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A fik rendkiviili élettartama evoliicids és sejtbioldgiai szempontbdl is
kiilonleges jelenség, hiszen a sejtek osztdddsainak melléktermékeként
megjelend mutdciék az évek sordn felhalmozddddva a sejtek miikodé-
sének fokozatos leépiiléséhez vezethetnek. Ennek ellenére a fik hosszi
életiik sordn is megdrzik genomjuk stabilitdsdt, ami a csicsriigyekben
taldlhaté dssejtek sajdtos osztéddsi dinamikdjdnak koszonhetd. Egy
friss, teljesgenom-szekvendldsi vizsgdlat adatait ijraelemezve, valds
mutdcids mintdzati példdkon keresztiil mutatjuk be, hogy a fik dssejtjei
milyen dinamikdt kovetnek annak érdekében, hogy minimalizdljdk az
osztéddsaik szdmadt.

Bevezetés

A szovetes novények (Tracheophyta) élettartama rend-
kiviil szerteagaz6. Taldlkozhatunk egynyari fajokkal (pl.
kukorica, gorégdinnye, zo6ldborsd), illetve olyanokkal,
amelyek tobb szaz, akar tobb ezer évig is képesek élni (pl.
egyes tiileveliiek). Erdekes azonban, hogy fejlédésiikben
ezek a novények nagyon hasonldéak. Mindegyikiik haj-
tasanak cstcsan taldlhat6 egy cstcsriigy (apikalis riigy),
melyben egy merisztéma nev{i paranyi szévet tartalmaz-
za a novény &ssejtjeit. Ossejteknek nevezziik azokat a
differencialatlan sejteket, amelyek osztédassal képesek
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akar Ujabb &ssejteket vagy differencialt (specifikusabb)
sejteket 1étrehozni. Ezek az Gssejtek biztositjak a novény
élethosszig tarté novekedését, valamint az oldalriigyek
(axillaris riigyek) kialakulasat. A riigyekbdl fejlédnek
ki az 4j hajtasok, viragok és termések, vagyis a novény
majdnem minden sz6vete végsS soron a csicsriigyek Gs-
sejtjeibdl szarmazik. Kivételt képeznek a gyokérszove-
tek, melyek a gyokércsucsok Gssejtjeibdl szarmaznak. Az
Ossejtek tehat kulcsszerepet jatszanak a novény fejlodé-
sében, de egyben hordozzak annak veszélyét is, hogy az
évek soran genetikai hibak, mutdciék halmozdédhatnak
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fel benniik. Ez pedig az &ssejtek eloregedéséhez és a be-
16liik szarmaz6 szovetek leromldsahoz vezet.

Egyetlen év alatt egy fa 4gan szamos 4j oldalriigy ke-
letkezik. Ezek szerkezetileg azonosak a csucsriigyekkel,
hiszen barmelyikben megvan a képesség, hogy 0j hajtast
(agat) inditson, és igy maga is csucsriiggyé valjon. Tobb-
ségitk mindaddig alvé allapotban marad, amig hormona-
lis vagy kornyezeti jelek (példaul az eredeti csticsriigy sé-
riilése) névekedésre nem késztetik. Minden 4j oldalriigy
létrejotte ezért a csticsriigy Ossejtjeinek osztddasat igény-
li. Bar az osztddas soran fellépé DNS-replikacié rendki-
viil pontos, idénként mégis hiba csuszik a folyamatba,
elromlik az eredeti bazissorend, azaz mutaciok jelennek
meg. Azt gondolnank, hogy egy tobb szaz évig é16 fa ha-
talmas mennyiségli mutaciét gyijt, azonban a kisérleti
tapasztalat nem ezt mutatja. Egy néhany éve megjelent
tanulmanyban [1] egy 234 éves tolgyfa két agarol vett
levélmintak génallomanyat szekvenaltak (azaz olvastak
le a genetikai informacidikat). Ebbdl kidertiilt, hogy a két
ag kozott csupan néhany tucatnyi (de legfeljebb 50) mu-
tacios eltérés talalhatd. Hogyan lehetséges az, hogy egy
fa tobb évszazadon keresztiil képes meg6rizni genomja-
nak stabilitasat, mikozben folyamatosan novekszik és Gj
szoveteket hoz létre? A tolgyfa genomja kb. 0,8-10° bazis-
par hosszusagu. Ezt beszorozva a kb. 0,3-107°/bazispar
osztddasonkénti mutaciés gyakorisaggal kapjuk, hogy az
egy sejtosztodasra jutdé mutacidk szama koriilbeliil 0,24.
Ha mindkét ag a szétvalasuk ota legfeljebb 25-25 muta-
ciot halmozott fel, akkor az azt jelenti, hogy az Gssejtjeik
legfeljebb 25/0,24 = 100 sejtosztédason mentek keresz-
tlil. Ez dobbenetesen kevés ahhoz képest, hogy ezalatt
az id6 alatt akar tobb ezer oldalriigy képzddhetett. Fel-
mertiil a kérdés, hogy milyen kiilonleges osztddasi dina-
mikat kovetnek az Gssejtek, hogy ily mértékben képesek
minimalizdlni az osztddasaik szamat és ezzel egyiitt a
mutaciék felhalmozodasat.

