszorra
(D) (MAUCH-MANI etal., 2017). Az ultrahang tehat egyfajta felkészit6 agensként miikodve
mérsékelte a stressz-specifikus transzkriptom-eltolodast. Az eredmények igazoljak, hogy az
ultrahang kezelés nem csupan egy izolalt inger, hanem a késObbi stresszvalaszokat alapjaiban
feltilirni képes stresszor (LAMKE és BAURLE, 2017; SCHMULLING, 2019).

Az eddig felsorolt eredmények 0Osszességében megerdsitik, hogy a ‘Micro-Tom’
paradicsom egyedek nem csupdn passziv elszenveddi a kornyezeti ingereknek, hanem
képesek azokat molekularis szinten megkilonboztetni és integralni. A PCA analizis (9. abra)
altal kirajzolt térbeli elrendezédés és a transzkriptom-profilok antagonisztikus mintazata
(hotérkép, 10. dbra) olyan molekularis valaszmechanizmusokat vetitenek elére, amelyek
0sszhangban allhatnak a BOSE (1906) és GAGLIANO (2014) altal leirt szenzoros
diszkriminacio jelenségével.

A feltart transzkriptomi valtozasok kiilonboz6 biologiai folyamatokhoz, sejtalkotokhoz és
molekularis  funkciokhoz kapcsolodtak, ¢és foként a ndvekedési, valamint a
stresszfolyamatokat érintették, azonban a kivaltott transzkriptomi valaszok a stresszor
tipusatol fuggtek (12. &bra, 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.:  2-3. kiegészit6 tablazat).
Ezek az eredmények 6sszhangban voltak a kiilonb6z6, ultrahangnak (DOBRANSZKI et al.,
2019 — Solanum tuberosum L.; TEIXEIRA DA SILVA etal., 2020 — Solanum tuberosum L.)
és szarazsagnak Kitett novényfajokon végzett kordbbi transzkriptomi vizsgalatokkal
(MUTHUSAMY et al., 2016 — Musa spp.; ZHOU et al., 2021 — Cencrus fungiframinus).

Mindkét inger megvaltoztatta a paradicsomnovények globalis DNS-metilaciojat (13.
abra). A DNS-metilécios valtozasok tobbsége CpG szekvenciakérnyezetben toértént, mig a
legkevesebb valtozast CHH szekvenciakdrnyezetben észleltiik (11. melléklet; FARKAS et
al., 2025.: 4-6. kiegészitd tablazat). Mindkét inger hatasara szamos novekedéssel és stresszel
kapcsolatos folyamat, alkotéelem és funkcié érintett volt, kiilonosen a kiilonb6z6

membranfunkciokhoz, a fotoszintézishez és a transzlaciohoz (fehérjeszintézishez)
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kapcsolodoak. Bar a valtozasok hasonlé folyamatokban jelentkeztek, maguk a médosulasok
stresszor-fiiggbk voltak (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 7-9. kiegészit6 tablazat).

Ahogy azt GUARINO és munkatarsai 6sszefoglalo tanulmanya (2022) bemutatja, a
szarazsag-stressz kiilonboz6 kultarnévényekben, példaul a Medicago truncatula Gaertn.
(mediterran lucerna), az Oryza sativa L. (rizs) és a Triticum aestivum L. (k6zOnséges blza)
esetében is okozhat DNS-metilacios valtozasokat CXG és CHH szekvenciakdrnyezetben
egyarant. Az ultrahangos magkezelést kovetéen HIDVEGI és munkatéarsai (2022) irtak le
DNS-metiléacios valtozasokat T. aestivum L. csirandvényekben, ahol a metilacios valtozasok
korrelaltak a génatirasban (transzkripcidban) észlelt valtozasokkal.

Az RNA-seq és a WGBS adatok, azaz a génszintii transzkripcios és a DNS-metilacios
valtozasok kdzott mi azonban nem talaltunk kézvetlen korrelaciét sem a szarazsagra, sem az
ultrahangra adott valaszreakciok soran. Ez nem meglepd eredmény, figyelembe véve, hogy
a ndvényi memdria kialakuldsdban méas molekularis mechanizmusok is szerepet jatszanak,
melyek egyiittmiikddnek egymassal, és ezaltal befolyasoljak a transzkriptomi valaszt
(DOBRANSZKI et al., 2025; GALLUSCI et al., 2023; FARKAS és DOBRANSZKI, 2024).
A szérazsagra adott valaszként egyéb epigenetikai mechanizmusokat, példaul a hiszton-
metilaciot (H3K4me2, H3K4me3, H3K27me2; H4R3sme2), acetilaciot (H3K9ac; Hd4ac;
H4K5/8/12/16ac) és foszforilaciot (H3T3ph) (GUARINO et al., 2022 Osszefoglaldja
alapjan), valamint a nem-kddol6 RNS-eket, koztik a mikroRNS-eket (GELAW et al., 2021,
FERDOUS et al., 2015) is dsszefliggésbe hoztak mar a stressz-memoriaval. Emiatt a tovabbi
elemzéseink soran az RNS-szekvenalasbdl (RNA-seq) nyert eredményekre timaszkodtunk.

A novényi transzkriptacios memoria a modosult transzkriptom-szintii valaszreakciokon
alapul. Bizonyos reagald gének egy kezdeti inger hatasara adott szinten kifejez6dnek, amit
egy regeneracids szakasz kovet, ahol a transzkriptumszintek — a transzkriptacios memoria
tipusatol fliggden — vagy visszatérnek az alapvonalhoz (stressz el6tti allapot), vagy nem. Ha
a névény ugyanazt az ingert kapja (er6sségben és id6tartamban is), €s ugyanazon valaszado
gének esetében szignifikdnsan eltérd transzkriptacios szinteket mutat, a transzkriptacids
memoria kritériumai teljestilnek (OBERKOFLER et al. 2021; FARKAS et al., 2024).
expresszio irdnya — azaz az expressziofokozodas illetve csokkenés (LFC alapjan) —
megegyezett az S1 (2. nap) idépontban tapasztaltakkal, és az LFC szignifikansan eltért a
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tobbi kezeléstél. Mivel a célgének meért LFC értékei kozott a vizsgalt iddpontokban kiilon-
kilén nem volt szignifikans kilonbség az US vagy D és az US+D kezelések kozott,
megallapitottuk, hogy a két inger (US és D) valdban fliggetlen egymastol (18. abra). Ezért
elegend6 csak azokra az egyszeri és ismételt ingerekre adott valaszokat vizsgalni, amelyekre
a célgeneket eredetileg kivalasztottuk (szérazsagra a TIP és MYB, illetve ultrahangra az EX
és ARGOS gének esetében).

