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1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

A globalis klimavaltozas €s az aszalyos idGszakok gyakorisaganak ndvekedése kritikus
kihivast jelent a mezOgazdasag és az ¢lelmiszerbiztonsag szamara (BISBIS et al., 2018). A
konvencionalis  termesztéstechnolégiak  korlatozott alkalmazkodoképessége miatt a
novénybioldgiai kutatasok fokusza az innovativ, fizikai alapt kondicional6 (priming) eljarasok
felé tolodik el, amelyek a novények természetes élettani plaszticitdsat hasznaljak fel a
reziliencia fokozasara (SELEIMAN et al., 2021). A paradicsom (Solanum lycopersicum L.)
kiemelt gazdasagi jelentdsége mellett a molekularis novényélettan kulcsfontossagu
modellorganizmusa. Mivel a szarazsagstressz az ontogenezis minden szakaszaban korlatozza a
produktivitast (ZHOU et al., 2019), elengedhetetlenné valt olyan modszerek kidolgozasa,
amelyekkel a ndvényi szervezet eldzetesen felkészithetd a varhato stresszhatasokra.

A ndvénybioldgia egyik legmeghatarozobb szemléletvaltasa a szomatikus és transzkriptomi
emlékezet, valamint a kognitiv folyamatok felismerése (TREWAVAS, 2014). A novények
kifinomult epigenetikai mechanizmusok — DNS-metilacié és hiszton-modositdsok — révén
képesek a kornyezeti informaciok sejtszintli taroldsara és felidézésére (GALLUSCI et al.,
2023). A teljes genom szintli metilacios és transzkriptomikai vizsgélatok képesek feltarni,
hogyan valik egy atmeneti kdrnyezeti hatas maradandd élettani lenyomattd (ZHANG et al.,
2018).

Oroklddés szerint elkiildnitiink ivaros Giton 6rokl6dé meiotikus memoériat (LIU et al., 2022),
valamint a mitotikus memoriat, mely utébbi klonélis sejtosztodassal marad fenn (GARAI és
SOPORY, 2023). Id6tartam alapjan intra-, inter- és transzgeneracios memoriat kilonboztetiink
meg. Mig a transzgeneracids szintet a stabil DNS-metilacidé rogziti, az intrageneracios
(szomatikus) valaszokért a kisméretii RNS-ek €s az atmeneti, reverzibilis DNS-metilacios és
hiszton-modositasok felelések (GALLUSCI et al., 2023).A transzkriptomi emlékezet soran a
névény a koradbbi stresszhatds eredményeként megvaltozott génkifejez0dési mintazatot tart
fenn, vagy az ismételt ingerre a naiv allapottol eltér6é valaszt ad (AVRAMOVA, 2015). Az
expresszios szint id6beli kapcsolata alapjan a transzkripcids memoria két f6 tipusba sorolhatd
(OBERKOFLER et al., 2021):

e l-es tipust (tartds indukcids) memoria: a megvaltozott génexpresszio idében
tulnyulik az ingeren, a génexpresszio intenzitasa nem tér vissza az alapvonalhoz,

hanem folyamatos molekularis késziltséget (hiszterézist) tart fenn a novény.



2-es tipusu memoria (mddositott Gjraindukcid): a génexpresszid intenzitisa az
ingerek kozott visszatér az alapallapothoz, de az ismételt stresszhatas esetén a valasz
mértéke vagy irdnya mar jelent6sen eltér az els6, ugyanerre az ingerre adott
génexpresszios valasztol (AVRAMOVA, 2015; BALAZADEH, 2022).

A memoriafunkciok magasabb szintje az asszociativ memaria, amely soran a névény egy

semleges kornyezeti ingert 6sszekapcsol egy masik ingerrel, és a késébbiekben mar e semleges

inger hatéséra, proaktiv. modon modositja valaszreakcioit. Ez alapjaiban kulonbozik a

kereszttoleranciatol, amely az atfedé molekularis jelatviteli Gtvonalakon nyugvo, altalanos
biokémiai edzettség (BHANDAWAT et al., 2020; GAGLIANO et al., 2016).

Az ultrahangos kezelés, mint nem-invaziv fizikai inger, mechanikai vibraciok és kavitacios

jelenségek révén képes befolyasolni a sejtek jelatviteli utvonalait, vegyszerterhelés nélkul.

Jelen értekezés kozponti hipotézise, hogy az ultrahangos kondicionalas képes intrageneracios

memoriat létrehozni. Ezen elméleti hattérre alapozva, munkdm sordn az ultrahang- és a

szarazsagkezelés novényi génatirasra és epigenetikai mintazatokra gyakorolt hatésait

vizsgaltam az alabbi specifikus célkitiizések mentén. Célom volt:

annak meghatarozasa, hogy az alkalmazott stressztipusok fliggvényében jelentkeznek-
e szignifikans eltérések a Micro Tom paradicsomfajta transzkriptomikajaban és DNS-
metil4cidjaban, az RNA-seq és WGBS adatok elemzésével. Stressz-specifikus
molekularis mintazatok azonositasa,

annak vizsgalata, hogy a kontrollalt korulmények kozott alkalmazott kezelések
kivaltanak-e stabil, molekularis szinten azonosithaté memaorianyomokat, vagy csupan
atmeneti fizioldgiai reakciokrol van szo,

annak tisztazasa, hogy a stressztipusok egylttes alkalmazasa eredményez-e
intrageneracios memodriat, és az igy kialakult memoria meddig marad fenn az egyed
életciklusan belul,

annak vizsgalata, hogy létrejohet-e olyan asszociativ  memoria, ahol a vizsgalt
célgénekre nézve korabban neutralis inger a egy masik inger prediktorava valik, és

hogy ez az asszociacio ingerfiiggo-e.



2. Anyag és mddszer

Kiserleteinkhez a paradicsom (Solanum lycopersicum L.) Micro Tom fajtajat alkalmaztuk.
A magokat MS makro- és mikroelemeket (MURASHIGE és SKOOG, 1962), valamint 0,15%-
os Previcur Energy® gombadld szert tartalmazd oldattal telitett Jiffy-7® tézegkorongokba
vetettik, majd VVeg-boxokba helyezve klimakamraban neveltik (24 °C, 16/8 6rés fotoperiddus,
89 umol m?2 s' PPFD, 65% RH). A haromhetes csirandvényeket teljesen randomizalt
elrendezésben gondoztuk, az 6nt6zest hetente kétszer, 15 ml csapvizzel biztositottuk.