Ezt akérdést mindmaig nem sikeriilt teljes mértékben
megvalaszolni, mivel a cstcsriigy Ossejtjeinek nyomon
kovetése rendkiviil nehéz feladat. Az Gssejtek morfolo-
giailag alig kiilonboztethet6k meg a kornyezé sejtektdl,
ezért az azonositasukhoz specialis molekuldris jelol6kre
van sziikség, amelyekkel az Gssejtekre jellemz6 génexp-
resszi6 kimutathat6. A mikroszképos vizsgalatokhoz
pedig metszetek készitése sziikséges, ami a szovetek ron-
csolasaval jar.

Mutaciok, sejtvonalak azonositasa

Az elmult évtizedekben hatalmas fejlédés ment végbe a
génszekvenalasi technolégidkban. Ma mar gyorsan, ol-
cson és viszonylag egyszeriien tudunk teljes genomokat
szekvenalni (leolvasni), ami koriabban elképzelhetetlen
mennyiségl adatot eredményez. Mindezeket optimali-
zalt algoritmusokkal er6s szamitégépeken hatékonyan
tudjuk feldolgozni, igy ma olyan kérdéseket is vizsgal-
hatunk, amelyek korabban technikailag elérhetetlenek
voltak. Ennek koszonhet6en kutathatjuk a novényekben

felhalmoz6dé mutacidkat, hogy visszakovessiik azok
eredetét egészen a kiinduldsi (csirazaskori) Gssejtjeikig.
Mivel a novényekben minden sejt Gssejtekbdl keletkezik,
egy Ossejtben bekovetkez6 mutacié minden leszarmazott
sejtre 4toroklédik, és minden 4j Gssejtmutacid egy-egy
kiilon sejtvonalat hoz létre. A mutacidk igy kozvetlen le-
nyomatai az Gssejtek osztddasi dinamikajanak és leszar-
mazasi torténetének. Az igy kirajzol6do sejtvonalminta-
zatokbodl kovetkeztetni lehet a cstcsriigyek Ossejtjeinek
szamara, osztodasi mechanizmusaira, valamint arra is,
hogy hany kiilénboz6 6ssejt jarul hozza példaul egy 4j ol-
dalriigy kialakitasahoz. A mutaciok feltérképezése tehat
lehet&séget teremt arra, hogy feltarjuk az egyed fejlédési
torténetét — hasonldéan ahhoz, ahogyan a fajok genetikai
mintazatai segitségével tarhato fel az él6vilag torzsfejlo-
dése, csak itt mindez egyetlen él6lényen beliil torténik.

A tobbsejti allatok (és az emberek) esetében meg szo-
kas kiilonboztetni a testi (szomatikus) sejteket a csiravo-
nal sejtjeit6l. Az 6rokl6dés szempontjabol nem mindegy,
hogy melyikben milyen mértékben halmozdédnak a mu-
taciok. Eppen ezért a csiravonal, mely a himivarsejteket
és petesejteket tartalmazza, koran elkiiloniil a szomati-
kus sejtektdl. A novények esetében azonban nem tudjuk,
létezik-e egyaltalan elkiiloniilt csiravonal [2]. De ennek
nincs is jelentésége, hiszen ha létezne is csiravonal, a sejt-
jei a tobbi Gssejthez hasonlban kellene hogy kovessék a
riigyek keletkezését annak érdekében, hogy minimali-
zdljak a mutaciok felhalmozo6dasat. Ennek kovetkeztében
akar generativ Gton (magképzddéssel), akar vegetativ
uton (példaul hajtasokkal, mint a rézsa, vagy indakkal,
mint a szamoéca) szaporodik egy ndvény, viszonylag ke-
vés mutaciot orokit at az utédokra.

