STRESZCZENIE

Mechanizmy epigenetyczne, takie jak metylacja DNA, interfencja RNA oraz potransla-
cyjne modyfikacje histonéw i rearanzacje struktury chromatyny, odgrywaja istotna
role w procesach reprogramowania genomu zaréwno zwierzat, jak i roslin. Prawidlowy epi-
genetyczny wzorzec markerow eu- i heterochromatynowych pozwala bowiem na utrzyma-
nie chromatyny w stanie aktywnym lub transkrypcyjnie wyciszonym. W cyklu zyciowym
roslin okrytozalazkowych mechanizmy epigenetyczne uczestnicza w reprogramowaniu
genomu podczas: 1) réznicowania komérek sporofitu w komorki macierzyste spor (KMS),
ktore przejda podzial mejotyczny, 2) rozwoju zeniskiego i meskiego gametofitu, w ktérym
wyrdznicuja sie gamety, 3) po procesie podwoéjnego zaptodnienia podczas rozwoju zarodka
i bielma. Specjacja KMS i kontrola mejozy, a nastepnie reprogramowanie genomu komorek
plemnikowych i komérki jajowej, nie sa autonomiczne i odbywaja sie na drodze RADM
(ang. RNA-directed DNA methylation, metylacji DNA kierowanej przez RNA). W procesy
te zaangazowane sa komoérki towarzyszace, ktére produkuja ,mobilne” sygnaly w formie
siRNA (ang. small interfering RNA, mate interferujace RNA). Epigenetyczna kontrola eks-
presji genoéw z udzialem siRNA uczestniczy takze w utrzymaniu integralnosci genomu ga-
met i zarodka oraz nalozeniu imprintingu rodzicielskiego.

WPROWADZENIE

W przeciwienstwie do ssakéw w zarodkach roslin okrytonasiennych nie wy-
stepuje wyspecjalizowana linia komérek rozrodczych. Cykl zyciowy tych orga-
nizméw obejmuje dwie odmienne fazy - wegetatywna (sporofitowa) oraz ge-
neratywna (gametofitowa) (Ryc. 1). Podczas przejécia z fazy wegetatywnej do
generatywnej (z 2n do 1n) odbywa sie¢ specjacja komoérek, ktoére przejda podziat
redukcyjny i zainicjuja rozw6j gametofitu. Komorki te wystepuja w zawigzkach
organdéw rozmnazania - meskich pylnikach oraz zenskich stupkach z zalazkami
[1]. Zaréwno w meskich, jak i zeniskich organach piciowych, linia komérek ge-
neratywnych powstaje z somatycznych tkanek sporofitu, ktére przez niekiedy
dtugi okres czasu zyly w okreslonych warunkach srodowiskowych. W rozwi-
jajacym sie pylniku oraz w zalazkach réznicuja si¢ Komorki Macierzyste Spor
(KMS), ktore kierowane sa na droge podzialu mejotycznego. W pylniku sa to
otoczone somatycznymi komoérkami tapetum Komorki Macierzyste Mikrospor
(KMMi), natomiast w osrodku zalazka réznicuje sie Komoérka Macierzysta Me-
gaspor (KMM). Efektem podzialu mejotycznego KMMi sa tetrady haploidal-
nych mikrospor, za§ KMM - 4 liniowo ulozone zredukowane megaspory. Kolej-
ny etap to rozw6j mikrospor w gametofit meski (pyltek) i megaspor w gametofit
zenski (woreczek zalazkowy). Produkowane w gametoficie gamety zawieraja
genetyczng i epigenetyczng informacje partneréw rozmnazania, w tym specy-
ficzny dla plci wzorzec pietnowania genomowego, ktéry bedzie dziedziczony
do nastepnego pokolenia.

Gametofit meski réznicuje sie jako efekt dwoch podziatéw mitotycznych.
Asymetryczny podziat mikrospory (mitoza I) prowadzi do powstania dwaéch
funkcjonalnie zréznicowanych komoérek - skierowanej na droge rozrodcza ko-
morki generatywnej (KG) oraz pelnigcej funkcje somatyczne komoérki wegeta-
tywnej (KW). KG nastepnie dzieli sie (mitoza II) na dwie komorki plemnikowe
(KP), natomiast KW po zapyleniu wyrasta w fagiewke pytkows, ktéra transpor-
tuje meskie gamety do woreczka zalagzkowego. Podzial komorki generatywnej
moze odbywac¢ sie juz podczas dojrzewania pytku w pylniku (pytek tréjkomor-
kowy; jednoliscienne, krzyzowe) lub dopiero po zapyleniu w rosnacej tagiewce
pytkowej (pytek dwukomoérkowy). KG a nastepnie KP sg zasocjowane z jadrem
KW tworzac tzw. meska jednostke rozrodcza - MGU [2]. Powszechnie uwaza
sie, ze MGU uczestniczy w kontrolowanym transporcie komérek meskiej linii
plciowej do woreczka zalazkowego [3], aczkolwiek nie wyklucza sie iz jest to
réwniez jednostka funkcjonalna [4,5].
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Rycina 1. Etapy reprogramowania genomu u roélin kwiatowych. KMS - komérka macierzysta spor, T - tetrada mikrospor, mi - mikrospora, zp - ziarno pytku, ip - fa-
giewka pytkowa, FM - funkcjonalna megaspora, DM - degenerujace megaspory, S - synergida, KJ - komoérka jajowa, jb - jadro biegunowe, KC - komérka centralna, A

- antypoda, Z - zarodek, B - bielmo.

Woreczek zalazkowy u wiekszosci roslin kwiatowych, w
tym u Arabidopsis, kukurydzy i ryzu, ktére sa gléwnymi mo-
delami w badaniach plciowego rozmnazania roslin, rézni-
cuje sie jako monosporowy, tj. tylko z jednej zredukowanej
megaspory tzw. megaspory funkcjonalnej, pozostate 3 me-
gaspory ulegaja programowanej $mierci. W wyniku trzech
podziatéw mitotycznych megaspory funkcjonalnej, ktérym
nie towarzyszy cytokineza, powstaje 8 jadrowy woreczek
zalazkowy, ktéry nastepnie réznicuje sie w 7 komoérkowy
gametofit zeniski typu Polygonum [1]. Trzy zjader po migra-
¢ji do bieguna mikropylarnego i celularyzacji tworza aparat
jajowy zbudowany z komoérki jajowej (KJ) i dwu synergid
(S). Synergidy produkuja atraktanty dla tagiewki pylkowej,
ajedna z nich staje si¢ miejscem wroéniecia tagiewki i uwol-
nienia komorek plemnikowych. Trzy jadra zlokalizowane
na biegunie przeciwnym (chalazalnym) po celularyzacji
tworza antypody (A) spelniajace funkcje odzywcze, nato-
miast pozostale dwa jadra tzw. jadra biegunowe ulegaja fu-
zji i staja sie diplohaploidalnym jadrem komorki centralnej
(KQC).

U roslin okrytonasiennych wystepuje unikatowy pro-
ces podwojnego zaplodnienia - jedna z komoérek plemni-
kowych ulega fuzji z komorka jajows, druga z komoérka
centralna. Zaplodnienie inicjuje trzeci etap w zyciu rosliny
- wytwarzanie zawierajacych zarodki nasion. Efektem za-
plodnienia komorki jajowej jest rozwdj diploidalnego za-
rodka, ktéry zapoczatkuje réznicowanie nowego pokolenia
sporofitu (przejécie z In do 2n). Z kolei polaczenie haplo-
idalnego jadra plemnikowego z diplohaploidalnym jadrem
KC inicjuje rozwoj tkanki odzywczej triploidalnego bielma.