A MYB esetében nem volt jelentds kiilonbség a kezdeti ingerre (D, S1) adott transzkripcios
valasz €s az 5. napon mért génkifejezddési intenzitas (D, S2) kézott, ami arra utal, hogy a
novények 5 napig megorizték az emlékezetet. A transzkripcidos memoria tipusa attdl fiigg,
hogy a transzkriptumszintek visszatérnek-e az alapszintre. Ebben az esetben a génexpresszié
id6tartama még meghaladta a kezdeti ingert, és az LFC-értékek eltértek az alapvonaltol, ami
hiszterézist eredményezett; ezért 1. tipust (vagy fenntartott indukcios) memoriat figyeltink
meg. Ezzel szemben 10 nap elteltével a mért génexpresszids intenzitasértékek (D, S3)
jelentésen eltértek a korabbi mérésektol (D, S1 és S2); igy ugy tint, hogy a transzkripcios
memoria az 5. és a 10. nap kdzott elhalvanyult (17a abra). Pontosabban, a 7. napon az MYB
expresszios intenzitasa még mindig eltéréen fejez6dott ki az abszolat kontrollcsoporthoz
képest (C és C, S4), de kisebb mértékben; ezért az emlékezet még fennmaradt (18c abra). Ezt
tdmogatja az a megfigyelés is, hogy amikor a ndvényeket az 5. napon Ujra kezeltlik (S2), nem
volt szignifikans kiilonbség a ,,D és D”, valamint a ,,D és C” kezelési csoportoknal S4-nél
mért LFC-értékek kozott. Ez arra utal, hogy mivel az emlékezet fennmaradt, a
szarazsagstressznek valo ismételt kitettség nem valtott ki semmilyen tovabbi kilondsebb
reakcidt. Amikor azonban a kezdeti ingernek val6 ismételt kitettség a 10. napon tortént (S3)
— szemben az MYB expresszios intenzitasanak 0sszes korabbi mérésével —, pozitiv LFC-
értéket figyeltink meg a ,,D és D” kezelési csoportoknal. Korabbi feltételezésunket,
miszerint az emlékezet fenntartasa csak 7 napig tartott, mivel a 12. napon az ismételt ingerre
jelentdsen eltérd valaszokat kaptunk (D és D, S5; 18d &bra) mindez alatamasztja. A MYB gén
12. napon tapasztalt expressziofokozodasa mogott valosziniisithetéen a novények eltérd
fiziologiai kora és az ezzel jard fejlodési sajatossagok allnak.

A MYB-hez hasonléan a TIP is a 1. tipust transzkripciés memoria lehetéségét mutatta, de
az MYB fenntarthatosagaval ellentétben a TIP indukcidja nemcsak 5, hanem 10 napig is
valtozatlan maradt (nem volt szignifikans kilénbség a D kezelési csoport S1, S2 vagy S3
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idépontban mért LFC-értékei kozott) (17b &bra). A 12. napon azonban a TIP jelent6s
expressziocsokkenést mutatott a kordbban emlitett LFC-értékekhez képest, ami azt jelzi,
hogy a szarazsag emlékezete nem maradt fenn 12 napig (D és C, S5) (17d. abra). Ez
valdsziniileg magyarazatot ad arra a jelenségre, hogy amikor a D kezelést az 5. napon
megismételtiik, a TIP a 7. napon expresszid csokkenést mutatott (6sszehasonlitva a ,,D és D”
csoportot a ,,D és C” csoporttal az S4-nél; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészito
tablazat). Ez a habituacio (hozzaszokas) vagy familiarizacio lehetséges jeleit mutatta. Mivel
azonban az emlékezet csak 10 napig maradt fenn (17b abra), a 12. napon (D és D, S5) a TIP
jelentds expresszids intenzitdsdnak ndvekedését figyeltik meg a 2. napon (D, S1) meért
értékhez képest. A ,,D és D” (S5) esetében a 2. naphoz (S1) hasonld expressziofokozdodasi
tendencia volt észlelhetd, de az LFC-értékek jelent6sen eltértek (18c dbra). Ez azt jelzi, hogy
a 12. napon a novények érzékenyebben reagéltak a szarazsagra, mint korabban (D, S1).
Osszefoglalva: tigy tiinik, a novények a TIP indukcidjat a transzkripciés meméria egy
formajaként 10 napon keresztil fenntartottak, ez id6 alatt a kellemetlen inger
megismétlésekor a habituacio jelei mutatkoztak, de ha ugyanez az inger az emlékezet
torlddése utan ismétlddott meg, az expresszios valasz Gjra megjelent. Ugyanakkor az
expresszid intenzitasa jelentésen nagyobb volt a 12. napon (S5), mint amikor azt 3 hetes
ndvenyeknél alkalmaztuk.

Az EX expresszios intenzitdsanak eredményei az US kezelési csoportban az S1 és S2
idépontokban azt mutatjak, hogy a transzkriptumszint emelkedésének mértéke novekedett a
2. naptdl (S1) az 5. napig (S2). Ugyanakkor a 10. napon (US, S3) az EX célgén még mindig
expressziofokozodast mutatott, de kisebb mértékben az S1 és S2 id6pontokban mért
értékekhez képest. Ez azt mutatja, hogy az US-re adott génexpresszios valasz idébeli késéssel
kovetkezett be, de a tartds hatds 10 nap utdn is megfigyelhetd volt, ami e célgén tartos
indukcidjara (1. tipusu transzkripciés memdaria) utal (17c abra). A 7. napon (S4) nem volt
tulzott reakcio az ismételt ingerre (US és US), mivel nem tortént jelentds transzkriptumszint
novekedeés az EX célgénre nézve; ezért a ndvenyek megtanulhattak és megjegyezhették, hogy
figyelmen kivil hagyjak a két ingert, és lecsendesitették valaszuk intenzitasat
(familiarizacio) (18a abra). A 12. napon azonban valtozas allt be az US-re adott reakcid
irdnyaban, mivel az EX expresszids intenzitdsa csokkent, ami arra utal, hogy az inger

emlékezete a 12. nap utan torl6dott (18b abra). Ezt a feltételezest alatamasztja az a tény, hogy
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a 10. napon megismételt US-kezelés a 12. napon (US és US, S5) az EX gén olyan
expressziofokozodasat okozta, amely nem tért el szignifikansan a 2. napon (US, S1) mért
LFC-értékektol. Ebben az esetben — a TIP-pel ellentétben — a névény kora nem befolyasolta
a valasz intenzitasat

Az ARGOS tekintetében az US kezelésnél S2 és S3 idépontban mért LFC-értékek nem
tértek el szignifikdnsan egymastol, azonban jelentdsen kiilonboztek az US kezelési csoport
S1-nél mért értékétdl (17d abra). Ez az eredmény arra utal, hogy az ARGOS esetében az US
kezelésre adott valaszként 10 napon keresztiil tartds indukcid (sustained induction) esete
allhat fenn. Ha az ismételt US inger ezen az iddintervallumon beliilre esett, akkor a vélasz
intenzitdsa mind irAnyaban, mind erésségében megvaltozott (US és US, S4; 18a abra).
Ugyanakkor a 12. napon az US kezelésre adott valaszként mért LFC-érték (US és C, S5)
szignifikansan eltért a korabbi mérésektél (US az S1, S2 és S3 idépontokban). Ez a
megfigyelés azt sugallja, hogy az emlékezet a 10. nap utan torl6dott (18b abra). Az ismételt
US inger az S1-nél tapasztalthoz hasonlé valaszt valtott ki, vagyis az ARGOS gén
transzkriptumszintjének csokkenéesét. Az ARGOS expresszios viselkedése az ismételt US-
hatasra valaszul 2. tipusu transzkripciés memdriara utalhat (modosult re-indukcio; -/+)
(BALAZADEH, 2022; MARIC, 2025; OBERKOFLER et al., 2021).