Az elmult években megjelent néhany tanulmany, ami
kiilonboz6 novények mutacioit vizsgalta. A tanulméanyok-
ban rendre a névények valamilyen differencialt szovetét:
levelet, riigyet, termést szekvenaltak. Egy ilyen vizsgalat
soran az adott mintaban nem egy-egy sejt genetikai kod-
jat hatdrozzak meg, hanem tobb sejtét osszekeverve. Ez
képet adhat arrdl, hogy a minta milyen tipusa Gssejtek-
bl keletkezhetett, és legaldbb hany Gssejt jarult hozza a
mintahoz tartozd szovet képzéséhez. Fontos megemli-
teni, hogy a riigyek merisztémaiban hdrom Gssejtréteg
kiilonboztetheté meg. Az L1 réteg a névény felszinét bo-
rit6 epidermiszt hozza létre, az L2 f6ként az epidermisz
alatt talalhatd, kloroplasztban gazdag mezofillumsejteket
adja, mig az L3 a szar- és szallitoszovetek (xilém és floém)
fejlodéséért felel6s. Bar ezek a rétegek morfologiailag
elkiiloniilnek, nem ismert, hogy mennyire dnfenntartd-
ak, esetleg cserélédnek-e sejtek a rétegek kozt. Korab-
bi tanulméanyokbdl kideriilt, hogy a levél mind a harom
Ossejtréteg leszarmazottjait tartalmazza, a termés héja
az L1 rétegbdl, a termés husa pedig az L2 rétegbdl ere-
deztethet6. Ha tehdt egy levélmintat szekvenalunk, és
elemezziik a mutaciéit, legalabb harom Gssejt leszarma-
zottaival fogunk taldlkozni. Azért legalabb harom, mert
lehet, hogy egy sejtrétegbdl két vagy tobb genetikailag
kiillonboz6 Gssejt is hozzajarul a szdvet kialakitdsahoz.
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Mindezt Ggy tudjuk meghatarozni, ha azonositjuk a
minta DNS-ében fellelheté mutaciékat. Ehhez el8szor a
sejtek DNS-ét ki kell nyerni, majd szekvenalni (leolvasni
a bazissorrendet). A szekvenalasi folyamat soran a DNS-t
rovid részekre vagjuk. Ezeket a rovid DNS-szakaszokat
nevezziik olvasatoknak (read-eknek). Itt fontos kiemelni,
hogy kiilonbség van akozott, hogy egy eddig ismeretlen
é16lény DNS-ét akarjuk meghatarozni, vagy egy mar is-
mert DNS-sel (referenciagenommal) akarjuk Osszeha-
sonlitani a mintdnkat. Az el6bbi esetben altalaban minél
hosszabb (néhany ezertdl szazezer bazisig) szakaszokra
vagjuk a genetikai allomdnyt, az utébbiban altalaban
rovidebb (50-500 bézis) szakaszokra, amit felsokszoro-
situnk. Ezutan az elvagott és felsokszorositott szakaszok
bazissorrendjét kiilonbozé technikdkkal meghataroz-
zuk. A muticidk azonositasahoz mar ismerjiik az eredeti
béazissorrendet, amit a referenciagenom tartalmaz. Ezzel
hasonlitjuk 6ssze a mintink DNS-eit.