Kazdy z kolejnych etapéw rozwoju roslin okrytonasien-
nych (przejscie z fazy wegetatywnej do generatywnej, roz-
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woj gametofitu, rozwdj zawierajacych zarodki nasion) wy-
maga specyficznego, precyzyjnego reprogramowania geno-
mu, w ktéry zaangazowane sa mechanizmy epigenetyczne.

PODSTAWOWE MECHANIZMY
EPIGENETYCZNE U ROSLIN

Podstawowa jednostka organizacji chromatyny jest
wlékno nukleosomowe zbudowane z powtarzajacych sie
jednostek - nukleosoméw. Rdzenri nukleosomu to oktamer
histonow H2A, H2B, H3, H4, na ktéry nawinieta jest ni¢
DNA. Histon H1 asocjuje z DNA facznikowym i stabilizuje
strukture nukleosomu. Odmienna organizacja chromatyny
prowadzi do powstania zdekondensowanej, zawierajacej
aktywne geny euchromatyny oraz silnie skondensowanej,
heterochromatyny konstytutywnej (m.in. sekwencje peri-
centromerowe, telomerowe, powtarzajace sie, TE), a takze
heterochromatyny fakultatywnej, w ktérej wystepuja , wy-
taczone funkcjonalnie” geny. Odwracalne zmiany, jakie
zachodza w obrebie komponentéw chromatyny (biatka hi-
stonowe, DNA) umozliwiaja modulacje struktury chroma-
tyny, a co za tym idzie regulacje jej aktywnosci. Celem mo-
dyfikacji epigenetycznych jest zmiana wzajemnego powino-
wactwa histoné6w i DNA lub destabilizacja nukleosoméw a
takze rekrutacja komplekséw remodelujacych chromatyne,
co skutkuje zmiang struktury chromatyny, a tym samym
dostepnoscig aparatu transkrypcyjnego do DNA [6].

Do najbardziej powszechnych mechanizméw epigene-
tycznych naleza (Ryc. 2):

* metylacja DNA,

* interferencja RNA, w tym metylacja DNA zalezna od
RNA (RdDM),
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* potranslacyjne modyfikacje histonéw,
* przebudowa chromatyny: zalezne od ATP remodelowa-
nie chromatyny oraz wymiana histonéw.

METYLACJA DNA

Metylacja DNA to przylaczenie do cytozyny reszty mety-
lowej i powstanie 5'metylocytozyny. Modyfikacja ta moze
zachodzi¢ w trzech kontekstach - CG i CHG (metylagja sy-
metryczna), lub CHH (gdzie H to A, C, T) - metylacja asy-
metryczna [7,8]. Efektem metylacji jest kondensacja chroma-
tyny i hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej zmetylowa-
nych obszaréw genomu.

U roslin opisano trzy grupy metylotransferaz DNA [9].
Metylotransferaza DNA 1 (MET1) katalizuje metylacje w
kontekscie CG. Metylacja ta, dzieki koordynacji MET1 z
biatkami rozpoznajacymi hemimetylowane miejsca CG
W nowo syntetyzowanej nici DNA, moze by¢ przenoszo-
na podczas replikacji. Druga grupa to chromometylazy
(CMT), ktore uczestnicza w niezaleznej od RdADM mety-
lacji cytozyn, lecz nie preferuja hemimetylowanego DNA
podczas replikacji. CMT3 katalizuje metylacje cytozyn w
kontekscie CHG, natomiast CMT2 bierze udziat w metyla-
cji asymetrycznej CHH. Trzecia grupa to metylotransfera-
zy DNA DRM1 i DRM2 (DOMAINS REARRANGED ME-
THYLTRANSFERASE 1 i 2), ktére uczestnicza w de novo
metylacji DNA we wszystkich kontekstach. Enzymy te sa
aktywnie kierowane do specyficznych loci DNA na drodze
RdADM przy udziale 24 nt siRNA oraz IncRNA. Uczestni-
czace w asymetrycznej metylacji CHH enzymy CMT2 oraz
DRM2 wykazuja odmienne preferencje - CMT2 katalizuje
metylacje dtugich TE zlokalizowanych w heterochromaty-
nie, natomiast DRM2 gtéwnie metyluje krétkie TE obecne
w euchromatynie.

W proces metylacji DNA dodatkowo zaangazowane
sa biatka funkcjonujace jako remodelatory chromatyny -
kompleksy SWI2/SNF2-like oraz DDM1 (DECREASED IN
DNA METHYLATION 1), ktére poprzez zmiane struktury
nukleosomu koordynuja metylacje DNA z deacetylacja hi-
stonéw [10].

DEMETYLACJA DNA

Metylacja DNA jest procesem odwracalnym. Demetyla-
¢ja genomu moze by¢é procesem pasywnym lub aktywnym
[9]. Pasywna demetylacja wynika z hamowania ekspres;ji
metylotransferaz DNA, np. MET1, w wyniku czego w kolej-
nych rundach replikacyjnych znacznik metylacji nie bedzie
nanoszony [7]. Demetylacja aktywna wykorzystuje szlaki
molekularne, ktére uczestnicza w naprawie DNA. Usu-
wanie zmetylowanej cytozyny odbywa sie na drodze BER
(ang. Base Excision Repair) przy udziale glikozylaz DNA -
DEMETER (DME), ROS1 (REPRESSOR OF SILENCING 1)
oraz DEMETER LIKE 2 i DEMETER LIKE 3 (DML2 i DML3)
[7,11]. Enzymy te sg aktywne w réznych tkankach rosliny.
DME jest specyficzna dla komorek linii generatywnej, gdzie
uczestniczy w demetylacji matczynych pietnowanych ge-
néw, natomiast pozostate - ROS1, DML2 i DML3 kontroluja
aktywna demetylacje w komérkach wegetatywnych [7,11].
Podobnie jak metylacja, aktywna demetylacja DNA jest sko-
relowana z epigenetycznymi modyfikacjami histonéw. Sro-
dowisko sprzyjajace demetylacji DNA tworza acetylotrans-
ferazy histonowe, ktére modyfikuja histony i nakierowuja
ROS1 na substraty [9,12].