Esetenként az emlékezet fenntartasa gatolhatja a regeneréaciés folyamatot vagy
lelassithatja a novény fejlodését; maskor viszont (a kellemetlen ingerek megismétléddése
esetén) elényos a mar egyszer megszerzett informacio taroldsa, hogy szikség idején
maximalizalhatd legyen az egyed ratermettsége. Az emlékezet id6beli aspektusait
tanulmanyozva DING ¢s munkatarsai (2012) arrdl szdmoltak be, hogy a kedvezdtlen
ingereknek (szérazsag) valo korabbi kitettség lehetdséget adott a novényeknek e tapasztalat
megjegyzésére két ,.tanithatd” gén megndvekedett transzkriptumszintje révén rovid ideig (5
napig), majd 7 nap utan ez az emlék torlddott. Ez a megfigyelés alatdmasztja eredményeinket,
miszerint a névények transzkriptomi szinten képesek rovid ideig (7—10 napig) emlékezni a
multbeli esemeényekre. Természetesen az a fiziologiai kor, amelyben a ndvények az ingernek
ki vannak téve, meghatarozhatja az emlékezet fenntartasanak id6tartamat. A védekezésre és
novekedésre forditott erdforrasok atcsoportositdsa révén a jovobeli kedvezdtlen
stresszvalaszok koltségeinek minimalizaldsa érdekében a fiatal ndvények szamara eldnyds

lehet a hosszu tava memdriafenntartasba valé befektetes (HOUT et al., 2014; SANI et al.,
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2013). Emellett a faknal (nyirfak, feny6félék, tolgyfak, nyarfak, éger stb.) ismert a tobb
honapig tartd, hosszl tavli memoria, mivel szamukra elényds emlékezni az el6z6 évi ragési
karokra, hogy javitsak a ndvényevék elleni védekezésiiket (HAUKIOJA, 1990; NYKANEN
¢s KORICHEVA, 2004). Ezzel szemben az egynyari novények foként a révid tava memoria
kialakitasaba fektetnek a viragzas el6tt, minimalizalva ezzel ,koltségeiket” a sikeres
szaporodas érdekében (HILKER et al., 2016).

A mi esetlinkben ndvények megjegyezték az ingerek hatasait, és fenntartottak négy célgen
megvaltozott génexpresszidjat. Az ultrahang (US) ingerre az ARGOS és EX gének 10 napig
emlékeztek; az expresszids intenzitas mértéke azonban fliggdtt a génektdl és a mintavétel
id6pontjatol (5. vagy 10. nap). A szarazsag (D) inger esetében az MYB csokkent expresszios
intenzitasa csak 7 napig maradt fenn, mig a TIP fokozott expresszids intenzitasa 10 napig
tartott. A célgének expresszios intenzitdsanak vizsgalata ravilagitott arra, hogy a két inger —
vagyis a szarazsagra vagy ultrahangra valo ,.tanitas” — ismételt alkalmazasa megvéltozott
viselkedést idézhet eld, példaul habituacidt, 1. tipust (fenntartott indukcids) vagy 2. tipusu
(modosult re-indukcids) transzkripcios memoriat, a génektdl és a novények fizioldgiai
koratol fiiggden.

A kereszt-akklimatizacio (cross-acclimation) egy olyan jelenség, amely sordn egy nem
halélos stressznek val6 kitettség ellenalloképesseget eredményez egy masik stresszel
szemben, ami javitja az egyed ratermettségét (fitnessét). A kereszt-akklimatizacié olyan
kozos jelzéutvonalakon alapul, amelyeket kiilonb6zd tipusu stresszhatasok is aktivalhatnak;
emellett a stresszhatasok kozotti kdlcsonhatasok szinergikusak. Azonban a kereszt-priming
(cross-priming) lehetéségének kizarasa érdekében a célgének ugy lett kivalasztva, hogy
eltérd expresszids mintazatot mutassanak a két jelre (US és D): lehetdleg az egyik stimulusra
fokozott- vagy csokkent transzkriptumszinttel reagaljanak, a masikra pedig egyaltalan ne
mutassanak valaszt az mRNS-szekvenalas utan 2 nappal (S1) mért LFC-értékek alapjan.
Asszociaciot akkor feltételeztink, ha a kombinalt tréning (US+D kezelés) utan a kondicionalt
inger (CS) ugyanolyan genexpresszids valaszt valtott ki, mint amilyet a masik, feltétlen inger
(UCS) hatasara észleltek. A jelen tanulmany ezen részében vizsgalt négy célgén kozul harom
— név szerint a TIP, az MYB és az EX — mutatta a névények asszociativ memdriaképzési
képességének lehetoségét (18. abra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészito

tablazat)
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A TIP transzkriptumszintje szignifikdnsan ndvekedett a szarazsag (D) hatasara S1-nél. A
kombindlt tréning (US+D), majd a ndvények kezdetben semleges ingernek, az ultrahangnak
vald kitétele utan az ultrahang kivaltotta a TIP expressziofokozodasat. Az LFC-érték nem
tért el szignifikdnsan sem az S1-nel mért D-kezelés LFC-értékétol, sem az S4-nél mért US+D
és D kezelés (a szarazsag megismétlése a kombindlt tréning utan) LFC-értékétol. Ezért ez
egy feltételes valaszt (CR) valtott ki. Bar az expresszids intenzitdsok értékei kodzott volt
kilonbség, a két csoport (US+D és D, US+D és US) nem tért el szignifikansan egymastol
(18a abra). Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy a névények a kombinalt tréningnek (US+D
kezelés) koszonhetden képesek voltak megjegyezni a két inger kozotti asszociaciot, és
transzkriptomi szinten megfelelé valaszt adtak, vagyis fokozott génexpresszid volt
megfigyelhet6 a TIP génnél a kondicionalt inger (CS) és az ultrahang alkalmazésa utan az 5.
napon (11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészit6 tablazat).

Ugyanezt a logikat kdvetve az ultrahang is kondicionalt ingerként (CS) szolgalt. A masik
két gén vizsgalata soran az mRNS-szekvenalasi adatok alapjan az S1 id6pontban nem volt
hatadssal az MYB génexpresszidjara, mig a szarazsdg a célgén transzkriptumszintjének
csokkenését valtotta ki. A kondicionalas (US+D) utan — a TIP-hez hasonl6an — az ultrahang
(US) kivaltotta a feltételes valaszt (CR). Az asszociativ memoria 1étezése feltételezhetd,
mivel ugyanazt az expresszios intenzitast mértik (nem volt szignifikans kiilénbség), amikor
a kondicionalt novények az 5. napon szarazsagkezelést (US+D és D) vagy ultrahangos
kezelést (US+D és US) kaptak (18b abra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészitd
tablazat).