A kisérletbe 168 novényt vontunk be. Az I. kezelés sordn négy focsoportot (csoportonként
42 egyed) alakitottunk ki: kontroll (C), ultrahang kezelés (US), szarazségstressz (D) és
kombinalt kezelés (US+D). A szarazsagstresszt 10 ml 20%-os PEG-6000 oldattal, az
ultrahangos kezelést ultrahang generatorral (30 kHz, 120 W, 5 perc expozicio, névény tavolsaga
az US fejtél 6 cm) végeztik. A kombinlt csoportnal az ultrahangot azonnali PEG-es 6ntdzés
kovette (1. &bra).
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1. abra Kezelési (T) és a mintavételezési (S) rend vazlatos illusztracidja (roviditések: US -
ultrahang kezelés; D - szarazsagkezelés; US+D - ultrahang és szarazsagkezelés).
(Forras: FARKAS et al., 2025, szerkesztett)



A 1I. kezelés soran az els6 ingert6l szamitott 5. (T1 kisérletsorozat) vagy 10. napon (T2
kisérletsorozat) minden fOcsoportot 3-3 alcsoportra (kontroll, ismételt US, ismételt D)
osztottunk az ilitemtervnek megfelelden (1. dbra).

A transzkriptomi (RNA-seq) és DNS-metilaciés (WGBS) valtozasok kovetésére ot
idépontban (idépontonként 3-3 bioldgiai replikatum) végeztiink mintavételt: S1 (2 nappal az |.
kezelés utan); S2 és S3 (5, illetve 10 nappal az 1. kezelés utan, kozvetleniil a II. kezelés elott);
S4 és S5 (2 nappal a T1, illetve T2 sorozat Il. kezelése utan).

A genomi DNS izolalasa (S1 minték, 2 replikdtum) Macherey-Nagel Nucleospin® Plant 11
kittel, a teljes RNS kivonasa (3 replikatum) Zymo Quick-RNA™ Plant Miniprep Kittel tortént.
A minéségellenérzést NanoPhotometer® NS5O késziilékkel, a nukleinsav integritasat Agilent
Bioanalyzer 2100 rendszeren (RNA 6000 Nano Kit) validaltuk. Szekvenalésra kizéarolag a
fehérje- és somentes (Azso/Azso ~ 1,8-2,0; Azeo/A230 > 1,8), valamint kivald integritasu (RIN >
7,0) mintakat hasznaltuk fel. Az mRNS-konyvtarak elokészitését (poly-A dusitas, fragmentalés,
cDNS-konyvtér) és a szekvenalast a Novogene vegezte Illumina NovaSeq X Plus platformon,
paros végl (PE150) médban.

A bioinformatikai feldolgozas sordn a nyers adatok mindségbiztositasat FastQC v0.12.1, a
szlirést fastp v0.26.0 szoftverrel végeztik. Az RNA-seq leolvasasokat Hisat2 v2.1.1
algoritmussal illesztettuk a S. lycopersicum SL4.0 referencia-genomra, a génszintli expressziot
FeatureCounts v2.1.1-gyel hataroztuk meg (ITAG4.0 annotacid). A differencialisan kifejez6do
gének (DEG) statisztikai elemzését DESeq2 v1.44.0 csomaggal végeztik R kdrnyezetben
(log2FC| > 0,58); korrigalt p-adj. < 0,05).

A WGBS adatok illesztését a biszulfitos konverzié utdn Bismark v0.24.2 szoftverrel
végeztik (SL4.0 genom). A deduplikacié utan a metilacidés szinteket CpG, CHG és CHH
kontextusokban nyertik ki. A differencidlisan metilalt régiokat (DMR) és géneket (DMG)
MethylIKit v1.30.0 csomaggal azonositottuk (> 10x lefedettség, P < 0,05, 200 bp csuszdablak,
>10% metilacios kilonbség). DMG-nek a géntesten vagy a 3 kb upstream prométer régidban
DMR-t tartalmazé egységeket tekintettiik, az annotalast a Genomation v1.36.0-val végeztik. A
funkcionalis Gén Ontoldgia (GO) dusitasi analizist ClusterProfiler v4.12.6 csomaggal (P <
0,05), a vizualizéciot ggplot2 v3.5.2 csomaggal végeztik R v4.4.1 kdrnyezetben.

Az RT-qPCR vizsgalatokhoz 200 ng 0ssztomegili teljes RNS-bdl inditottunk cDNS-
szintézist Reverse Transcriptase Core Kit (Eurogentec) és 2,5 UM random nonamer primerek
alkalmazasaval. A normalizalashoz négy referenciagént valasztottunk ki (SEC, ELO, GAPDH,
UBI). Expresszios stabilitasukat a komparativ ACt modszerrel (SILVER et al., 2006), valamint
a geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002), NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) és
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BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) eljarasokkal értékeltik a RefFinder (XIE et al., 2012)
szoftver segitségével.

1. tablazat: Célgének és az alkalmazott primerek.

Gén neve Révidités A forward és reverse primerek Amplikonhossz
szekvenciaja (5°-3°) (bp)
Exocyst complex component F - CTCCTCAGTGGACAATGCGT
SEC 208
SEC3A R - TCTTCCACAGCAGCACTGAC
Elongation factor 1-alpha ELO F— AAGAGGCCATCAGACAAGCC 267
R - TGAGGCAACATAACCACGCT
Glyceraldehyde 3-phosphate F - ATTCCATGGGCACAGACTGG
GAPDH 225
dehydrogenase R - GGGAGCAAGGCAATTTGTGG
Ubiquitin-ribosomal protein UBI F - CCACTCTCCATCTCGTGCTC 247
eS31 fusion protein-like R - GTGAGCCCACACTTACCACA
Protein auxin-regulated gene ARGOS F — GACATGGAATCATCAGAGGCA 240
involved in organ size R - TGGCAATGGTGGAAGCATCA
Protein EXORDIUM-like 5 EX F - ACTCCCTCCGAGAACACTATCTTC 241
R - CAACGAAACAGTACTCCACCACT
Transcription factor MYB24- MYB F - AGGCAGATGGAATTGTGTTGC 206
like R— CGTTGTCAGTTCTCCCTGGCA
Chlorophyllase-2 CHL F - CAAATCCGTACTGCCGGAGA 205
R — ACGAGGGATGTATTCGAGAACG
Probable aquaporin TIP3-2- TIP F-TAGTGATAGCGTTGGCGCAT 206
like R - GCCATCAGTAGCAAGCCTCA