A mutaciék azonositdsa azonban nem trivialis feladat.
A sok kis DNS-olvasatot, aminek mar tudjuk a bazissor-
rendjét, kiilonb6z6 algoritmusokat haszndlva alegjobban
illeszked6 helyre tessziik a referencidaban. Ez nagyjabol
annak felel meg, mint amikor egy mondat helyét szeret-
nénk megtalalni egy szovegben azzal a kiilonbséggel,
hogy itt betiik és irasjelek helyett négyféle (A, T,G,C jelid)
bazis valtakozik, és a mutacidk miatt a rovid mondatok
(olvasatok) nem minidig egyeznek meg teljes mértékben
a szoveg megfelel6 mondataval. A felsokszorositas és a
tobb sejtet tartalmaz6 mintavétel miatt minden genomi
poziciét tobb ilyen olvasat fog lefedni. Ezek koziil lesz
olyan, amimeg fog egyezni a referenciaval, masok viszont
eltérést fognak mutatni. Az eltérések jelentik a lehetséges
mutaciokat. A mutacio lehet egy vagy tobb bazis kicseré-
16dése, egy néhany bazis hosszlsagu szakasz kitorlédése
(delécidja) vagy beékel6dése (inzercidja), illetve bonyo-
lultabb, teljes kromoszomat éré elvaltozas. A mutacidk
el6fordulasi gyakorisiganak jellemzésére bevezethetjiik
avarians allélfrekvenciat (VAF) mint a mutaciét tamoga-
t6 olvasatok részaranyat az adott genomi pozicion.

Idealis esetben, ha egy diploid (egy anyai és egy apai
kromoszoémakészletbdl all6) genomban megjelenik egy
mutacio, az VAF = 0,5 értéket adna, hiszen egy mutacid
altalaban csak az egyik kromosz6mat (apai vagy anyai)
érinti. A valésagban azonban ritkan beszélhetiink idealis
esetr6l. Nagyon gyakran el6fordul az, hogy rossz a refe-
renciagenom, nem j6 minéségliek az olvasatok. Az illesz-
tés soran is nagyon sok miitermék keletkezhet, példaul ha
egy génszakasz tobb azonos vagy hasonlé példanyban is
megtalalhaté a genomban.

Korabbi adatsor elemzése és néhany
sejtvonal meghatarozasa

Nemrégiben megjelent egy tanulmany [3], amelyben a
szerzOk egy barackfa hét kiilonboz6 agardl gydjtottek
mintakat (I. dbra, fels6), és mindegyikb6l harom szove-
tet — a termés héjat, husat és a kozeli levelet - szekvenal-
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1. dbra. Fels6 kép: a vizsgalt fa fizikai szerkezete szamozott dgakkal,
a mintavételek helyével. Als6 kép: az emlitett muticiok alkotta sejt-
vonalak behelyezve a valds faba. A berajzolt sejtvonalak nem keresz-
tezik egymast

tik. Igy Osszesen 21 minta teljes genomjat vizsgaltak,
amelyek mind t&bb sejtbdl alltak. Mi az eredeti adathal-
mazt Gjrafeldolgoztuk: az olvasatokat Gjraillesztettiik a
referenciagenomhoz, majd azonositottuk és kiszirtiik az
ismétl6do régiokat (amik a teljes genom mintegy 40%-at
tették ki).

Az elemzés soran tobb szaz mutaciot talaltunk, ame-
lyek kiilonb6z6 mintazatokat mutattak. Az els6 kategori-
aba azok a mutaciok tartoztak, amelyek kizardlag egyet-
len mintaban fordultak el6 - vagyis csak egy levélben,
egy gyimolcshusmintdban, illetve egy gylimolcshéjmin-
taban voltak kimutathaték. Ezek a muticiék nem érde-
kesek a szamunkra, mert lehet, hogy a szévet kialakulasa
soran a mar differencialt sejtekben jottek létre. A tobb
mintaban is el6fordulé mutaciok viszont nagy valészind-
séggel mar az Gssejtekre jellemzok.

Azonositottunk olyan mutdciokat, amelyek csak egy
adott aghoz tartoznak, de az adott 4g mindhdrom minta-
jaban jelen vannak (és igy feltehet6leg az L2 Ossejtréteg-
bél szarmaznak). Ezek mar hordozhatnak informdaciot
arrol, hogy egy-egy szovetet hany Gssejt és milyen arany-
ban hoz létre.