INTERFERENCJA RNA

Na drodze interferencji RNA regulowane sa rézne eta-
py ekspresji genéw - od transkrypcji (ang. Transcriptional
Gene Silencing, transkrypcyjne wyciszanie genéw - TGS) do

M ) @ Kompleksy CRs H2A —» H2A.Z
METL CG _‘E"’syw”” e H3K4, H3K36 SWI/SNF
CMT3 CHG INETSmENT DDM1 H3 —» H3.3
R — weefl H3K9, H3K27
H3 —» CENH3
DEMETER (DME) P
q JU—Y —_— HAT ac
msssp aktywacja
| DRM2 - CG, CHG, CHH o 2
: m=f] hamowanie

Rycina 2. Podstawowe mechanizmy epigenetyczne u roslin kwiatowych: 1 - metylacja DNA, 2 - RADM - metylacja DNA zalezna od RNA, 3 - potranslacyjne modyfikacje
histonow, 4 - przebudowa chromatyny (remodelowanie nukleosoméw, wymiana histonéw). M - metylacja, dM - demetylacja, ac - acetylacja, RNAi - interferencja RNA.
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potranskrypcyjnej degradacji mRNA i hamowania transla-
qji (ang. Posttranscriptional Gene Silencing, potranskrypcyjne
wyciszanie genéw - PTGS). U roélin w regulacje tych pro-
cesOw zaangazowane sa trzy klasy matych niekodujacych
sRNA: 20-22 nt miRNA, 24 nt siRNA oraz 21-22 nt siRNA
[9,13]. Biogeneza, regulacja i funkcjonowanie sRNA prze-
biega w 5 podstawowych etapach: (1) synteza pierwotnych
jednoniciowych transkryptéw, (2) tworzenie dwuniciowych
dsRNA, (3) ciecie dsRNA na 21-24 nt odcinki przez endo-
nukleaze Dicer (DCL), (4) asocjacja dsRNA z bialkiem AR-
GONAUTE (AGO) o aktywnosci RNazy, degradacja jednej
z nici RNA i powstanie aktywnego kompleksu RISC (ang.
RNA-Induced Silencing Complex), (5) odnajdywanie przez
kompleks AGO/sRNA albo docelowego DNA i wiaczenie
TGS, albo docelowego mRNA i wyciszenie ekspresji genu
na drodze PTGS (Ryc. 3).

Pierwotne transkrypty miRNA (pri-miRNA) powstaja
dzieki aktywnosci Pol RNA II z endogennych genéw MIR,
ktére sa zlokalizowane w miedzygenowych oraz wewnatrz-
genowych (introny) sekwencjach genomu i moga by¢ polia-
denylowane a na koncu 5 zawiera¢ czapeczke. Dupleksy
miRNA (pre-miRNA) formowane s3 z pierwotnego trans-
kryptu, ktéry dzieki komplemetarnosci zasad formuje
strukture ,spinki do wloséw”. Ten pre-miRNA jest przy-
cinany przez endonukleaze DCL1 do 21-22 nt duplekséw
miRNA/miRNA". Dojrzewanie miRNA obejmuje rozdzie-
lenie nici dsRNA (ni¢ miRNA" ulega degradacji) i asocjacje

z biatkiem AGO1. Powstale ta drogg aktywne kompleksy
RISC sa nakierowywane na docelowe, komplementarne do
miRNA transkrypty mRNA iich dalsza ekspresja zostaje za-
blokowana na drodze PTGS [9].

W synteze siRNA zaangazowana jest Pol RNA II oraz
specyficzna tylko dla roslin Pol RNA IV. Enzym Pol RNA
IV katalizuje transkrypcje krotkich TE zlokalizowanych
glownie w euchromatynowych regionach genomu. Kroétkie
30-40 nt transkrypty sa przeksztalcane w dupleksy przez
Pol RNA zalezna od RNA 2 (RDR2). dsRNA sa nastepnie
przycinane do 24 nt siRNA przez enzym DCL3, jedna z nici
RNA ulega degradacji, a druga w kompleksie z AGO4/6
kierowana jest na docelowa sekwencje DNA. Efektem ak-
tywnosci Pol RNA 1V jest synteza z jednego pierwotnego
transkryptu jednego 24 nt siRNA [14,15].

21 nt i 22 nt siRNA moga pochodzi¢ z IncRNA dtuzszych
niz 200 nt. Pierwotne transkrypty syntetyzowane sa przez
Pol RNA II przede wszystkim z dtugich sekwencji powto-
rzonych, ale takze z sekwencji kodujacych biatka. Ich dupli-
kacje katalizuje zalezna od RNA polimeraza RNA 6 (RDR®6).
W przycinaniu dsRNA na 21 i 22 nt odcinki uczestnicza
endonukleazy DCL2 i DCL4. Kolejne etapy dojrzewania,
tj. degradacja jednej z nici RNA i formowanie aktywnych
komplekséw RISC odbywa sie przy udziale AGO1 oraz
AGO2. Syntetyzowane ta droga siRNA biora udzial w regu-
lacji ekspresji genéw zaré6wno na drodze PTGS, jak i TGS.
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Rycina 3. Gléwne etapy biogenezy matych niekodujagcych RNA: A - miRNA, B - siRNA. 1 - synteza pierwotnych transkryptéw, 2 - duplikacja RNA:RNA, 3 - ciecie
dsRNA przez DCL, 4 - asocjacja dsSRNA z AGO i degradacja jednej z nici, 5 - odnajdywanie docelowej sekwencji RNA/DNA przez aktywny kompleks RISC (TGS/PTGS).
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Kompleksy siRNA/AGOL1 uczestnicza w PTGS, a siRNA/
AGO2 w TGS [15].

W regulacji ekspresji genéw u roslin wazng role pelnia
pochodzace z transkryptéw Pol RNA II tzw. wtérne siRNA.
W ich biogenezie uczestnicza miRNA (Ryc. 4). Pierwotne
transkrypty wtérnych siRNA pochodza z ditugich sekwencji
DNA nazywanych TAS oraz PHAS. Sekwencje te zawieraja
wielokrotnie powtarzajace sie dwudziestokilku nukleoty-
dowe odcinki, ktére staja sie Zrédlem 21 nt tasiRNA (ang.
trans acting siRNA) oraz 21 nt i 24 nt phasiRNA (ang. pha-
sed siRNA) [16,17]. Pierwotne transkrypty wtérnych siRNA,
podobnie jak inne transkrypty Pol RNA II, wyposazone sa
w czapeczke na konicu 5 oraz ogon poli(A) na koncu 3.
Pierwszym etapem ich dojrzewania jest ciecie pierwotne-
go transkryptu przy udziale 22 nt miRNA/AGO. Powsta-
te liczne jednoniciowe odcinki RNA sa duplikowane przez
Pol RNA zalezna od RNA RDR6. W efekcie z pierwotnego
transkryptu powstaje wiele dsRNA (tasi/phasiRNA). Na-
stepnie endonukleaza DCL przycina dsRNA na 21 nt tasi/
phasiRNA (DCL2/4) lub 24 nt phasiRNA (DCL3b). Po de-
gradacji jednej z nici dupleksu powstaja aktywne komplek-
sy RISC zawierajace biatko AGO oraz tasiRNA lub phasiR-
NA. 21 nt tasi/phasiRNA asocjuja z AGO1, ktérego odpo-
wiednikiem w linii komérek plciowych jest MEL1. Biatko
AGO, ktére wigze 24 nt phasiRNA nie jest jeszcze do korica
poznane, ale ostatnie badania wskazuja, ze moze to by¢
AGO2b oraz AGO18 [18].