Az mRNS-szekvenalasi adatok alapjan a szarazsag (D) semleges jelként szolgalt (nem
mutatott expresszios valtozast a kontrollmintdhoz képest), az ultrahang (US) pedig feltétlen
ingerként (UCS) funkcionalt, mivel az US-jel (6nmagaban vagy a D-vel kombinalva) az EX
szignifikans transzkriptumszintjének ndvekedését, az ARGOS-nak pedig a csokkenését
okozta.

Az EX expresszios intenzitasai, amelyek az US+D és US, valamint az US+D és D
kezelésekbdl szarmaztak — amikor az US+D-vel tréningelt ndvényeknél vagy a D-t, vagy az
US-t alkalmaztuk —, szignifikansan eltértek egymastol. Feltételezhetden a kiilonbség az
ultrahangra adott késleltetett valasznak tudhaté be, mivel az EX az 5. napon (S2) expresszios
intenzitasa fokozddott a 2. napon (S1) mért eredményekhez képest. Ett6] fiiggetlendl a 7.
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napon (S4) az US+D-vel tréningelt novények széarazsagkezelése (US+D és D) az EX
expressziofokozddasat okozta, ami arra utal, hogy a sz&razsag kivaltotta a feltételes valaszt
(CR), és asszociacio kialakulasat sejteti (18c abra; 11. melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1.
kiegészitd tablazat).

Ezzel szemben az ARGOS tekintetében, bar az US és az US+D kezelések esetében sikerult
kimutatni a szomatikus transzkripcids rovid tdvu emlékezet fenntartasat (18. abra), nem
talaltunk bizonyitékot a két inger (US és D) kozotti asszociacid kialakulasara. Eredetileg a
célgént az mRNS-szekvenalasi adatokbdl szarmazd 2 napos mintak (S1) logaritmikus
expresszio-valtozasi értékei alapjan vélasztottuk ki, ahol a D szolgélt volna semleges
ingerként (CS), az US pedig feltétlen ingerkent (UCS). Ezen hipotézis alapjan azt kellett
volna tapasztalnunk, hogy a 7. napra (S4) a kondicionalas utan a D kivaltja a feltételes valaszt
(CR) (példaul az ARGOS transzkriptumszintjének csokkenését), de az eredmények eltérd
mértékii és iranyu expresszios szinteket mutattak (19d abra; 11. melléklet; FARKAS et al.,
2025.: 1. kiegészitd tablazat). Ezért ebben az esetben nem feltételezhetd asszociacid
kialakulésa.

A ndvényi asszociativ transzkripciés memoria vizsgalatihoz nem elegendé a semleges
(CS) és a feltétlen (UCS) jelek kombinalasa, majd a CS ezt kovetd alkalmazasa és a novények
valaszanak elemzése. Ezzel parhuzamosan hangsulyt kell fektetni a névényi transzkripcios
memoria mértékének vizsgalatara is, mivel nem hanyagolhaté el, hogy az emlékezet
fenntartasa és annak mértéke befolyasolja a késdbbi kezelések eredményeit. Ezek a
megfigyelések magyarazatot adhatnak a TIP, az MYB és az EX expresszios mintazatai kzotti
5-10 napig, a 10. napra mar nem volt kimutathat6 asszociacio egyik gén esetében sem (11.
melléklet; FARKAS et al., 2025.: 1. kiegészité tablazat).

A noveények asszocidcio-képzési képessegére vonatkozo megallapitasaink meger6sitik a
BHANDAWAT és munkatarsai (2020), valamint GAGLIANO és munkatarsai (2016) altal
kordbban vegzett, a ndvényi asszociativ tanulassal kapcsolatos kutatasokat. A tanulmanyok
kozotti egyik legfobb kiilonbség a tréning id6tartamahoz kapcsolodott. BHANDAWAT és
munkatarsai (2020) egy 6ran keresztul kondicionaltdk a névényeket (Arabidopsis thaliana;
20 perc zene, 20 perc zene héstressz mellett, majd 20 perc hd), mig GAGLIANO és

munkatarsai (2016) naponta haromszor 2 6ran at tréningelték 6ket (Pisum sativum, 60 perc

98



Iégaramlas, 30 perc légaramlas + fény, 30 perc fény), 1 6rés sziinetekkel elvalasztva, és a
tréningeket 3-5 napon keresztll ismetelték. Jelen tanulméanyunkban azonban a kezelések
(mind a D, mind az US) a korabbi kisérletek idejének csak toredekét igenyelték, es csupan
egyetlen tréningperiodust alkalmaztunk; ennek ellenére képesek voltunk feltarni a névenyek
asszociacio-kepzesi képességét transzkripcids szinten. Mindazonaltal tovabbi vizsgalatokra
van sziikség annak meghatarozasahoz, hogy a jel eréssége és tipusa hogyan befolyasolja a
tréninget és az asszociacidé kialakulasdhoz sziikséges id6t, valamint az asszociacio
fenntartdsanak idétartamat a névényekben.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a ndvények két ingerrel (US+D) torténd kombinalt
tréningje utan kimutathatova valt a paradicsomndvények asszociacio-képzési képessége
transzkripcids szinten, vagyis az, hogy egy semleges inger (CS) ugyanolyan génexpresszios
valaszt valtott ki, mint a masik inger (UCS). Ha az egyik ingert 5 nappal a tréning utan
alkalmaztak, a novények a vizsgalt 4 célgén koziil 3 esetében képesnek tlintek a kiilonb6zo
ingerek Osszekapcsolasara, és az egyik semleges ingert a masik indikatoraként vagy
elojeleként hasznaltak. A kombinalt tréning utan 5 nappal alkalmazott US (mint CS) a TIP
és az MYB esetében ugyanolyan expresszids intenzitas-valtozast idézett el6, mint amit a D
valtott ki. A kombinalt tréning (US+D) utan 5 nappal alkalmazott D (mint CS) inger az EX
gén ugyanolyan mértékii expresszidjat valtotta ki, mint az US. Ha az ingereket 10 nappal a
kombinalt tréning utan alkalmaztak, az asszociacios képesség mar nem volt kimutathatd. Ugy
tlinik, hogy a névény asszociativ memoridja transzkripciods szinten csak rovid ideig (7 napig)
tarthatd fenn, legalabbis az altalunk vizsgalt 4 célgén esetében. A jelen tanulmanybdl nyert
eredmények a jovOben hasznosak lehetnek a nagyobb szdm gén transzkripcids
viselkedésének részletesebb vizsgalatahoz, egyéb epigenetikai valtozasokkal — példaul
hiszton-modosulasokkal vagy a nem-kddol6 RNS-allomany véltozasaival — egyitt. A
névények memdriafunkcidkon alapuld, még rejtett képességeinek feltarasa, kulondsen a
tréning és a kondicionalas teruletén, hozzajarulhat a ndvényi emlékezet fenntarthato

mezdgazdasagi hasznositasahoz is.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Solanum lycopersicum L. cv. ‘Micro-Tom’ paradicsomon végzett molekuléris vizsgéalatok

eredményeként a novenyi stressz-memoria terliletén az aldbbi (j tudomanyos

megallapitasokat tettem:

1.