A célgéneket az RNA-seq adatok LFC értékei alapjan valasztottuk ki. Két célgén esetében
az ultrahang szolgalt kondiciondlt ingerként (CS) és a szarazsdg nem kondicionalt ingerként
(UCS), mig a masik két célgénnél a szerepek felcserélddtek. Az 1. kezelés utan csak kontrollt
kapo csoportok (,,US és C”, ,,D és C”, ,,US+D ¢és C”’) a memoriafenntartas nyomon kovetésére
szolgaltak. A primereket SnapGene v8.0 szoftverrel terveztiik, tulajdonsagaikat a PCR Primer
Stats eszkozzel ellendriztiik, a specifitast pedig NCBI BLASTn-nel validaltuk (szintézis:
Integrated DNA Technologies). A tervezési kritériumok a kovetkezO6k voltak: olvadasi
homérséklet Tm: 56-62 C; hossz: 18-25 bp; GC-tartalom: 40-60 %; amplikon hossz: 150-250
bp (1. tdblazat).

Az RT-qPCR reakcidkat (2,5 pl cDNS, 0,1 uM primer-koncentracid) Takyon™ No Rox®
SYBR MasterMix dTTP Blue (Eurogentec) készlettel végeztik el AriaMx Real-Time PCR

(Agilent) rendszeren. Az amplifikacios protokoll az alabbi 1épésekbdl allt: kezdeti denaturécio



és enzimaktivalas 95C, 3 perc), majd 40 ciklus (95C - 10 s; primer-specifikus kotédés: 52,5T
- 20 s; l&nchosszabbités: 72T - 30 s). A méréseket 3 bioldgiai és 3 technikai replikdtumban
futtattuk.

A relativ génexpressziot a 2224 modszerrel hataroztuk meg. Az RNA-seq és az RT-gPCR
adatok kozotti osszefliggést Pearson-fele korrelacios egydtthatdval vizsgaltuk. A részletes
statisztikai elemzést IBM SPSS Statistics 25 szoftverrel végeztiik: a kezelés tipusa és az idépont
mint f6 faktorok hatasat kéttényezOs varianciaanalizissel (two-way ANOVA), a csoportok
kozotti szignifikans kuldnbsegeket pedig Tukey-féle B post-hoc tesztel hataroztuk meg (P <
0,05). A grafikonokat és a szignifikancia-jelléseket GraphPad Prism 10.0.0 szoftverrel
készitettik el.



3. Eredmények

3.1. A transzkriptom-profil globalis valtozasai és a priming hatas

A globalis génkifejez6dési mintdzatok tobbvaltozos statisztikai elemzése, a fékomponens-
analizis (PCA) eredményei alapjan azt mutatta, hogy a masodik fékomponens (PC2) mentén
¢les molekularis elkiiloniilés lathatdé a kiillonbozoé kezelési csoportok kozott. A kezeletlen
abszolat kontrollhoz (C) képest a szarazsagstressz (D) és az ultrahangos kezelés (US)
egymassal teljesen ellentétes irany( transzkriptom-szintli atrendez6dést valtott ki a novényi
szOvetekben. A szérazsag hatasara a mintdk a koordinata-rendszer negativ tartomanya felé
tolédtak el, mig az ultrahangos ingerlés a pozitiv iranyba mozditotta el a globalis
génkifejezddési profilt. Ez a markans eltérés kozvetlen bizonyitéka annak, hogy a két inger
alapvetéen eltér6 molekularis utvonalakat, kalcium-szignalokat és fitohormon-valaszokat
aktival. A novények tehat képesek molekularis szinten megkulonboztetni ezeket az ingereket
(GAGLIANO, 2014) (2. 4bra).
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2. &bra Fékomponens-analizis (PCA) a Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom
paradicsom transzkriptomikai (RNA-seq) adatai alapjan.



A kombinalt kezelesben részesult mintak (US+D) elhelyezkedése a PC2 tengelyen a kontroll
és az ultrahangos kezelés kdzotti savban azonosithatd. Ez a megfigyelés bioldgiai szempontbol
kulcsfontossagu, mivel azt jelzi, hogy az ultrahangos kezelés képes volt médositani vagy
felillirni” a szarazsag altal kivaltott tipikus transzkriptom-valaszt, vagyis a szarazsagra
jellemz6 génexpresszios valaszok jelentds része érdemben modosult. Az ultrahangos kezel€s itt
egyfajta ,,priming” (felkészit0) agensként miikodott a novényi szervezetben. A novény az
elokezelés hatdsdra nem a tipikus, panikszerti szarazsagi valaszt adta, hanem egy olyan
modosult allapotot vett fel, amely az US-specifikus profilhoz mutat nagyobb hasonldsagot
(MAUCH-MANI et al., 2017) (2. abra).
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3. &bra A differencialisan expresszalt gének (DEG) statisztikai eloszlasa. A vulkanplotok a
génexpresszio-valtozas mértékét (Logz Fold Change) és annak szignifikanciajat (—logio
korrigalt p-érték) szemléltetik.

A vulkanplotok extrém magas expresszié-valtozasi éertékei (|log2FC| > 20) és a PCA-n
lathatd éles eltolodasok igazoljak, hogy az ultrahang egy 6nallo, specifikus transzkriptom-
remodelling folyamatot indit el. A hétérképeken lathatd, a szarazsaggal ellentétes iranyu
génexpresszios valasz igazolja, hogy a névényi molekularis Gtvonalak képesek az ingerek
1étrejovo valtozas) elso alapfeltétele (TREWAVAS, 2014; CALVO et al., 2020). Az ultrahang

egyfajta felkészité agensként mitkodve mérsékelte a stressz-specifikus transzkriptom-eltolddast
(HILKER és SCHMULLING, 2019) (3. 4bra).