U traw loci PHAS obecne sa glownie w regionach mie-
dzygenowych, natomiast u roélin dwuliéciennych (np.
Arabidopsis) 21 nt phasiRNA generowane s3g tez z genéw
kodujacych biatka [16]. Najlepiej poznane u Arabidopsis
tasiRNA uczestnicza w regulacji genomu tkanek soma-
tycznych [19]. Z kolei w procesach plciowego rozmnazania
roslin, obok , klasycznych” 24 nt siRNA [4,20,21], szczeg6l-
na role petnig phasiRNA [17,22].

siRNA zaangazowane sg zaré6wno w PTGS, jak i TGS.
Transkrypcyjne wyciszanie genéw inicjowane jest na dro-
dze de novo metylacji DNA (RdADM). W RdDM uczestni-
cza 24 nt siRNA, ktérych zrédlem jest Pol RNA IV (droga
kanonicza) oraz 21 nt siRNA powstajace z dlugich trans-
kryptow Pol RNA II (droga niekanoniczna). Niezaleznie
od biogenezy siRNA, w miejscu przeznaczonym do mety-
lacji enzym Pol RNA V transkrybuje dlugie, niekodujace
RNA tzw. szkieletowe RNA, ktére nie oddysocjowuja od
matrycy. Kompleksy RISC, zawierajace 24 nt ,klasyczne”
siRNA Iub 21 nt siRNA, odnajduja docelowe sekwencje
DNA na drodze komplementarnosci siRNA do szkiele-
towych RNA. Osadzenie aktywnego kompleksu RISC na
szkieletowym RNA rekrutuje metylotransferaze DRM2,
dzieki ktorej inicjowana jest de novo metylacja przyleglej
sekwencji DNA [14,15,23].
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Kompleksy AGO/siRNA, oddziatujac z Pol RNA V i jej
transkryptami, inicjuja nie tylko de novo metylacje DNA, ale
wspolpracujac z wieloma innymi czynnikami uczestniczg w
dalszym remodelowaniu chromatyny [9,23]. Do sekwencji
zawierajacych zmetylowane cytozyny rekrutowane sa en-
zymy wlaczone w epigenetyczne modyfikacje histonow,
takie jak deacetylaza histonowa, metylotransferazy histo-
nowe (H3K9-specyficzne metylotransferazy KYP(SUVH4),
SUVH5/6 i SUVH2/9) oraz K3K4-specyficzna demetylaza
JUMONIJI 14 (JM14), a takze ATPazowe kompleksy rodzi-
ny SWI/SNF (ang. Switch/Sucrose Non-Fermentable, ATP-za-
lezne kompleksy przebudowujace chromatyne typu SWI/
SNF) uczestniczace w pozycjonowaniu nukleosoméw. Efek-
tem tych zmian epigenetycznych jest heterochromatyniza-
gja docelowych sekwencji DNA. Kanoniczna droga RdDM
prawdopodobnie stanowi ,samonapedzajaca sie” petle w
wyciszaniu heterochromatynowych TE i pelni wazna role w
utrzymaniu integralnosci genomu roélin. Natomiast droga
niekanoniczna wydaje sie by¢ wiaczona w regulacje tylko
pojedynczych TE obecnych w genomie oraz uczestniczy w
regulacji ekspresji genéw kodujacych biatka [9,23].

POTRANSLACYJNE MODYFIKACJE HISTONOW

Epigenetyczne modyfikacje histonéw to dofaczanie do
polozonych w N-konicowych domenach tych bialek reszt
lizyny, argininy, treoniny lub seryny grup metylowych,
acetylowych, fosforanowych oraz czasteczek ubikwityny
[8,24]. W zaleznosci od typu naniesionego markera efektem
tych modyfikacji moze by¢ ,otwieranie” lub ,zamykanie”
struktury chromatyny. Acetylacji podlegaja gtéwnie histo-
ny H4 i H3, rzadko H1 i H2A. Modyfikacja ta prowadzi do
euchromatynizacji i otwierania chromatyny. Acetylacja hi-
stonéw jest odwracalnym, stosunkowo dynamicznym pro-
cesem, kontrolowanym przez dwie dziatajace opozycyjnie
grupy enzymoéw - acetylotransferazy (HAT) oraz deacety-
lazy (HDAC) [25].

Metylacji podlegaja gtéwnie reszty lizyny histonu H3. Li-
zyna jest aminokwasem zdolnym do akceptaciji trzech grup
metylowych, dzieki czemu moze by¢ mono-, di- lub trimety-
lowana. U roslin najlepiej poznane sa 3 typy metylacji histo-
néw - trimetylacja H3K27 (H3K27me3, trimetylacja reszty
lizyny 27 histonu H3), dimetylacja histonu H3K9 (H3K9me2,
dimetylacja reszty lizyny 9 histonu H3) oraz mono-, di- i tri-
metylacja H3K4 (H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, mono-,
di- i trimetylacja reszty lizyny 4 histonu H3). H3K27me3 jest
glownym markerem wytaczonej funkcjonalnie euchromaty-
ny, wystepuje w miejscach hamowania ekspresji genu. Mo-
dyfikacja ta wydaje sie by¢ najmniej zalezna od innych pro-
cesOw epigenetycznych [26]. Obecnosé H3K27me3 stwier-
dza sie przede wszystkim w transkrybowanych regionach
genu, w tym genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne.
Geny regulowane poprzez metylacje H3K27me?2 sa zazwy-
czaj tkankowo specyficzne, co wskazuje na wysoka precyzje
tego procesu. Z H3K27me3 kolokalizuje biatko LHP1 (LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN 1), ktére prawdopodob-
nie funkcjonuje jako ,czytnik” tej modyfikacji chromatyny
[26].
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Modyfikacja H3K9me?2 lokalizowana jest gtéwnie w hete-
rochromatynie konstytutywnej tj. w sekwencjach bogatych
w TE, regionach centromerowych i pericentromerowych.
H3K9me2 pelni wazna role w wyznaczaniu miejsc innej niz
CG metylacji DNA przeprowadzanej przez chromometyla-
zy CMT3 i CMT2, tj. na drodze niezaleznej od RdADM [27].

Wszystkie trzy typy metylacji H3K4 (H3K4mel,
H3K4me2, H3K4me3) wystepujg na terenie euchromatyny
- modyfikacja ta jest znacznikiem aktywnej chromatyny. U
Arabidopis dwie trzecie genéw zawiera jeden z tych marke-
réw. H3K4me?2 i H3K4me3 zlokalizowane sg gléwnie w se-
kwencjach promotorowych, natomiast H3K4mel wystepuje
w ,ciele genu”. Geny zawierajace H3K4me3 ulegaja wyso-
kiej ekspresji w wielu tkankach. Za metylacje histoné6w od-
powiedzialne sa metylotransferazy (HMT), ktére przenosza
grupe metylowa z S-adenozylometioniny (SAM) na doce-
lowe reszty aminokwasowe biatka. Cecha charakterystycz-
ng HMT jest obecnos¢ 130 aminokwasowej domeny SET.
Kompleks Polycomb (PRC) (biatko E(Z), Su(Var)3-9 oraz
TRITHORAX) uczestniczy w metylacji euchromatynowego
H3K27, prowadzac do heterochromatyzacji. Z kolei metylo-
transferaza SUVH4 (KRYPTONITE - KYP) bierze udziat w
metylacji obecnego w heterochromatynie H3K9, czego efek-
tem jest utrzymanie nieaktywnej transkrypcyjnie struktury
chromatyny [9].

Metylacja histonéw, podobnie jak acetylacja, jest proce-
sem odwracalnym. Usuwanie reszt metylowych odbywa
sie przy udziale demetylaz histonéw (HDM) oraz enzymoéw
posiadajacych domene jumonji np. JHDM (ang. JmjC doma-
in-containing histone demethylase) [28].