De a legérdekesebbek azok a mutaciok, amelyek tobb
agrol vett mintaban is megtalalhatoak, mert ezek felte-
het6leg még azel6tt jelentek meg az Gssejt-populacidban,
hogy az adott agak elkiiloniiltek volna egymastdl. Ezeket
mar érdemes Osszevetni a barackfa fizikai szerkezetével.
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Talaltunk példaul két olyan mutdciot, amelyik a 6-os és
7-es 4g mindegyik mintdjaban jelen van, ami arra utal,
hogy ezek még azel6tt keletkeztek, hogy a két ag elvalt
volna egymastdl (I. dbra, alsd, piros sejtvonal). Ugyan-
akkor talaltunk olyan eseteket is, ahol a mutaciék nem
kovetik a fa fizikai szerkezetét. Két mutaci6 (1. dbra, also,
sarga sejtvonal) példaul minden 4gban megtalalhaté volt,
kivéve a 7-est, ahol egyik mintdban sem jelent meg. Ez
arra utal, hogy az a sejtvonal, amelyben a mutacié kelet-
kezett, nem vett részt a 7-es ag kialakitdsaban - vagyis a
kiilonb6z6 agak eltérd Gssejt-populaciokbol szarmaznak.
Hasonl6 a helyzet masik két mutdciéval (1. dbra, also, li-
las sejtvonal), amelyeket kizardlag a 2-es és 3-as agban
talaltunk meg, de az 1-esben nem.
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2. dbra. Kilonb6z6 merisztémaosztodasi tipusok. Bal széls6 dbra: min-
den Gssejt osztodik az apikalis merisztémaban, ami azt eredményezi,
hogy az 4j axillaris merisztéma Osszetétele meg fog egyezni az apikalis
merisztéma Gssejtjeivel. Kozéps6 abra: az apikalis merisztéma Gssejtje-
ib6l csak néhany, példaul kettS a hétbdl vesz részt az Gj axillaris merisz-
téma képzésében. Ha az egyik kivélasztott sejt mutalt, a muticié maga-
sabb allélfrekvenciaval jelenik meg az Gj 4gon. A jobb széls6 dbran az (j
axillaris merisztémat véletlenszertien éppen olyan Gssejtek hozzak létre,
amelyek nem tartalmazzdk a mutdciot, ezért az 4j 4gon a muticié nem
lesz kimutathat6

Hogyan tudjuk megmagyarazni ezeket a mintdza-
tokat? Naivan azt gondolhatnank, hogy a csucsriigyben
talalhatd apikalis merisztéma Osszes Ossejtje részt vesz
minden 4j riigy létrehozasdban (2. dbra, bal sz€ls6), de az
adatok mast mutatnak. Az allélfrekvenciak elemzése sze-
rint csak néhany, de nem az Osszes Gssejt jarul hozza egy-
egy riigy kialakuldsdhoz. Ennek magyardzata: ha példaul
az apikalis merisztéma 7 Gssejtbdl all, melyek koziil egy
mutalt, akkor minden 4j sz6vetben a muticié varhatd
allélfrekvencidja 0,5/7 = 0,07 lenne (azaz 150-szeres le-
fedettség mellett koriilbeliil 10 olvasatban jelenne meg).
A mért allélfrekvencidk azonban ennél jéval magasab-
bak, ami arra utal, hogy a riigyképzéshez valdjaban csak
az Ossejtek egy kis része jarul hozza. Tegyiik fel példaul,
hogy 7 6ssejtb6l mindossze kettd vesz részt egy 1j ag ki-
alakitasaban. Ekkor két eset lehetséges:

o ha a két Gssejt koziil az egyik hordozza a mutaciot,
akkor a varhaté allélfrekvencia 0,5/2 = 0,25 (2. dbra,
koz€psd);

o ha egyikiikk sem mutalt, akkor a muticié nem jelenik
meg az Uj agban (2. dbra, jobb széls6).

Ez jol magyarazza, miért taladlunk sok mintaban ma-
gas allélfrekvenciaval egy adott mutacidt, mashol pedig
(akar a fa fizikai szerkezetével latsz6lag nem Gsszeegyez-

tethet6 modon) miért tlinik el. Felmeriilhetne, hogy a
hianyz6é mutaciok oka a visszamutacio, azaz az eredeti
bazissorrend visszaallasa egy Gjabb mutdci6 hatasara, am
ennek valoszintisége rendkiviil kicsi, mi pedig elég gyak-
ran talalkozunk ilyen jelenséggel.