A 34.075 gént érintd globalis mRNS-expresszios profil vizsgalata soran a kontrollhoz
viszonyitva szignifikans mértéki fel-, illetve leszabdlyozodast azonositottunk. Az ultrahangos
kezelés hatasara 86, a szarazsagkezelés hatasara 410, mig a kombinlt kezelés hatasara 148 gén
mutatott szignifikans véaltozast (|logoFC| > 0,58); korrigélt p-adj. < 0,05). Az atfedesek
vizsgalata soran az US+D és D kezelések kozott 7, a D és US kezelések kdzott 9, mig az US és
az US+D kezelések kozott 40 kozos differencialisan expresszalt gént (DEG) taléltunk.
Minddssze 4 olyan gént azonositottunk, amely mindharom kezelésre szignifikansan eltéré
expresszids szinttel valaszolt, ami alatdmasztja a kisérleti kezelések nagyfokl inger-
specifikussagat és a kapott adatok megbizhatdsagat, dsszhangban a kordbbi transzkriptomi
vizsgalatokkal (DOBRANSZKI et al., 2019; TEIXEIRA DA SILVA et al., 2020).

3.2. Genomszintii DNS-metilacios valaszok, mint a memoria epigenetikai alapjai

Hasonldképpen az mRNS-expresszids profilhoz, mindkét alkalmazott inger megvaltoztatta
a paradicsomndvények globalis DNS-metil&cidjat. A 34.075 gén promdter- és kodolo régidit
egyarant magaban foglald globalis citozin-DNS-metilacids analizis soran 6sszesen 211
differencidlisan metilalt gént (DMG) azonositottunk a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva,
figyelembe véve az Osszes kezelést és szekvenciakdrnyezetet. Ezek az epigenetikai
modosulasok az elraktarozott informacidk stabil sejtszintli hordozéi, vagyis a metilacids
memarianyomok. Huszondét DMG bizonyult teljesen azonosnak mindharom kezelési csoport
0sszehasonlitasaban.

A transzkriptom-szintii valtozasokkal parhuzamosan a genomszintli metilacios profilok
elemzése ravilégitott arra, hogy a metilacios tajkép mindharom szekvencia-kontextusban
jellegzetes eloszlast mutat a génszerkezet mentén. A DNS-metilacio mértéke a géntestben (gene
body) a legmagasabb, mig a transzkripcios starthelyek (TSS) és transzkripcios végpontok
(TTS) kornyékén markans lokalis csokkenés figyelheté meg. A CpG, CHG ¢és CHH
kontextusokban rendre 122, 86 és 46 DMG volt érintett. A vulk&nplotok aszimmetridja alapjan
a CpG kontextusban zajlott a legintenzivebb epigenetikai atrendezédés, ami jelzi, hogy a
szérazsagstressz rendszerszintli hiper- és hipometilacios folyamatokat indit el, amelyek
alapvetd anyagcsere-utakat erintenek.

A kontextusok profil-eltoldédasai a kezelések nem-additiv jellegét igazoltadk. Az ultrahang és
a szarazsag kozvetlen dsszehasonlitasa soran (US vs. D) tapasztalt jelent6s eltérés a CHG

kontextusban bizonyitja, hogy a két inger teljesen eltérd epigenetikai ujjlenyomatot hagy hatra.
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Ez alatdmasztja azt a megallapitast, miszerint a néveny a metilom szintjén is képes minéségi
kildnbséget tenni a mechanikai vibracid és az ozmotikus stressz kdz6tt. A kombinalt kezelés
(US+D) egyedi, a kiilonalld kezelésektdl teljesen eltérd metilacidos mintdzatot eredményezett,
kilénosen a plasztikusabb CHG és CHH szinteken, jol lathato lokalis eltéréseket mutatva a
géntest tertiletén. Ez arra utal, hogy az ultrahang és a szarazsag egyuttes jelenléte nem csupan
a két hatas matematikai 6sszeadddésa, hanem egy komplex epigenetikai athangolodést valt Ki.
A CHH Kkontextusban lathatd egyedi metilacidés pontok elére vetitik a de novo metilacios
folyamatok finomhangolo szerepét a stressz-memoria kialakulasaban.

Az RNA-seq ¢és a WGBS adatok, azaz a génszintli transzkripcios €és a genomszintii DNS-
metilacids valtozasok kozott kozvetlen lineéris korrelaciot nem talaltunk a stresszekre adott
valaszreakciok soran. Ez az eredmény magyarazhaté azzal, hogy a ndvényi memoria
kialakuldsdban mas, egymassal egyiittmiikodé molekuldris és epigenetikai mechanizmusok is
szerepet jatszanak, amelyek egyittesen befolyasoljak a transzkriptomi valaszt (DOBRANSZKI
et al., 2025; GALLUSCI et al., 2023). A szakirodalom alapjan a sz&razsagra adott valaszként
egyéb epigenetikai mechanizmusokat, példaul specifikus hiszton-metilacids, hiszton-
acetilacios és hiszton-foszforilacios mintazatokat (GUARINO et al., 2022), valamint a nem-
kodold RNS-eket, koztik a mikroRNS-eket (GELAW et al., 2021) is 6sszefliggésbe hoztak mar
a stressz-memoridval. Emiatt a kdzvetlen memoriavizsgélatok sordn a tovabbiakban az RNS-
szekvenalashdl nyert, stabil és validalhaté expresszids eredményekre tdmaszkodtunk, és a

transzkripciés memoriat vettik figyelembe.

3.3. Célgenek kivalasztasa és a transzkripcids adatok validalasa

A novényi transzkripciés memoria a modosult transzkriptom-szintii valaszreakciokon
alapul. Bizonyos reagalo gének egy kezdeti inger hatasara adott szinten kifejezdnek. Az inger
megszinését kovetden vagy fenntartjdk a megvaltozott génexpresszids szintet egy bizonyos
ideig (1. tipusu transzkripcids memoria: tartos indukcid), vagy az inger megsziinését kovetden
visszatérnek az alapallapotba, és ha a novény késdbb ugyanazt az ingert kapja, szignifikansan
eltéré transzkripcios valaszt mutat a ndvényi gén, mint a kezdeti inger hatasara (2. tipusu
transzkripciés memdria: modosult re-indukcié) (OBERKOFLER et al., 2021). A transzkripcids
memoria és az asszociativ. memoria részletes vizsgalatdhoz az omikai adatok alapjan 4
specifikus, stressz-reprezentativ célgént valasztottunk ki, amelyek alkalmasak a

memarianyomok kovetésére:
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e Szérazsag-specifikus markerek: a fellilszabalyozott aquaporin TIP3-2-szer(i (TIP)
gén és az alulszabalyozott MY B24-szerti (MY B) transzkripcios faktor.

e Ultrahang-specifikus markerek: a felilszabalyozott EXORDIUM-szerti 5 (EX)
fehérje és a leszabalyozott ARGOS gén.