PRZEBUDOWA CHROMATYNY

W remodelowaniu chromatyny uczestnicza zawiera-
jace podjednostke katalityczng ATPazy kompleksy CRC
(CHROMATIN REMODELING COMPLEX), m.in. kom-
pleksy SWI/SNF, SWR1, SNEF2 (w tym IDM1), oraz specy-
ficzny dla linii komérek rozrodczych DDM1 [29,30]. Glow-
ne procesy wiaczone w przebudowe chromatyny to przesu-
wanie nukleosoméw i usuwanie oktameréw histonowych
[6]. Z remodelowaniem chromatyny $cisle zwigzany jest
proces wymiany histonéw. W nukleosomie, obok histonéw
kanonicznych, wystepuja ich warianty, ktére wilaczane sa
do chromatyny niezaleznie od replikacji [31,32]. Remodeler
SNEF?2 (u Arabidopsis ATRX) kontroluje wymiane histonu H3
na H3.3, ktérego obecnos¢ aktywuje kompleks metylotrans-
ferazy histonu H3K27 (PRC2). Do zmetylowanych H3 wiaze
sie biatko LHP1, ktérego obecnos¢ , utrwala” skondensowa-
na strukture chromatyny [26]. Natomiast remodeler IDM1
uczestniczy w wymianie H2A na H2A.Z. Ten wariant histo-
nu H2A wystepuje w miejscach euchromatynizacji - H2A.Z
oddziatuje z glikozylazg ROS1 zapobiegajac hypermetylacji
DNA oraz promuje acetylacje histonéw [30, 33]. Z kolei wa-
riant centromerowego H3 - CNH3 uczestniczy w powsta-
waniu kinetochoru i prawidlowym rozdzielaniu chromatyd

podczas podziatu [34].

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



Efektem wystepowanie réznych wariantéw tego samego
histonu jest odmienny potencjat do ich modyfikacji epige-
netycznych [32].

EPIGENETYCZNA REGULACJA PRZEJSCIA
Z FAZY WEGETATYWNE] DO GENERATYWNE]

SPECJACJA KOMOREK LINII REPRODUKCY]JNE]

Przejscie z fazy wegetatywnej do generatywnej (Ryc. 1)
to réznicowanie komorek somatycznych rosliny w komorki,
ktére przejda podziat redukeyjny (KMS). To, ktére komor-
ki zostana skierowane na droge reprodukcyjna zalezy od
ich lokalizacji w zawiazkach pylnikéw, czy zalazkéw. Pro-
ces ten nie jest bowiem autonomiczny, uczestnicza w nim
somatyczne komorki otaczajace, ktére produkuja mobilne
sygnaly w postaci siRNA. Zaréwno w linii zeniskiej, jak i
meskiej, w réznicujacych sie KMS wzrasta objetos¢ jadra
komoérkowego i nastepuje globalna dekondensacja chroma-
tyny. Wigze si¢ to z epigenetycznym reprogramowaniem
chromatyny, w ktérym uczestnicza procesy metylacji DNA
oraz modyfikacje histonéw. Reprogramowanie komoérek
somatycznych w komoérki linii reprodukcyjnej badane jest
glownie u dwuliSciennej Arabidopsis oraz u jednolisciennych
ryzu i kukurydzy.

LINIA ZENSKA

W zalazku w specjacje komorki macierzystej megaspor
wlaczony jest proces wyciszania ekspresji genéw z udzia-
tem 24 nt siRNA wystepujacych w kompleksie z AGO9 u
Arabidopsis oraz ZmAGO104 u kukurydzy [35,36] (Ryc. 5).
Ta klasa siRNA produkowana jest po aktywacji TE w ko-
morkach epidermy osrodka [20,34]. Réwniez wspoipra-
cujace z nimi biatka AGO nie sg produkowane w KMM,
miejscem ich biogenezy sa gtéwnie komorki epidermalne
oérodka [31,35]. Obecnie uwaza sig, ze epidermalne AGO9
(i jego homologi) w kompleksie z 24 nt siRNA sa transpor-
towane do pozostatych komorek zalazka, gdzie uczestnicza
w wyciszaniu TE, regulacji ekspresji genéw oraz specjacji
tylko jednej z komérek osrodka w KMM (Ryc. 5) [17,20].

Podczas specjacji KMM w pozostalych komérkach osrodka
obserwuje sie wzrost ekspresji enzymoéw uczestniczacych
w metylacji DNA na drodze RADM (DRM2) oraz nieza-
leznie od RADM (CMT3). Towarzyszy temu obnizenie po-
ziomu acetylacji H3K9ac, co wskazuje na epigenetyczne
wyciszanie chromatyny. Uwaza sie, ze efektem dzialania
epidermalnych sygnalowych siRNA na komorki osrodka
jest hamowanie genéw koniecznych do zajécia mejozy/wyj-
Scia z cyklu mitotycznego. Tylko jedna z komorek osrodka
,wymyka sie” z tej kontroli (izolacja kalozowa?), nastepuje
odblokowanie genéw mejotycznych i dochodzi do podziatu
redukcyjnego [20].

Udziat bialek AGO oraz szlaku RADM w specjacji KMM
potwierdzaja badania mutantéw. U Arabidopsis w zalazkach
mutantéw ago9 [35] i ago4 [37] a takze u mutantéw zmagol04
u kukurydzy [36] w oérodku réznicuje sie kilka KMM. Do-
datkowo u mutantéw zmago104 nastepuje obnizenie pozio-
mu metylacji DNA w kontekscie CHG i CHH, wzrasta tez
transkrypcja regionéw powtérzonych i aktywacja TE, ktére
u roélin dzikich pozostaja zmetylowane [36]. Ujawnia to,
iz wazng funkcja kompleksow AGO/siRNA w komérkach
rozwijajacego sie zalazka jest wyciszanie TE. Nieprawidto-
wa liczba KMM wystepuje tez u mutantéw innych elemen-
tow RADM np. atrdr2, atrdd6, atdcl3 [35]. Interesujace, ze
odpowiedz na mutacje elementéw szlaku RADM sa rézne.
U mutantéw ago9 nastepuje specjacja KMM, ale na skutek
zaburzenn w kondensacji chromatyny mejoza zostaje zaha-
mowana i nie powstaje tetrada megaspor. Jednakze KMM
wchodzi w megagametogeneze i réznicuje sie w niezre-
dukowany 7 komoérkowy gamatofit zeniski (diplosporowy
woreczek zalazkowy). Natomiast u mutantéw zmago104 nie
dochodzi do wyréznicowania KMM (brak $ciany kalozo-
wej), ale jedna z komérek odrodka przejmuje funkcje me-
gaspory funkcjonalnej, z ktérej rozwija sie diploidalny ga-
metofit zefiski (aposporowy woreczek zalagzkowy) [38,39].
Te odmienne odpowiedzi wskazuja, Ze przejécie z fazy we-
getatywnej do generatywnej jest progresywnie regulowa-
ne przy udziale ré6znych kompleksow AGO/24 nt siRNA.
ZmAGO104 dziala jako represor somatycznego rozwoju
komorek, ktére zachowuja zdolnosé¢ do podzialéw mito-
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Rycina 5. Model udziatu 24 nt siRNA w reprogramowaniu somatycznej komorki zalagzka w komorke linii generatywnej (KMM) u Arabidopsis. A - KMM w osrodku
zalazka. B - E - Specyfikacja KMM, B - synteza 24 nt siRNA w komorkach epidermalnych, C - transport siRNA do komorek osrodka, w ktorych na drodze RADM oraz
niezaleznie od RADM uczestniczg w hamowaniu genéw koniecznych do zajscia mejozy, D - tylko w jednej komoérce nastepuje odblokowanie genéw mejotycznych i
zachodzi mejoza, E - efektem mejozy jest powstanie zredukowanej funkcjonalnej megaspory. E - epiderma, O - osrodek, KMM - komoérka macierzysta megaspor, FM -

funkcjonalna megaspora, DM - degenerujace megaspory [na podstawie 17,20].
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tycznych, ale w sposéb specyficzny dla funkcjonalnej mega-
spory, podczas gdy AGO9 hamuje specyfikacje w kierunku
generatywnym innych, poza KMM, komorek osrodka. Wy-
twarzanie gametofitow zetiskich z komorek, ktére nie prze-
szly mejozy, wydaje si¢ $wiadczy¢ o niezaleznej regulacji
procesu megasporogenezy (mejozy) i megagametogenezy
(rozwdj gametofitu).