Az RNA-seq és WGBS adatok integrélt elemzésével igazoltam, hogy a ‘Micro-Tom’
paradicsomfajta transzkriptom és DNS-metilécids véalaszai szignifikéns, stressz-
specifikus eltéréseket mutatnak. Sikerllt feltirnom azokat az egyedi molekularis
mintazatokat, amelyek bizonyitjak, hogy az alkalmazott ingerek nem csupan altalanos
stresszvalaszt, hanem az inger tipusatol fiiggd, jol elkiilonithetd génatirasi és DNS-
metilacios véltozasokat indukaltak. Kimutattam, hogy a transzkriptomikai és DNS-
metilacios valtozasok kdzott nincs kdzvetlen korrelécio.

Igazoltam egy molekularis szintli ,pufferhatds” meglétét, amelyen keresztiil az
ultrahangos elokezelés képes modositani a késdbbi szarazsagstresszre adott valaszt.
Eredményeimmel bizonyitottam, hogy ez a folyamat mérsékli a sz&razsag-specifikus
transzkriptom-eltolodast, ami kdzvetlenul alatdmasztja az ultrahang funkciondlis priming
(felkészitd) szerepét.

A transzkriptomikai vizsgalatokkal igazoltam a ndvényi memdria létezését
transzkriptomikai szinten, bizonyitva, hogy az alkalmazott kezelések nem csupén
atmeneti reakcidkat, hanem révidtavu, intrageneracios emlékezetet valtottak ki.

A folyamat id6beli lefutasat elemezve bemutattam a szomatikus transzkripciés memdria
dinamikajat, és meghataroztam, hogy a vizsgalt markergének esetében a memoria
fennmaraddsa egy 7-10 napos iddablakra korlatozodik. Ezzel parhuzamosan
elkulonitettem a memdria két tipusat — a fenntartott indukcios (1. tipus, MYB, TIP, EX)
és a mddosult re-indukcids (2. tipus, ARGOS) memoriét.

Révid tava kondicionalassal bizonyitottam a ndvényi asszociativ memoria létrejottét,
feltarva, hogy egyetlen tréningperiodust kdvetéen az adott gén expressziojat vizsgalva a
semleges inger Onmagaban is képes kivaltani a feltétlen ingerre jellemzd specifikus
génexpresszios valaszt. Eredményeimmel azt is alatimasztottam, hogy ez az asszociacio-

képzési folyamat ingerfiiggd modon alakul ki.
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6. Azonositottam a molekuléris habituaciét mint adaptacios stratégiat, mivel a memoria-
id6ablakon (10 napon) beliil fellép6 ismételt stressz a TIP gén eseteben mérsékeltebb
génexpresszios valaszt valtott ki, lehetoveé téve a felesleges energiaveszteség elkeriilését.
Ezzel szemben igazoltam, hogy a transzkriptomi emlékezet elhalvanyuldsat kdvetden
(10. nap) egyfajta molekularis szenzitiz&cid Iéphet fel, amely soran az ismételt inger mar
extrém mértékli génexpresszids valaszt indukalhat. Ez a kettésség arra utal, hogy a
korabbi tanulasi folyamat modositotta a névény valaszképességeét, ahol a valasz jellege

az elso ingertdl eltelt id6 fiiggvényében valtozott.

101



8. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

A Kkutatds soran feltart molekularis mechanizmusok és transzkripcios valaszreakciok
ismerete lehetdséget ad a novényi stressz-memoria folyamatainak tudatos befolyésoléséara,
megalapozva az aldbbi, a mezdgazdasigi gyakorlatban alkalmazhaté eredményeket és
javaslatokat:

1. Az ultrahangos kezelés igazolt priming hatasa lehetéséget ad egy nem-invaziv és
vegyszermentes technoldgia kidolgozasara. Az ultrahang kezelés alkalmazhat6 a
szarazsagstressz okozta fizioldgiai karok mérséklésere, javitva a novények tulelési
esélyeit és hozamstabilitasat aszalyos idészakokban.

2. A novényi asszociativ tanulasi képességének bizonyitasa lehetévé teszi olyan prediktiv
védekezési stratégiak kialakitasat, ahol egy konnyen kontrollalhatdé ingerrel (pl.
specifikus rezgés vagy ultrahang) aktivalhat6 a ndvények belsé védekez6 mechanizmusa
meg a tényleges, rombol6 hatasu stressz (pl. szarazsagstressz) bekovetkezte elott.

3. A meghatéarozott 7-10 napos transzkripciés memoria-intervallum alapjan optimalizalhato6
a stresszkezelési protokollok iddézitése. A mezOgazdasagi gyakorlatban ez segitséget
nyljthat az ismételt kezelések vagy az Ontdzési ciklusok hatékonyabb tervezéséhez,
elkerilve a novények habitudcidjat (hozzaszokasat) vagy éppen kihasznalva a
szenzitizacid (érzékenyités) elonyeit.

4. A transzkripciés memoria és az epigenetikai mintazatok kozotti kapcsolat feltarasa
hozzajarulhat a ,,stressz-emlékezettel” rendelkezd, ellendllobb fajtak szelekcidjdhoz. Az
azonositott markergének (pl. TIP, EX) alkalmasak lehetnek a ndvények

»tanithatosaganak™ és stressztiird képességének molekularis szintli nyomonkdvetésére.

szerek hasznalatat, mivel a névényi memoria aktivalasa természetes Uton javithatja a
novény kornyezethez vald alkalmazkodasi kepességet.

6. A molekularis habituacido azonositasa jelentds gyakorlati relevancidval bir, mivel
igazolja, hogy a novények kondicionalasa révén megeldzhetd az ismételt stresszhatasok
okozta felesleges energiaveszteség és metabolikus kimerilés. Ez a felismerés utat nyit a
preciziés novénykondicionalasi technologiak elétt, ahol a kornyezeti valaszkészség
célzott finomhangolasaval stabilabb hozam és fokozott stressztiirés érhetd el a szantofoldi

termesztésben.
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9. OSSZEFOGLALAS

A globdlis klimavaltozas kovetkeztében a mezdgazdasagi termelésnek egyre gyakrabban
kell szembenéznie szélséséges abiotikus stresszhatasokkal, kiilondsen a sulyos aszallyal, ami
szlikségessé teszi a novényi stressz-alkalmazkodas és memodria mélyebb molekuléris
megismeréseét. Jelen értekezés kozponti célja a ‘Micro-Tom’ paradicsom (Solanum
asszociativ memoria képzeési képességenek feltarasa volt, kilonds tekintettel az ultrahang-
kezelés €s a szarazsag molekularis szintli kolcsonhatasaira.