Mivel az ultrahang nem volt hatassal a szarazsag-specifikus gének expresszidjara, és a
szérazsag sem befolyasolta az ultrahang-specifikus géneket, megéallapitottuk, hogy a két inger
valdban fuggetlen egymastdl. A pontos RT-qgPCR mérések alapfeltétele a kisérleti kbrilmények
kozott is stabilan expresszalodo referenciagének (haztartasi) kivalasztasa. Mivel a kiilonb6z6
matematikai algoritmusok eltérd6 modon sulyozzdk a génexpresszidés variancidkat, négy
potencidlis referenciagén (UBI, ELO, SEC, GAPDH) stabilitasat vizsgaltuk meg integralt
szoftveres uton.

A BestKeeper algoritmus alapjan az UBI bizonyult a legstabilabbnak, mivel ennél volt a
legalacsonyabb a standard széras (SD = 1,05) és a variéciés koefficiens (CV = 5,21%). Ezzel
szemben a GAPDH mutatta a legnagyobb ingadozast, ami alkalmatlanna tette a normalizalasra.
A geNorm, NormFinder és a Delta Ct modszerek eredményei megerdsitették ezt a rangsort. A
kiilonb6z6 algoritmusok rangsoroldsi értékeinek mértani kézepébdl szamitott komprehenziv
RefFinder mutaté alapjan az UBI (rangsorolasi érték: 1) a legalkalmasabb referenciagén a
vizsgalatokban, igy a tovabbi mRNS-expresszids vizsgalataink soran az UBI gént alkalmaztuk
belso6 kontrollként.

Az eredmények megbizhatosaganak ellenérzése érdekében az mRNS-szekvenalédssal kapott
expresszids adatokat RT-gPCR mérésekkel validaltuk. Az elemzéshez kivalasztott célgének
(ARGOS, CHL, EX, MYB, TIP) expresszios mintdzata mindkét modszerrel azonos iranyd
valtozast mutatott. A két technoldgia altal meghatarozott logaritmikus valtozasi értékek (LFC)
0sszehasonlitasa soran rendkivil erds és szignifikans pozitiv Pearson-korrelaciot tapasztaltunk
(r = 0,881; R? = 0,7761; P < 0,0001), ami igazolja a mérési pontok szoros illeszkedését a
regressziés egyenesre. A Tukey-féle b-teszt alapjan meghatarozott homogén csoportok
vildgosan mutatték az egyes kezelések kozotti szignifikans kiilonbségeket. Az adatok ilyen foku
egyezése ¢és a validalasi folyamat sikere lehetdvé tette, hogy a tovabbi ndvénymintadkban az UBI
referenciagén alkalmazasaval, nagy biztonsaggal végezzilk el a célgének relativ mennyiségi

meghatarozasat és a transzkripcios memoria elemzését.
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3.4. A transzkripciés memoria idébeli dinamikaja

A célgének expresszids intenzitdsdban bekovetkezd valtozasok alapjan megvizsgaltuk a
szomatikus memoria megérzének idétartamat a 2. (S1), az 5. (S2) és a 10. (S3) napon, az
abszoldt kontrollcsoporthoz viszonyitva. A Pearson-féle korrelacié alapjan szignifikans
Osszefuggeést mutattunk ki a 2 napos (MRNS-seq és RT-qPCR adatok) és az 5 napos RT-qPCR
adatok kozott (r = 0,757, illetve r = 0,748). Némileg alacsonyabb (r = 0,647), de tovabbra is
erdsen szignifikans korrelaciot talaltunk az 5 és 10 napos RT-qPCR adatok 6sszehasonlitasakor,

ami statisztikailag is igazolja a transzkripcios memoria jelenlétét.
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4. abra. Memoria-meg6rzés a stressz-ingert kovetd 5. vagy 10. napon. A célgének RT-
gPCR-rel becsult differencialis expresszids logaritmikus valtozasi (LFC) értékei a 2. (S1), az
5. (S2) és a 10. (S3) napon.

A MYB transzkripcios faktor esetében nem volt jelentds kiilonbség a kezdeti ingerre (D, S1)
adott transzkripcids valasz es az 5. napon mért génkifejezodési intenzitas (D, S2) kdzott, ami
arra utal, hogy a névények 5 napig stabilan meg0rizték az emlékezetet (4. abra). Mivel a
génexpresszio idOtartama meghaladta a kezdeti ingert, és az LFC-értékek eltértek az
alapvonaltol, a folyamatban hiszterézis alakult ki, ami 1. tipust (vagy fenntartott indukciés)
memo@riat bizonyit. Ezzel szemben 10 nap elteltével a mért expresszids értékek (D, S3) méar
jelentdsen eltértek a korabbi mérésektol, igy a transzkripciés memoria az 5. es a 10. nap kdzott

elhalvanyult. Pontosabban, a 7. napon az MYB expresszids intenzitasa még mindig eltéréen
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fejez6dott ki az abszolut kontrollcsoporthoz képest (S4), de kisebb mértékben; ezért az
emlékezet még részben fennmaradt.

Ezt timogatja az a megfigyelés is, hogy amikor a névényeket az 5. napon Ujra kezeltiik, nem
volt szignifikans kiilonbség a ,,D és D”, valamint a ,,D és C” kezelési csoportoknal a 7. napon
(S4) mert ertékek kozott; azaz mivel az emlékezet fennmaradt, a szarazsagstressznek vald
ismetelt kitettseg nem valtott ki tovabbi reakcidt. Amikor azonban a kezdeti ingernek vald
ismételt Kitettség a 10. napon tortént (S3) — szemben az MY B expresszids intenzitasanak 6sszes
korébbi mérésével —, pozitiv LFC-értéket figyeltlink meg a 12. napon (S5). Ez alatamasztja
korabbi feltételezéslinket, miszerint az emlékezet tiszta fenntartasa 7—-10 napig tartott, mivel a
10. napon ismételt ingerre a 12. napon jelentdsen eltérd valaszokat kaptunk. Az MYB gén 12.
napon tapasztalt felilszabalyozodasa mogott feltehetéen a névények eltérd fizioldgiai kora és
az ezzel jaro fejlodési sajatossagok allnak (5. abra).