Jak wiadomo zmiany wzorca metylacji DNA sa silnie sko-
relowane z innymi modyfikacjami chromatyny, takimi jak
sklad nukleosomu i potranslacyjne modyfikacje histonow.
Badania u Arabidopsis pokazaly, ze réznicowaniu KMM
towarzyszg dynamiczne zmiany poziomu biatek histono-
wych [40,41]. Przed inicjacja mejozy nastepuje przejsciowe
globalne usuniecie histonu H1, a nastepnie H2A.Z, co wska-
zuje na przebudowe chromatyny. Chromatyna ulega silnej
dekondensagji, a liczba chromocentréw obniza sie. Dekon-
densacja chromatyny nie jest catkowita - nadal widoczne sa
wyznakowane CENH3 (wariant histonu H3 specyficzny dla
centromeru) sekwencje powtérzone, w ktérych obecny jest
specyficzny dla heterochromatynowych TE H3K9me2. Na
tej podstawie sugeruje sie, ze obserwowane zmiany w he-
terochromatynie KMM nie sa zwigzane z endogennymi TE,
co pozostaje w zgodzie z danymi iz funkcjonujace w KMM
siRNA pochodza z otaczajacych komoérek somatycznych
[17]. W poréwnaniu do komérek osrodka, w KMM nastepu-
je obnizenie poziomu H3K27me2 oraz wzrost H3K4me?2, za-
tem docelowe zmiany dotycza przede wszystkim regionéw
euchromatynowych. Jednakze mimo obecnosci markeréw
,dostepnej” chromatyny w KMM spada poziom acetylacji
histonu H4 oraz Pol RNA II, co wskazuje ze euchromatyna
pozostaje w stanie , potencjalnie otwartym”. Ostatecznym
efektem obserwowanych zmian (de novo metylacja DNA,
modyfikacje histonéw) jest ustalenie nowego wzorca trans-
krypcji, ktéry staje sie odmienny od otaczajacych komoérek
somatycznych [40,42].

LINIA MESKA
Podobnie jak w linii zeniskiej, réwniez w pylniku specja-

cja komorek linii plciowej nie jest autonomiczna, lecz od-
bywa sie na drodze sygnalizacji komérkowej z udzialem

ruchomych matych niekodujacych RNA (Ryc. 6). U roslin
jednolisciennych w procesie tym szczeg6lna role odgrywaja
reprodukcyjne 21 nt i 24 nt phasiRNA [17]. Ich precyzyjna
rola pozostaje wcigz nieznana, ale badania na mutantach
pokazatly, ze odgrywajg one krytyczna role w meskiej ptod-
nosci. U kukurydzy [22] i ryzu [43] przed inicjacja mejozy
w komorkach epidermalnych pylnika produkowane sa
21 nt phasiRNA, ktore sg wigzane przez specyficzny dla li-
nii reprodukcyjnej AGO1 - MEIOSIS ARRESTED AT LEP-
TOTENE1 (MEL1). Poziom tych pre-mejotycznych phasiR-
NA obniza sie podczas dalszego rozwoju pylnika. Z kolei
juz podczas mejozy komorki tapetum syntetyzuja 24 nt
phasiRNA [22,43,44]. Zaréwno 21 nt jak i 24 nt phasiRNA
sa mobilne i po syntezie przemieszczaja w kierunku cen-
trum pylnika. Specyficzne miejsca biogenezy oraz prze-
mieszczanie sie reprodukcyjnych phasiRNA potwierdzaja
badania mutantéw sygnalizacji miedzykomoérkowej. 21 nt
phasiRNA nie sa produkowane u mutantéw sygnalizacji
epidermalnej, natomiast 24 nt phasiRNA sygnalizacji sub-
epidermalnej. Efektem braku phasiRNA sg zaburzenia, ta-
kie jak nadmiar, badZ brak mejocytéw oraz nieprawidiowe
réznicowanie tapetum. Brak wyréznicowanych KMMi wy-
stepuje glownie u mutantéw 24 nt phasiRNA, co wskazuje
na ich kluczowa role reprogramowaniu komorek linii gene-
ratywnej [22].

Udzial phasiRNA w specyfikacji KMMi potwierdzaja
badania mutantéw szlaku ontogenezy phasiRNA. Ekspre-
sja molekul wiaczonych w biogeneze oraz funkcjonowanie
21 nt phasiRNA, tj. miR2118 (ktory jest konieczny do rozci-
nania pierwotnych transkryptéw pre-phasiRNA), lincRNA
oraz MEL1 jest skorelowana w czasie z réznicowaniem ko-
morek somatycznych w komorki linii piciowej. W dalszych
etapach rozwoju pylnika poziom ekspresji tych molekul
znaczaco obniza sie [16]. Autorzy tych badan proponuja, ze
phasiRNA petnia funkcje mobilnych sygnatéw, ktére koor-
dynuja rozwéj pylnika. Produkowany w epidermie 21 nt
phasiRNA uczestniczylby w specjacji tkanek pylnika, w
tym tkanki sporogennej, natomiast produkowany w tape-
tum 24 nt RNA bylby wlaczony w kontrole mejozy. Rola
phasiRNA w réznicowaniu komérek pylnika bylaby zatem
podobna do funkgji pochodzacych z TE mobilnych siRNA
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Rycina 6. Model udziatu phasiRNA w reprogramowaniu somatycznych komérek pylnika w komoérki linii generatywnej (KMMi) u ryzu: A - przed mejoza w komérkach
epidermalnych syntetyzowane sg ruchome premejotyczne 21 nt phasiRNA, B - we wczesnej mejozie tapetum produkuje 24 nt phasiRNA, C - pochodzace z tapetum 24
nt phasiRNA sg transportowane do KMMi, w ktérych na drodze PTGS/TGS (?) aktywuja geny mejotyczne oraz uczestnicza w remodelowaniu chromatyny i przebiegu
mejozy. E - epiderma, T - tapetum, KMMi - komérki macierzyste mikrospor [na podstawie 17].
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w zalazku Arabidopsis. Ten wzorzec akumulacji reproduk-
cyjnych phasiRNA nie jest jednakze powszechny. U jecz-
mienia i pszenicy akumulacje 24 nt phasiRNA stwierdzono
juz przed mejoza, ale ich biogeneza, ktéra wydaje sie by¢
odmienna od tych obecnych u ryzu i kukurydzy, nie jest do
korica poznana. Prawdopodobnie sa wiazane przez AGO6
i moga uczestniczy¢ w utrzymaniu meskiej ptodnosci pod-
czas stresu Srodowiskowego [18].