Hogyan tudjuk megadni azt a minimum G&ssejt-
szamot, ami kialakitja az 0j riigyet? Minden mutacié
ugyanabban a 21 mintdban lett azonositva, ezért a mu-
taciés mintazatoknak egyszerre kell teljesiilniiik. Ha
példaul taldlunk egy mutdciét, ami megjelenik a 2-es
és 3-as agban, de nem jelenik meg az 1-es dgban, ezzel
parhuzamosan pedig taldlunk egy mutaciét, ami megje-
lenik mindharom 4gban, az csak Ggy lehet, ha tobb sejt-
tipus alakitja ki az dgakat. Ezzel a modszerrel az 0sszes
mutaciét figyelembe véve megadhatjuk a minimum
Ossejtszamot, ami képzi a riigyeket. Eddigi tapaszta-
lataink szerint ez a szam nagyon kicsi, minden Gssejt-
rétegbdl csak néhdny sejt jarulhat hozza az Gj riigyek
képzéséhez.

A megfigyeléseinkbdl azt a kovetkeztetést vonhat-
juk le, hogy a novények ugy csokkentik az &ssejtosz-
tédasaik szamat, hogy riigyképzésnél nem a cstcsriigy
Osszes Ossejtje, hanem annak csak kis hanyada osztédik
és épiti fel az Uj oldalriigyet. Ez biztositja, hogy minden
csucsriigyben nagyon ritkdn osztédnak az &ssejtek, és
igy nagyon kis mértékben vannak kitéve a muticidk
megjelenésének. Néhany gyors, egymast kovetd osz-
tédason csak akkor esnek at, amikor felépitik az 4j ol-
dalriigy Gssejt-populaciéjat, de mihelyt csucsriiggyé
valva 4j hajtast indit a riigy, mar ismét nagyon ritkan fog
egy-egy Ossejt osztodni. Ez lehet a magyarazat arra is,
hogy még tobb szaz év alatt is miért osztddnak a tolgyfa
agcsucsainak Gssejtjei legfeljebb szazszor.

Zaro6 gondolatok

Fontos kiemelni, hogy minden moddszer, amelyet hasz-
ndlunk, sziikségszer(ien leegyszerGsiti a valosagban zajlo
biolégiai folyamatokat. Szamitasok, modellezések és szi-
mulaciok soran kiilonboz6 kozelitésekkel éliink: példaul
feltételezziik, hogy az Gssejt-populacié mérete allando,
és minden agon azonos marad. Azt is adottnak vessziik,
hogy az Gssejtek osztddasi mechanizmusa a fa teljes élet-
tartama alatt valtozatlan, holott a természetben j6l latha-
td, hogy az idds fak kevesebb riigyet hoznak aganként,
mint a fiatalabbak - ugyanakkor tobb dggal rendelkez-
nek, igy O0sszességében mégis tobb riigyet képezhetnek.
Modelljeink nem veszik figyelembe a kdrnyezeti hataso-
kat sem, és minden mutaciot neutrdlisnak vesziink. Ez a
feltételezés nagyrészt helytallo, hiszen a legtobb mutacié
valéban semleges, nem jar kozvetlen elénnyel vagy hat-
rannyal. Ugyanakkor megfigyeltek mar olyan eseteket s,
amikor egy fa bizonyos része ellenallobb volt bizonyos
kérokozokkal szemben, ami arra utal, hogy egyes muta-
ciok szelektiv el6nyt is hordozhatnak.

Mindazonaltal ezek az egyszerGsitett modellek rend-
kiviil hasznosak: segitségiikkel jobban megérthetjiik a
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komplex biolégiai folyamatokat, és szamszerisithetjiik
azokat a jelenségeket, amelyeket a kisérleti adatokkal
is dsszevethetiink. Igy tehat ez a megkozelités lehet6vé
teszi, hogy az Ossejtek kozvetlen megfigyelése nélkiil
megértsiik, milyen folyamatok révén korlatozzak a fak az
Ossejtjeik osztddasat, és ezzel egyiitt a mutaciok felhal-
mozddasat.
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