A TIP agquaporin gén szintén az 1. tipusu transzkripciés memoria jeleit mutatta, de a MYB
fenntarthat6sagéval ellentétben a TIP indukcidja nemcsak 5, hanem 10 napig is teljesen
valtozatlan maradt (nem volt szignifikans kilonbség a D kezelési csoport S1, S2 vagy S3
idépontban mért LFC-értékei kozott). A 12. napon azonban a TIP jelent6sen alulszabalyozott
valt, ami azt jelzi, hogy a szarazsag emlékezete nem maradt fenn 12 napig (4. abra). Amikor a
D kezelést az 5. napon megismertiik, a TIP a 7. napon (S4) még mindig feltllszabalyozott volt,
de kisebb mértékben, ami a habituacié (hozzaszokas) vagy familiarizacio jele lehet. Mivel
azonban az emlékezet csak 10 napig maradt fenn, a 12. napon (S5) a TIP jelentds
felulszabalyozasat figyeltik meg a 2. napon mért értékhez képest. Ez azt jelzi, hogy a 10. napon,
a novények érzékenyebben reagaltak az ismételt szarazsag ingerre, mint kordbban, vagyis
szenzitizacids valaszreakcio alakult ki. Az expresszid intenzitasa jelentdsen nagyobb volt a 12.

napon (S5), mint amikor azt fiatalabb, 3 hetes novényeknél alkalmaztuk (5. abra).
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5. dbra Az egyszeri és az ismételt stressz-expozicio hatésa a célgének expresszids
intenzitasara két idépontban. A célgének RT-gPCR-rel meghatarozott differencialis
expresszidja (LFC-értékek) a 2. (S1), a 7. (S4) és a 12. (S5) napon, kiil6nb6z6 kezelések
(ultrahang- és szarazsagstressz) hatasara. Minden LFC-érték az abszolut kontrollcsoporthoz
(C az S1-nél; C és C az S4 és S5 idépontokban) viszonyitva értendo.

Az EX expresszios intenzitasanak eredmeényei az ultrahangos (US) kezelési csoportban azt
mutatja, hogy a fellillszabalyozas mértéke ndvekedett a 2. naptol az 5. napig. Ugyanakkor a 10.
napon (S3) az EX célgén még mindig felllszabalyozott volt, de kisebb mertékben az S1 és S2
idépontokban mért értékekhez képest. Ez jelzi, hogy az US-re adott génexpresszids valasz
iddbeli késéssel kovetkezett be, de a tartds hatas 10 nap utén is megfigyelhetd volt, ami e célgén
tartds indukciojara (1. tipusu transzkripciés memoria) utal (4. abra). A 7. napon (S4) nem volt
thlzott reakcié az ismételt ingerre (US és US), mivel nem tortént jelentds feliilszabalyozas az
EX célgénben; ezért a névények megtanulhattdk és megjegyezhették, hogy figyelmen kivdil
hagyjak a két ingert, és lecsendesitették valaszuk intenzitasat (familiarizacio). A 12. napon
azonban valtozas allt be az US-re adott reakcio irdnyaban, mivel az EX expresszios intenzitasa
alulszabalyozotta valt, ami arra utal, hogy az inger emlékezete a 10. napra teljesen torl6dott (4.
abra). Ezt alatamasztja az a tény, hogy a 10. napon megismetelt US-kezelés a 12. napon (US és
US, S5) az EX gén olyan fellilszabalyozasat okozta, amely nem tért el szignifikansan a 2. napon
mért LFC-értékektdl. Ebben az esetben — a TIP-pel ellentétben — a ndvény kora vélhetéen nem

befolyasolta a valasz intenzitasat (5. abra).
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Az ARGOS tekintetében az US kezelésnél az S2 és S3 idépontban mért LFC-értékek nem
tértek el szignifikansan egymastdl, azonban jelentdsen kiilonboztek az S1-nél mért értéktdl. Ez
az eredmény arra utal, hogy az ARGOS esetében az US kezelésre adott valaszként 10 napon
keresztul tartds indukcio esete all fenn (4. abra). Ha az ismételt US inger ezen a 10 napos
id6intervallumon beliilre esett, akkor a vélasz intenzitasa mind irdnyaban, mind erdsségében
megvaltozott (S4). Ugyanakkor a 12. napon az US kezelésre adott valaszként mért LFC-értek
szignifikansan eltért a korabbi mérésekt6l, ami azt sugallja, hogy az emlékezet a 10. napra
torlodott. Az ismételt US inger a 10. napon az S1-nél tapasztalthoz hasonl6 valaszt valtott ki a
12. napra, vagyis az ARGOS 0jboli alulszabalyozasat. Az ARGOS expresszids viselkedese az
ismételt US-hatasra valaszul 2. tipust transzkripciés memdriara (modosult re-indukcio; -/+)
utal (BALAZADEH, 2022; OBERKOFLER et al., 2021) (5. abra).

Esetenként az emlékezet fenntartasa gatolhatja a regeneracios folyamatot vagy lelassithatja
a novény fejlédését; maskor viszont eldnyds a mar egyszer megszerzett informacid tarolasa,
hogy sziikség idején maximalizalhato legyen az egyed ratermettsége. Az emlékezet idébeli
aspektusait tanulmanyozva DING és munkatarsai (2012) arrdl szamoltak be, hogy a
kedvezdtlen ingereknek valod korabbi kitettség lehetdséget adott a ndvényeknek e tapasztalat
megjegyzésére két gén megnovekedett transzkriptum szintje révén révid ideig (5 napig), majd
7 nap utan ez az emlék torlddott. Ez alatamasztja eredményeinket, miszerint a ndévenyek
transzkriptomi szinten képesek rovid ideig (7—10 napig) emlékezni a multbeli eseményekre.