Kierowane nieautonomicznie zmiany ekspresji genéw
podczas specjacji KMMi znajdujg odzwierciedlenie w szcze-
gélnym dla tych komérek wzorcu metylacji DNA [45]. W
poréwnaniu do komérek tapetum, w KMMi wysoki poziom
metylacji DNA wystepuje w kontekscie CG i CHG, nato-
miast jest niski w kontekscie CHH. U Arabidopsis, pomimo
globalnej dekondensacji chromatyny, w KMMi obecne sa
hypermetylowane regiony (gléwnie w kontekscie CHH, ale
réwniez CG i CHG), ktére koduja mate RNA. Hypermety-
lowane regiony, ktérych metylacja odbywa sie na drodze
kanonicznej RADM,, tj. z udziatem Pol RNA IV i V, zlokali-
zowane sa przede wszystkim w poblizu TE, co wskazuje na
wyciszanie obecnych tam sekwencji transpozonowych. Na-
tomiast specyficzne plciowo regiony hypermetylowane naj-
czesciej nakladaja sie na sekwencje genowe, rzadko na TE.
Ujawnia to, ze podczas specjacji KMMi metylacja na drodze
kanonicznej RADM uczestniczy gléwnie w integracji geno-
mu poprzez wyciszanie TE. Z kolei obecnos¢ piciowo specy-
ficznych sekwengji hypermetylowanych moze odzwiercie-
dla¢ udzial RdADM w regulacji indywidualnych genéw [45].
Kilka genéw, ktére podlegaja tego typu regulacji, zostato
scharakteryzowane w KMMi u Arabidopsis. Jednym z nich
jest gen MPS1 (MULTIPOLAR SPINDLE 1), ktéry koduje
biatko uczestniczgce w organizacji wrzeciona kariokine-
tycznego. Prawidiowy splicing mRNA genu MPSI wymaga
zaleznej od RNA metylacji ostatniego intronu. Jego retencja
u mutantéw de novo metylotransferaz DNA (drm1, drm2) i
rdr2 prowadzi do pojawienia si¢ przedwczesnego kodonu
stop i produkeji niefunkcjonalnego biatka MPS1. Efektem
sq zaburzenia mejozy i powstawanie triad oraz pentad
[45]. Jak dotad u Arabidopsis nie okredlono, jakie rodzaje
sRNA wlaczone sg w regulacje ekspresji genow w KMMi.
Wiadomo, ze u tego gatunku produkowane s3 zaréwno
tasiRNA, jak i 21 nt phasiRNA, ktére na drodze niekano-
nicznej moga wyciszaé specyficzne geny [16]. Poniewaz
tasiRNA uczestnicza gtéwnie w procesach wegetatyw-
nych, mozna przypuszcza¢ ze w komorkach linii genera-
tywnej, podobnie jak u traw, wazna role odgrywaja 21 nt
phasiRNA, ktére u Arabidopsis produkowane sa réwniez z
genéw kodujacych biatka [16,22].

Reorganizacja chromatyny podczas specjacji KMMi prze-
biega podobnie jak KMM, co sugeruje ze procesy te sa wy-
magane do przejécia z fazy wegetatywnej do generatywnej i
sa konserwowane w obydwu liniach plciowych. U Arabidop-
sis w jadrach komoérek zlokalizowanych w centrum pylnika
dochodzi do globalnej dekondensacji chromatyny oraz du-
zej redukcji liczby i wielkosci chromocentréw [41]. Podob-
nie jak w KMM, z chromatyny KMMi usuwany jest histon
H1, znaczaco obniza sie poziom H2A.Z. W proces usuwa-
nia H1 prawdopodobnie wlaczona jest posredniczona przez
CDK?2 fosforylacja tego histonu, ktéry po usunieciu ulega
degradacji w proteasomach. Jednoczesnie nastepuje obni-
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zanie poziomu znacznikéw ,wylaczonej” euchromatyny
(H3K27me3) oraz wzrost poziomu chromatyny , otwartej”
[40]. Zmianom struktury chromatyny towarzysza zmiany
wzorca transkrypcji. Az ponad 1000 genéw kodujacych
czynniki transkrypcyjne ulega ekspresji w KMMi [46]. W
komoérkach tych dochodzi tez do ekspresji prawie 1300 TE,
ktére stanowia az ok. 30% wszystkich znanych TE u Ara-
bidopsis. Ponad potowa tych TE jest specyficzna tylko dla
KMMi, co wskazuje Ze pelnig one wazna role w przebiegu
mejozy [47]. KMMi sg miejscem ekspresji AGO3 i AGOS,
ktore w kompleksie z siRNA moga uczestniczy¢ w ,endo-
gennym” wyciszaniu genéw. Natomiast gen AGO9, po-
dobnie jak w linii Zeriskiej, ulega ekspresji w somatycznych
tkankach pylnika [47].

MEJOZA

Modyfikacje epigenetyczne wiaczone sa tez w procesy
zachodzace podczas mejozy. Opisane wczesniej badania
mutantéw bialek AGO u Arabidopsis pokazaty, ze programo-
wanie i przebieg mejozy sa pod kontrola matych niekoduja-
cych RNA [42,48]. Podczas mejozy maja miejsce tez zmiany
w organizacji chromatyny i sktadzie nukleosoméw. Global-
ny spadek poziomu H1, do ktérego dochodzi juz podczas
premejotycznej fazy S, a nastepnie usuwanie z oktameru
histonu H2A.Z prawdopodobnie sa elementem przygoto-
wania struktury nici chromatynowych do parowania chro-
mosoméw homologicznych [42]. Remodelowanie chroma-
tyny wiaczone jest w ustalanie czestosci i pozycji miejsc re-
kombinacji. Badania u Arabidopsis pokazaly, ze powstajace
podczas rekombinacji dwuniciowe pekniecia DNA (DSB)
wystepuja w regionach o niskiej gestosci nukleosomoéw [49].
Po rozpoczeciu mejozy histony H1 oraz H2A.Z sa ponow-
nie inkorporowane do nukleosoméw [40], a cate chromoso-
my sa wzbogacane w ,,otwierajacy chromatyne” H3K4me3.
Jednoczesnie prawie catkowicie eliminowany jest hamujacy
H3K27me3, lecz w obszarach heterochromatynowych zna-
czgco wzrasta poziom represyjnego H3K9me2. Dystrybucja
tych modyfikacji histonowych prawdopodobnie odzwier-
ciedla zréznicowana organizacje genomu Arabidopsis, tj. lo-
kalizacji i gestosci sekwencji genowych oraz powtérzonych
[42].

MODYFIKACJE EPIGENETYCZNE
KOMOREK GAMETOFITU

Zaréwno w linii zenskiej, jak i meskiej, zredukowane
komorki pomejotyczne (funkcjonalna megaspora, mikro-
spory) rozwijaja sie w gametofit, w ktérym réznicuja sie
zenskie lub meskie gamety (Ryc. 1). Epigenetyczne repro-
gramowanie gamet odgrywa istotna role nie tylko w regu-
lacji ekspresji genéw oraz transpozondéw, ale takze w piet-
nowaniu rodzicielskim, a nastepnie w pozaplodnieniowym
reprogramowaniu zygoty.