A vizsgalatok igazoltak a ndvények transzkriptom-szintii diszkriminacids képességét,
bizonyitva, hogy a mechanikai vibracio (ultrahang) és az ozmotikus stressz (szarazsag)
egymastol elkiilonithetd, specifikus molekularis vélaszt valt ki. Azonositasra keriilt egy
sajatos molekularis ,,pufferhatas” is, amely soran az ultrahangos priming (felkészités) képes
volt modositani és szignifikdnsan mérsékelni a késObbi szarazsagstressz transzkriptomi
hatasait négy gen esetében. A kisérletek pontosan definialtak a transzkripciés memaria 7-10
napos iddablakat, amelyen belill az ismételt ingerekre a ndvények habitudcioval
(hozzéaszokassal) reagaltak, mig az emlékezet torlédése utan, a 12. napon szenzitizacio (egy
gén esetében), azaz fokozott valaszkészség lépett fel. Az értekezés egyik legjelentésebb
névuma az asszociativ memoria képzés bizonyitdsa: a kondicionalt névényekben egy
korabban - a vizsgalt célgénekre nézve - semleges inger 6nmagaban is képes volt kivaltani a
feltétlen stresszorra jellemz6 transzkripcios valaszt, ami prediktiv adaptacios képességre utal.

Vizsgalataink ravilagitottak a globalis DNS-metilacio és az mRNS-expresszio kozotti
kdzvetlen korrelacio hianyara, ami alatamasztja, hogy a ndvényi stressz-memoria nem
egyetlen molekularis szinten, hanem egy komplex, epigenetikai halézat eredményeként
valdsul meg. Az eredmények tudomanyos alapot szolgaltatnak innovativ, fenntarthat6
novényvédelmi technologidk kidolgozasahoz, ahol az ultrahang-alapt priming és az
asszociativ kondicionalas lehetéséget ad a kulturnévények belsé adaptacios képességeinek
célzott aktivalasara. Ez a megkozelités hozzajarulhat az aszalytiird képesség fokozasahoz és

crer

kornyezetbarat technologidk térnyerését.
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10. SUMMARY

As a consequence of global climate change, agricultural production increasingly faces
extreme abiotic stressors, particularly severe drought, necessitating a deeper molecular
understanding of plant stress adaptation and memory. The primary objective of this
dissertation was to explore the stress-specific responses, transcriptional memory, and
associative memory-forming capabilities of ‘Micro-Tom’ tomato (Solanum lycopersicum
L.), with a specific focus on the molecular-level interactions between ultrasound treatment
and drought.

The investigations confirmed the plants' ability for transcriptome-level discrimination,
proving that mechanical vibration (ultrasound) and osmotic stress (drought) trigger distinct,
specific molecular responses. A unique molecular "buffering effect” was also identified,
wherein ultrasound priming modified and significantly mitigated the transcriptomic impacts
of subsequent drought stress for four specific genes. The experiments precisely defined a 7-
10 day window for transcriptional memory, within which plants responded to repeated
stimuli with habituation; however, after the memory faded, a sensitization (in the case of one
gene) - i.e., increased responsiveness - occurred on the 12th day. One of the most significant
novelties of this thesis is the demonstration of associative memory formation: in conditioned
plants, a stimulus previously neutral with respect to the investigated target genes was alone
capable of triggering the transcriptional response characteristic of the unconditional stressor,
suggesting a predictive adaptive capacity.

Our studies highlighted the lack of direct correlation between global DNA methylation
and mRNA expression, supporting the view that plant stress memory is not realized at a
single molecular level but as the result of a complex epigenetic network. These results
provide a scientific foundation for the development of innovative, sustainable plant
protection technologies, where ultrasound-based priming and associative conditioning offer
opportunities for the targeted activation of the internal adaptive capacities of crop plants.
This approach may contribute to enhancing drought tolerance and more effective climate
adaptation in modern agriculture, promoting the advancement of chemical-free and

environmentally friendly technologies.
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MELLEKLETEK

1. melléklet: Differencialis génexpresszios profilokat szemléltet6 vulkanplotok az RNA-

seq adatok alapjan. Az abrak a kiilonb6z6 kezelési kombinaciok (szarazsag - D, ultrahang -

US, és kombinalt - US+D) kontrollcsoporthoz (ctrl), illetve egymashoz viszonyitott hatasat

mutatjak. A fliggéleges tengely a statisztikai szignifikancia mértékét -Logio korrigalt p-

érték), a vizszintes tengely a génkifejezddés valtozasanak mértékét Logo Fold Change)

abrazolja. A piros pontok a fellilszabéalyozott, a kék pontok az alulszabalyozott, a szirke

- Logo(Korrigalt p-érték)

- Logyo(Korrigalt p-érték)

pontok pedig a nem szignifikans valtozast mutaté géneket jelolik.

Vulkanplot: D vs ctrl kezelés
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2. melléklet: A legjelent6sebben valtozo (Top 50 szignifikans) gének expresszios
hétérképei a kiilonb6z6 kezelések (D, US, US+D) hatasara. A voros szin a feliil-, a kék az

alulszabalyozott géneket jel6li (Z-score). Az oszlopok a bioldgiai ismétléseket, a sorok az

egyes génazonositokat reprezentaljak.

Top 50 szignifikansan valtozé gén (Z-score)
MRNAS0lyc089036555.1.1
MRNA:S0lyc039096780.2.1
 MRNA'Solyc03g115770.3.1
MRNASolyc115012590.3.1
. MRNA'S0c029080580.1.1
mRNAS0lyc029083520.2.1

| MRNA'S0lyc03g119210.1.1
MRNA:Solyc04g063350.3.1
MRNASOlyc063066420.4.1
'mRNA:Salyc03g079880.

mRNA:Solyc11g010600.2.1
| mRNA:Salyc01g1047103.1
 MRNA:Solyc08gOBTS10.1.1
MRNASolyc029085150.4.1

~ MRNASolyc039026050.3.1
MRNA:S0lc04g072370.3.1
MRNA'Solyc069005680.4.1

Top 50 szignifikdnsan véltozé gén (Z-score)

MRNA'S0lyc099065620.3.1
MRNA'S0lyc099007840.3.1
MRNA'Solyc04g008210.2.1
MRNA'S0lyc029084570.4.1
RNA:Solyc085080750.4.1
MRNA:S0lyc01g112000.4.1
MRNA:Solyc03g114320.4.1

MRNA:S0lyc089080360.3.1
MRNAS0lyc129008600.2.1
MRNA:Solyc129098570.2.1
MRNA'S0lyc049008220.4.1
mRNA:Solyc069007620.3.1
mRNA:Solyc08g006590.2.1
mRNASolyc05051240.1.1
MRNA:Salyc08g077210.4.1
MRNASolyc07g041730.4.1

MRNAS0lyc109074540.1.1
MRNA'S0lyc019106690.3.1
mRNA:Solyc10g076300.2.1
MRNA:S0lyc05g009310.3.1
RNA:Solyc029072150.3.1
MRNA:S0lyc083061490.3.1

MRNASolyc063083130.4.1
mRNASOlyc083081170.4.1

mRNA:Solyc079062160.3.1
MRNAS0lyc01g078530.4.1
mRNAS0lyc08g082210.4.1
MRNA'SOY019067790.2.1
mRNA'Solyc119072990.1.1
MRNASOlYc019107670.2.1
mRNASolyc06g072630.4.1

mRNA:Solyc09g091615.1.1
MRNA:Solyc03g083420.4.1
mRNAS0lyc079066050.4 1

|| MRNA'Salye1190174702.1
MRNA:Solyc109079755.1.1

MRNA:S0lyc119071620.3.1
MRNA:S0lYc07g005930.4.1

Top 50 szignifikansan véltozé gén (Z-score)

mRNASayc119012220.1.1 i 2
mRNA: 1 1
:Solyc12g017830.1.1
'mRNA:Solyc11g006180.2.1
° 0
51 14 » I
MRNA:Solyc119017470.2.1 'MRNA:Solyc06g074500.2.1
MRNASalyc01g085700.3.1
‘mRNA:Solyc069060230.3.1 -2