A fiziologiai kor, amelyben a névények az ingernek ki vannak téve, meghatarozhatja az
emlékezet kialakul&sat és fenntartasanak idotartamat. A védekezésre és ndvekedésre forditott
er6forrasok atcsoportositasa révén a jovobeli stresszvalaszok koltségeinek minimalizalasa
érdekében a fiatal novények szamara elonyds lehet a memoriafenntartdsba vald befektetés
(HOUT et al., 2014). Amig a fas szart névényeknél ismert a tdbb honapig vagy évig tartd,
hosszl tavii memoéria az el6z6 évi ragasi karok ,,kezelésére” (NYKANEN és KORICHEVA,
2004), addig az egynyari novények foként a rovid tavii memoria kialakitdsaba fektetnek a
viragzas el6tt, minimalizalva ezzel energetikai koltségeiket a sikeres szaporodas érdekében
(HILKER et al., 2016). A mi kiseérleti rendszerlinkben az ultrahang ingerre az ARGOS és EX
gének 10 napig emlékeztek, a szarazsag esetében az MYB csokkent expresszidja 7 napig, mig

a TIP fokozott expresszidja 10 napig tartott.
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3.5. Asszociativ transzkripciés memoria

A kereszt-akklimatizacié (cross-acclimation) olyan ko6zos jelzéutvonalakon alapul,
amelyeket kiilonb6z6 tipusu stresszhatasok is aktivalhatnak. Azonban a kereszt-priming (cross-
priming) lehetéségének szigoru kizarasa érdekében a célgéneket tigy valasztottuk ki, hogy
eltéré expresszids mintazatot mutassanak a két jelre (US és D): az mRNS-szekvenalas alapjan
(S1) kizérdlag az egyik stimulusra reagéltak, a mésikra pedig egyaltalan nem. Asszociaciot
akkor feltételeztink, ha a kombinalt tréning (US+D kezelés) utan a kondicionalt inger (CS)
ugyanolyan génexpresszids valaszt valtott ki, mint amilyet a masik, feltétlen inger (UCS)
hatasara észleltek, vagyis egyértelmi feltételes valaszt (CR) detektaltunk. A vizsgalt négy
célgén kozil hdrom — a TIP, az MYB és az EX — egyértelmiien bizonyitotta a novények
asszociativ tanulasi képességét a 7. napon (S4).
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6. abra A célgének expresszids intenzitdsanak valtozasai az ismételt ingerlés hatasara,

kombinalt tréninget (kondicionalast) koveten. A célgének RT-gPCR-rel becsult differenciélis
expresszids logaritmikus valtozasi (LFC) értekei a 2. (S1, az abszolut 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 utan 7 nappal mért
érték) viszonyitva értendok.
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A TIP expresszidja szignifikansan fellilszabalyozott volt a szarazsag (D) hatasara az S1
idépontban, mig az ultrahang 6nmagaban semmilyen valaszt nem valtott ki (semleges inger) (4.
abra). A kombindlt tréning (US+D), majd a nodvények kezdetben semleges ingernek, az
ultrahangnak (CS) valo kitétele utan az ultrahang énmagaban is kivaltotta a TIP szignifikans
felulszabalyozasat a 7. napon (S4). Az elért expresszios értéek nem tért el szignifikansan sem az
S1-nél mért tiszta D-kezelés LFC-értékétél, sem az S4-nél mért ,,US+D és D” kezelés (a
szarazsag megismétlése a kombinalt tréning utan) LFC-értékétol. Ezért ez az inger sikeresen
kivaltotta a feltételes valaszt (CR). Bar az expresszids intenzitasok éertékei kozott szamszaki
kilénbség volt, a két csoport (US+D és D, valamint US+D és US) statisztikailag nem tért el
szignifikansan egymastdl. Ez a megfigyelés azt bizonyitja, hogy a novények a kombinlt
tréningnek koészonhetéen képesek voltak megjegyezni a két inger kozotti asszocidciot, €s
transzkriptomi szinten megfelelé proaktiv valaszt adtak, feliilszabdlyozva a TIP-et a
kondicionalt inger (CS) és az ultrahang alkalmazasa utan az 5. napon (6. abra).

Ugyanezt a logikat kdvetve az ultrahang a MYB gén esetében is sikeresen kondicionalt
ingerként (CS) szolgalt. A molekuléris adatok alapjan az ultrahang az S1 idépontban nem volt
hatdssal az MYB génexpressziojara, mig a szarazsag a célgén intenziv alulszabalyozasat
valtotta ki (4. dbra). A kondicionalas (US+D) utan — a TIP-hez hasonl6an — az ultrahang (US)
onmagaban is kivaltotta a feltételes vélaszt (CR). Az asszociativ. memdria létezése
egyértelmiien bizonyitott, mivel statisztikailag teljesen ugyanazt az expresszids intenzitast
mértik (nem volt szignifikans kilénbség) a 7. napon (S4), amikor a kondicionalt ndvények az
5. napon szarazsagkezelést (US+D és D) vagy ultrahangos kezelést (US+D és US) kaptak (6.
abra).

Forditott inger-asszocidcioban az EX gén esetében a sz&razsag (D) szolgalt semleges jelként
(CS), az ultrahang (US) pedig feltétlen ingerként (UCS) funkcionalt, mivel az US-jel az EX
szignifikans felllszabalyozasat okozta (4. abra). Az EX expresszids intenzitasai, amelyek az
, USHD 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 az 5. napon —, szignifikdnsan
eltértek egymastol a 7. napon (S4). Feltételezhetéen ez a kiilonbség az ultrahangra adott
késleltetett valasznak tudhat6 be, mivel az EX az 5. napon (S2) eleve tulexpresszalddott a 2.
napon (S1) mért eredményekhez képest. Ett6l fiiggetleniil a 7. napon (S4) az US+D-vel
treningelt novenyek szarazsagkezelése (US+D és D) az EX szignifikans felulszabalyozasat
okozta, ami egyértelmiien arra utal, hogy a szarazsag sikeresen kivaltotta a feltételes valaszt

(CR), igazolva az asszociacio kialakulasat (6. abra).
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Ezzel szemben az ARGOS tekintetében, bar az US és az US+D kezelések esetében sikerlt
kimutatni a szomatikus transzkripcios rovid tava emlékezet fenntartasat (4. és 5. abra), nem
talaltunk bizonyitékot a két inger kozotti asszociacio kialakuldsara. Ezen hipotézis alapjan azt
kellett volna tapasztalnunk, hogy a 7. napra (S4) a kondicionalas utan a szarazsag (CS) kivaltja
a feltételes valaszt (CR) (az ARGOS alulszabalyozasat), de az eredmények ettdl teljesen eltérd
mérték és iranyl expresszids szinteket mutattak, igy ebben az esetben asszociacio kialakulasa

nem feltételezhetd.
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4. Az értekezés Uj tudomanyos eredményei

A Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom paradicsomon végzett molekularis vizsgalatok

eredményeként a ndvényi stressz-memoria teriletén az alabbi Uj tudomanyos megallapitasok

keriltek rogzitésre:

1.

Az RNA-seq és WGBS adatok integralt elemzésével igazoltam, hogy a Micro-Tom
paradicsomfajta transzkriptom és DNS-metilacios valaszai szignifikans, stressz-specifikus
eltéréseket mutatnak. Sikerult feltirnom azokat az egyedi molekularis mintazatokat,
amelyek bizonyitjak, hogy az alkalmazott ingerek nem csupan altalanos stresszvalaszt,
hanem az inger tipusatol fiigg6, jol elkiilonithetd génatirasi és DNS-metilacios valtozasokat
indukéltak. Kimutattam, hogy a transzkriptomikai és DNS-metilacios valtozasok kdzott
nincs kozvetlen korrelacio.

Kutatdsom sordn igazoltam egy molekularis szinti ,,pufferhatas” meglétét, amelyen
keresztiil az ultrahangos eldkezelés képes modositani a késdbbi szarazsagstresszre adott
valaszt. Eredményeimmel bizonyitottam, hogy ez a folyamat mérsékli a szarazsag-
specifikus transzkriptom-eltolodast, ami kdzvetlenul alatdmasztja az ultrahang funkcionalis
priming (felkészitd) szerepét.

A transzkriptomikai vizsgalatokkal igazoltam a ndvényi memoria létezeését molekuléris
(transzkriptomikai) szinten, bizonyitva, hogy az alkalmazott kezelések nem csupan
atmeneti reakcidkat, hanem rovidtavd, intrageneracios emlékezetet valtottak ki.

A folyamat id6beli lefutasat elemezve Kimutattam a szomatikus transzkripciés memoria
dinamikajat, és meghataroztam, hogy a vizsgalt markergének esetében a memoria
fennmaradasa egy 7—10 napos idéablakra korlatozodik. Ezzel parhuzamosan elkulonitettem
a memoria keét tipusat — a fenntartott indukcios (1. tipus, MYB, TIP, EX) és a modosult re-
indukcios (2. tipus, ARGOS) memoriat.

Rovid tavu kondicionalassal bizonyitottam a novényi asszociativ memoria létrejottét,
feltarva, hogy egyetlen tréningperiodust kovetden az adott gén expressziojat nézve a
semleges inger onmagéaban is képes kivaltani a feltétlen ingerre jellemzd specifikus
génexpresszios valaszt. Eredményeimmel azt is alatdmasztottam, hogy ez az asszociacios
folyamat ingerfiiggd modon alakul ki.

Azonositottam a molekularis habituaciot mint adaptacios stratégiat, mivel a memdria-
idéablakon (10 napon) beliil fellépd ismételt stressz a TIP gén esetében mérsékeltebb

génexpresszios valaszt valtott ki, lehetové téve a felesleges energiaveszteség elkerdilését.
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Ezzel szemben igazoltam, hogy a transzkriptomi emlékezet elhalvanyulasat kovetéen (10.
nap) egyfajta molekularis szenzitiz&cid Iéphet fel, amely soran az ismételt inger mar extrém
mértékli génexpresszios valaszt indukalhat. Ez a kett6sség arra utal, hogy a korabbi tanulasi
folyamat modositotta a ndvény valaszképességét, ahol a valasz jellege az elsd ingertdl eltelt

1d6 fiiggvényében valtozott.
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5. Az eredmények gyakorlati hasznosithat6saga

A kutatds soran feltart molekularis mechanizmusok és transzkripcios valaszreakciok
ismerete lehet6séget ad a novényi stressz-memoria folyamatainak tudatos befolyasolasara,
megalapozva az aldbbi, a mezdgazdasagi gyakorlatban alkalmazhat6 eredményeket ¢és
javaslatokat:

1. Az ultrahangos kezelés igazolt priming hatdsa lehetéséget ad egy nem-invaziv és
vegyszermentes technologia kidolgozasara. Az ultrahang kezelés alkalmazhatd a
szarazsagstressz okozta fizioldgiai karok mérséklésére, javitva a novények tuléleési eselyeit
és hozamstabilitasat aszalyos idészakokban.

2. Az asszociativ tanulas bizonyitdsa lehetévé teszi olyan prediktiv védekezési stratégidk
kialakitasat, ahol egy kénnyen kontrollalhato ingerrel (pl. specifikus rezgés vagy ultrahang)
aktivalhat6 a novények belsé védekezé mechanizmusa még a tényleges, rombol6 hatasu
stressz (pl. aszaly) bekovetkezte eldtt.

3. A meghatéarozott 7-10 napos transzkripciés memdria-intervallum alapjan optimalizalhat6 a
stresszkezelési protokollok id6zitése. A mezOgazdasagi gyakorlatban ez segitséget nyUjt az
ismételt kezelések vagy az ontézési ciklusok hatékonyabb tervezéséhez, elkeriilve a
novények habitudcidjat (hozzadszokasat) vagy éppen Kkihasznalva a szenzitizacio
(érzékenyités) elonyeit.

4. A transzkripciés memdria és a DNS-metilaciés mintazatok kozotti kapcsolat feltarasa
hozzéjarulhat a , stressz-emlékezettel” rendelkezd, ellendllobb fajtdk szelekciojahoz. Az
azonositott markergének (pl. TIP, EX) alkalmasak lehetnek a ndvények ,,tanithatosdganak™
és stressztlird képességének molekularis szintli nyomonkovetésére.
szerek hasznalatat, mivel a ndvényi memdria aktivalasa természetes Uton javithatja a
novény kornyezeti alkalmazkodasat.

6. A molekularis habituacio azonositasa jelent6s gyakorlati relevanciaval bir, mivel igazolja,
hogy a novények kondiciondladsa révén megeldozhetd az ismételt stresszhatdsok okozta
felesleges energiaveszteseg és metabolikus kimerulés. Ez a felismerés utat nyit a precizios
novénykondicionaldsi technologiak elétt, ahol a kornyezeti valaszkészség célzott
finomhangolasaval stabilabb hozam és fokozott stressztlirés érhetd el a szantofoldi

termesztésben.
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