MRNA:S0lyc07g064820.1.1
MRNA:Solyc10g061883.1.1
MRNA:S0lyc07g056670.3.1
MRNA:S0lyc05g052670.1.1
MRNA:Solyc059051200.1.1
MRNA:S0lyc039098790.3.1
MRNA:S0lyc039096795.1.1
MRNA:S0ly0129010020.3.1

MRNASolyc07g085810.3.1
mRNASalyc04g074490.3.1
RNASolyc019112000.4.1
MRNASOlyc063083700.4.1
MRNAS0lyc129008600.2.1
mRNASlC07g041730 4.1
MRNA:Solyc129088570.2.1
mRNASalyc03g111620.1.1
mRNASolyc019098760.4.1
RNA:Solyc10g086690.3.1
mRNASolyc045008210.2.1
MRNA:Solyc019103200.4.1
| MRNA'SOlyc099065620.3.1

MRNA:S0lyc099089930.3.1

MRNA'Solyc08061490.3.1

MRNASolyc01g076360.4.1

MRNA:Solyc029032600.1.1

MRNA:Solyc119069570.2.1

MRNA:Solyc06072630.4.1

MRNA:Solyc12010020.3.1

MRNA:Solyc12010030.3.1

MRNA'Salyc0609070.1.1

MRNA:Solyc019079160.4.1 MRNA:S0lyc039120990.3.1
MRNASOlYc019087790.2.1
MRNA:S0lyc089077210.4.1

MRNA:S0lyc029086660.4.1
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3. melléklet: GO (Gene Ontology) dusulasi analizis (Enrichment) a szarazsagstressz (D)
hatasara differencialisan kifejezddd gének (DEG) korében. A pontok mérete az érintett
gének szamat (Gene Count), szinilk a statisztikai szignifikanciat (p-value) jelzi. A diagram
a bioldgiai folyamatok (BP) és a sejtalkotok (CC) kategoridiban mutatja a legjelentésebben
érintett Gtvonalakat (pl. szachardz-anyagcsere, oxidativ stresszvélasz)

D vs C DEG GO Enrichment

interstrand cross-link repair - [}
sucrose metabolic process - .
cellulose microfibril organization - .
Gene Count
cell growth - o @ ®
@ :
@:
DNAreplication{ @ . 4
@
biosynthetic process . p-value
0.016
0.012
response to oxidative stress . 0.008
0.004
Fanconi anaemia nuclear complex -  J
monolayer-surrounded lipid storage body - . 8
G0O:0031225 obsolete anchored component | .
of membrane
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Enrichment Factor
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4. melléklet: GO (Gene Ontology) dusulasi analizis az ultrahang (US) és a szarazsagstressz
(D) hatasara differencialisan kifejez6d6 gének (DEG) 0sszehasonlitasaban. A diagram a
bioldgiai folyamatok (BP), a sejtalkotok (CC) és a molekularis funkcidk (MF)
kategoridiban mutatja a legjelentdsebben érintett itvonalakat. A pontok mérete az érintett

gének szamét (Gene Count), szinik a statisztikai szignifikanciat (p-value) tiikrozi.

US vs D DEG GO Enrichment

carbohydrate metabolic process - . %
G0:0046658 ohsolete anchored component | ®
of plasma membrane
p-value
0.0125
0.0100
0.0075
Fanconi anaemia nuclear complex 5 [ 8 0.0050
0.0025
Gene Count
monolayer-surrounded lipid storage body 4 [ ] . 4
Q:
@ :
@
hydrolase activity, hydrolyzing | .
0O-glycosyl compounds
=
T
transmembrane transporter activity .

0.25 0.50 0.75 1.00
Enrichment Factor
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5. melléklet: GO (Gene Ontology) dusulési analizis az ultrahang (US) és a kombinalt
kezelés (US+D) hatasara differencialisan kifejez6dé gének (DEG) korében. A diagram a
bioldgiai folyamatok (BP), a sejtalkotok (CC) és a molekularis funkciok (MF)

kategoriaiban mutatja a leginkabb érintett Gtvonalakat.

US vs US+D DEG GO Enrichment

proteolysis . %
. ) o p-value
intracellular anatomical structure . o
0.010
0.005
Gene Count
aminopeptidase activity - . @® 100
@ 2
@ -
. 1.75
. 2.00
malate dehydrogenase (decarboxylating) | PY =
(NAD+) activity m
DNA-binding transcription factor | .
activity

0.0 01 02
Enrichment Factor
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6. melléklet: GO (Gene Ontology) dusulasi analizis a kombinalt kezelés (US+D) és a
kontrollcsoport (C) dsszehasonlitasaban azonositott differenciélisan kifejezddé gének
(DEG) korében. Az abra a biologiai folyamatok (BP) és a molekularis funkcidk (MF)

kategoriait szemlélteti.

US+D vs C DEG GO Enrichment

response to wounding . g
Gene Count

@ 2
@ :
aminopeptidase activity - ] . 4
®:
p-value

6e-04

4e-04

endopeptidase inhibitor activity - . % 2e-04

serine-type endopeptidase inhibitor | .
activity

0.20 0.25
Enrichment Factor

139



7. melléklet: GO (Gene Ontology) dusulési analizis a kombinalt kezelés (US+D) és az

onallo szérazsagstressz (D) hatésara differencialisan kifejez6d6 gének (DEG)

-sez

legjelentdsebben érintett titvonalakat.

US+D vs D DEG GO Enrichment

Fanconi anaemia nuclear complex 1 6]

p-value
0.015
0.012

0.009

20

1,3-beta-D-glucan synthase complex - .
Gene Count

@ 100

@ =
@

. 1.75
. 2.00

G0:0031225 obsolete anchored component | .
of membrane

0.25 0.50 0.75 1.00
Enrichment Factor
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8. melléklet: DMR-ek eloszlasa CHG kornyezetben. A vulkanplotok a DNS-metilacios kulonbségeket (vizszintes tengely) és a

statisztikai szignifikanciat (fiiggdleges tengely) abrazoljak. A piros pontok a szignifikans hipermetilaciot, a kékek a

hipometilaciot, a sziirkék pedig a nem szignifikans valtozast jeldlik (P < 0,05). A szaggatott vonalak a relevanciakiiszoboket

a)

-log10(adjusted P-value)

d)

-log10(adjusted P-value)

Volcano Plot: ctrl vs D

mutatjak.

b) Volcano Plot: ctrl vs US
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c) Volcano Plot: ctrl vs USD
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9. melléklet: DMR-ek eloszlasa CHH kornyezetben. A vulkanplotok a DNS-metilacios kildnbségeket (vizszintes tengely) és a

statisztikai szignifikanciat (fiiggdleges tengely) abrazoljak. A piros pontok a szignifikans hipermetilaciot, a kékek a

hipometilaciot, a sziirkék pedig a nem szignifikans valtozast jeldlik (P < 0,05). A szaggatott vonalak a relevanciakiiszoboket

a)

-log10(adjusted P-value)

d)

-log10(adjusted P-value)

mutatjak.
Volcano Plot: ctrl vs D b) Volcano Plot: ctrl vs US c) Volcano Plot: ctrl vs USD
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10. melléklet: DMR-ek eloszlasa CpG kornyezetben. A vulkanplotok a DNS-metilacios killonbségeket (vizszintes tengely) és a

statisztikai szignifikanciat (fiiggéleges tengely) abrazoljak. A piros pontok a szignifikans hipermetilaciot, a kékek a

hipometilaciot, a sziirkék pedig a nem szignifikans valtozast jeldlik (P < 0,05). A szaggatott vonalak a relevanciakiiszoboket

a) Volcano Plot: ctrl vs D
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d) Volcano Plot: D vs USD
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b) Volcano Plot: ctrl vs US
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c) Voleano Plot: ctrl vs USD
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11. melléklet: A kutatas soran generalt nagy terjedelmii adatsorok (RNA-seq és WGBS tablazatok) méretiikre valo

tekintettel nem képezik a jelen értekezés nyomtatott mellékletének részét. Ezen adatok teljes kortien elérhetéek a
FARKAS et al. 2025. publikacioban (DOI: 10.1080/15592324.2025.2556982), illetve annak online kiegészitd

anyagaiban (Supplementary materials). A nyers szekvenalasi adatok (RNA-seq és WGBS) a nemzetkozileg elismert

NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) adatbazisaban kertltek archivélasra, és a GSE303939 azonositd (accession

number) alatt barki szamara hozzaférhetéek. Minden egyéb, az eredmények alatamasztasahoz sziikséges relevans adat

megtalalhat6 a hivatkozott kbzleményben és annak mellékleteiben.

NEV

LEIRAS

1. kiegészit6 tablazat

RT-qPCR mérések atfogd adatsora.

2. kiegészits tablazat

Szignifikansan differencialisan alul- és felllexpresszalt gének (DEG-ek) paradicsomndvényekben, 2 nappal az ultrahang- és
szarazsag-kezelés 6nallé vagy kombinalt alkalmazasat kbvetéen, paronkénti dsszehasonlitasban.

3. kiegészitd tablazat

A transzkripcios szinten fellil- vagy alulszabdlyozott gének génontoldgiai (GO) dusulasi analizise paradicsomnévényekben, 2
nappal az ultrahang- és szarazsag-kezelés 6nallo vagy kombinalt alkalmazasat kdvetéen, paronkénti 6sszehasonlitasban.

4. kiegészits tablazat

Differencialisan metilalt gének (DMG-k) génannotaciéi CpG szekvenciakdrnyezetben, a GO annotaciés eredmények alapjan, 2
nappal az ultrahang- és szarazsag-kezelés 6nallo vagy kombinalt alkalmazasat kévetéen, paradicsomndvényekben.

5. kiegészits tablazat

Differencialisan metilalt gének (DMG-k) génannotéaciéi CHG szekvenciakdérnyezetben, a GO annotécios eredmények alapjan, 2
nappal az ultrahang- és szarazsag-kezelés 6nallo vagy kombinalt alkalmazasat kovetéen, paradicsomndvényekben.

o

. kiegészitd tablazat

Differencialisan metilalt gének (DMG-k) génannotécioéi CHH szekvenciakdrnyezetben, a GO annotéaciés eredmények alapjan, 2
nappal az ultrahang- és szarazsag-kezelés 6nallé vagy kombinalt alkalmazasat kdvetéen, paradicsomndvényekben.

7. kiegészitd tablazat

A CpG szekvenciakdrnyezetben hiper- vagy hipometilalt DMG-k génontolégiai (GO) dusulasi analizise
paradicsomnévényekben, 2 nappal az ultrahang- és szarazsag-kezelés 6nallo vagy kombinalt alkalmazasat kdvetben,
paronkénti dsszehasonlitasban.

8. kiegészits tablazat

A CHG szekvenciakérnyezetben hiper- vagy hipometilalt DMG-k génontoldgiai (GO) dusulasi analizise
paradicsomnévényekben, 2 nappal az ultrahang- és szarazsag-kezelés 6nalloé vagy kombinalt alkalmazasat kdvetéen,
paronkénti dsszehasonlitasban.

9. kiegészitd tablazat

A CHH szekvenciakdrnyezetben hiper- vagy hipometilalt DMG-k génontolégiai (GO) dusulasi analizise
paradicsomnévényekben, 2 nappal az ultrahang- és szarazsag-kezelés 6nallo vagy kombinalt alkalmazasat kdvetben,
paronkénti 6sszehasonlitasbhan.

10. kiegészitd tablazat

A génexpresszio és a DNS-metilacié kdzotti korrelacioé paradicsomnévényekben, 2 nappal az ultrahang- és szarazsag-kezelés
onallé vagy kombinalt alkalmazasat kdvetéen.
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12. melléklet: Genomszintli DNS-metilacios profilok eloszlasa a kontrollhoz viszonyitva. A panelek a CpG (fels6 sor),
CHG (ko6zéps6 sor) és CHH (also sor) kontextusu mintazatokat szemléltetik a génszerkezet mentén. Az oszlopok a
kontrollhoz (C) képest vizsgalt egyedi és kombinalt kezeléseket mutatjak: szarazsag (C vs. D), ultrahang (C vs. US) és
kombinalt kezelés (C vs. US+D). A gorbék kozotti eltérések a kezelések hatasara bekovetkezo6 lokalis metilacios
kulonbségeket jelzik a genomi pozicio fuggvenyében.

Cvs.D Cvs. US C vs. US+D

Hipometilalt Hipermetilalt Hipometilalt

Control

Hipermetilalt Hipometilalt Hipermetilalt
: Control

Control ,

.— Ultrasound === ltrasound+Drought

=== Drought

Atlagos metilaltsag (%)

CHG

Atlagos metilaltsag (%)

CHH

Atlagos metilaltsag (%)

ED T3S TS o 2 23 TS ES

Genomi pozicid Genomi pozicié Genomi pozicid
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13. melléklet: Genomszintti DNS-metilacios profilok dsszehasonlitasa a kiillonb6z6 kezelési csoportok kozott. A panelek a CpG

(felsé sor), CHG (kozéps6 sor) és CHH (also sor) kontextusu mintazatokat szemléltetik. Az oszlopok a kezelések kdzotti

kdzvetlen relaciokat mutatjak: ultrahang vs. szarazsag (US vs. D), szarazsag vs. kombinalt kezelés (D vs. US+D), valamint

ultrahang vs. kombinalt kezelés (US vs. US+D). A gorbek eltérése az ultrahangos kondicionalas és a szarazsagstressz

CHG

CHH

Atlagos metilaltsag (%) Atlagos metilaltsag (%)

Atlagos metilaltsag (%)

kolcsonhatésabol adddo epigenetikai killonbségeket reprezentalja.
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