GAMETOFIT ZENSKI

W specjacje i mitotyczne podzialy FM zaangazowane sa
somatyczne siRNA (Ryc. 7). Badania u Arabidopsis oraz ryzu
wskazujg, ze otaczajace tetrade komorki subepidermalne
produkuja 24 nt siRNA, ktére w kompleksie z AGO4-5 u
Arabidopsis [37], lub jego homologa MEL1 u ryzu [48,50],
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Rycina 7. Model udziatu somatycznych 24 nt siRNA i AGO4 u Arabidopsis i MEL1
u ryzu w reprogramowaniu funkcjonalnej megaspory. FM - funkcjonalna mega-
spora, DM - degenerujace megaspory, O - osrodek.

kontroluja rozwdj i réznicowanie gametofitu zenskiego.
Ujawnia to, iz szlak reprogramowania FM w gametofit z
udzialem somatycznych 24 nt siRNA jest niezalezny od spe-
gjacji KMM, w ktérej uczestnicza kompleksy 24 nt siRNA z
biatkiem AGO9. Obecnie uwaza si¢, ze w rozwijajacym sie
zalazku funkcjonuja dwa rézne systemy kontroli komoérek
linii generatywnej. Pierwszy, zwigzany z funkcjonowaniem
komplekséw 24 nt somatycznych siRNA i AGO9. Uru-
chamiany jest on przed mejoza i kontroluje specjacje tylko
jednej komoérki osrodka w KMM, ktéra opusci cykl mito-
tyczny i podzieli sie mejotycznie. Drugi system, w ktérym
réwniez uczestnicza somatyczne 24 nt siRNA, jest zalezny
od biatek AGO4-5/MELL. Ten szlak regulacji epigenetycz-
nej jest aktywny po mejozie i kontroluje powrét FM do cy-
klu mitotycznego oraz réznicowanie zeriskiego gametofitu
[17,51,52].

Podczas selekgji jednej z czterech megaspor pluripoten-
gjalnej megaspory funkcjonalnej (FM) obserwuje sie zmiany
epigenetyczne, ktére sa podobne do wystepujacych przed
mejoza w KMM. W FM dochodzi do dekondensacji chro-
matyny, czemu towarzyszy niski poziom znacznikéw hete-
rochromatynowych, takich jak H3K27mel i H3K27me3 oraz
H3K16ac i biatka LHP1 [40,41]. Dodatkowo odbywa sie usu-
wanie histonéw H1 i H2A.Z [53-55]. W specjacje FM wlaczo-
ne sa tez zmiany epigenetyczne, ktére sa specyficzne tylko
dla tej komorki. Catkowitej eliminacji ulega obecny w kon-
stytutywnej chromatynie centromerowej KMM represyjny
wariant histonu H3K9me2, co moze wskazywac na aktywa-
cje obecnych tam sekwencji DNA. Jednocze$nie obniza sie
poziom zmetylowanego histonu H3K4me3, ktéry jest mar-
kerem euchromatynowej, ,otwartej” struktury chromatyny,
co wraz z niskim poziomem aktywnej pol RNA II dowodzi

66

transkrypcyjnemu wyciszeniu FM [40,41]. Ostatecznie do-
chodzi do przebudowy chromatyny z udzialem kompleksu
remodelujacego typu SWI/SNF2 i ,przelaczenia” haplo-
idalnej FM na droge mitotycznej fazy rozwoju zenskiego
gametofitu [9]. W takim stanie epigenetycznym FM rozpo-
czyna replikacje przed pierwszym podzialem mitotycznym.
Na istotng role dynamiki zmian organizacji chromatyny w
procesie przeprogramowania FM z cyklu mejotycznego w
mitotyczny wskazuja badania mutantéw mos7 Arabidopsis
[56]. FM pozbawione podjednostki nukleoporyny MOS7/
Nupp88 sg niekompetentne do wejscia na droge megagame-
togenezy. Nukleoporyny uczestniczg w eksporcie RNA iich
brak prawdopodobnie prowadzi do zatrzymania w jadrze
komoérkowym FM transkryptéw niezbednych dla progresji
rozwojowej. Z kolei z badan komorek zwierzecych wiado-
mo, ze biatka te wplywaja na przestrzenna organizacje ja-
dra komorkowego poprzez wigzanie domen chromatyny,
co z kolei moze ttumaczy¢ istotny wplyw zmian organizacji
chromatyny wyzszego rzedu na wiaczenie programu mito-
tycznego [42].

Podczas kolejnych podzialéw mitotycznych FM docho-
dzi do ponownej kondensacji chromatyny. U Arabidopsis w
chromocentrach wszystkich jader tworzacego sie syncytium
przywrécony zostaje wysoki poziom znacznika heterochro-
matyny konstytutywnej H3K9me2, poréwnywalny do ob-
serwowanego w komorkach somatycznych. Dodatkowo
w obszarach euchromatynowych wzrasta poziom bialek
LHP1 oraz SWINGER, ktére funkcjonuja w metylujacym
histony kompleksie Polycomb. LHP1 wiagzac sie ze znacz-
nikiem nieaktywnych genéw, jakim jest histon H3K27me3,
uczestniczy w remodelowaniu chromatyny prowadzacym
do jej inaktywagji [9,57].

Dalsze zmiany w organizacji i aktywnosci chromatyny
nastepuja podczas procesu celularyzacji gametofitu. Zmiany
te prowadza do ostatecznego epigenetycznego zréznicowa-
nia siedmiu odmiennych funkcjonalnie komérek woreczka
zalazkowego. W dojrzalym zeniskim gametoficie szczegol-
nie obserwowany jest ,epigenetyczny dymorfizm” komor-
ki jajowej i komorki centralnej (Ryc. 8). W komorce jajowej
Arabidopsis, kukurydzy, ryzu i hiacynta chromatyna jest
bardziej skondensowana, utrzymana w stanie represyjnym
i transkrypcyjnie wyciszona. Z kolei chromatyna komoérki
centralnej jest zdekondensowana, u Arabidopsis pozbawio-
na chromocentréw, nie zawiera epigenetycznych markeréw
wyciszenia i jest transkrypcyjnie aktywna [42,58-60].

METYLACJA DNA

Komoérka jajowa i centralna charakteryzuja sie odmien-
nymi wzorcami metylacji DNA. Znajduje to odzwierciedle-
nie w zréznicowanej aktywnosci enzymow uczestniczacych
w metylacji i demetylacji DNA. W dojrzatej komorce jajowej
rzodkiewnika i ryzu, w wyniku bardzo niskiej lub zahamo-
wanej ekspresji MET1, poziom metylacji DNA w kontekscie
CG ulega obnizeniu [61]. W gamecie aktywne s natomiast
metylotransferazy DNA CMT3 odpowiedzialne za metyla-
cje DNA w kontekscie CHG [62] oraz DRM2 i DRM1, ktére
uczestnicza w de novo metylacji DNA w kontekécie CHH
[61,63]. W komorce jajowej nie ujawniono natomiast ak-
tywnosci glikozylazy DEMETER (DME), co wskazuje iz w
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Rycina 8. Epigenetyczny dymorfizm komorki jajowej i komorki centralnej. W utrzymaniu integralnosci genomu komorki jajowej oraz regulacji ekspresji wybranych
genow na drodze RADM uczestnicza mobilne 24 nt siRNA produkowane w wyniku aktywacji TE komorki centralnej. KJ - komorka jajowa, S - synergida, KC - komorka

centralna, DME - glikozylaza DNA DEMETER [na postawie 61,63,68].

dojrzalej gamecie utrzymywany jest staly wzorzec metylacji
DNA [42].

W komorce centralnej obserwuje sie niski poziom mety-
lotransferaz DNA odpowiedzialnych za de novo metylacje
oraz brak ekspresji enzyméw podtrzymujacych metylacje
DNA, co wiaze sie z utratg heterochromatyny. Pomimo bra-
ku MET1, metylacja DNA w kontekscie CG zostaje utrzyma-
na, prawdopodobnie dzieki aktywnosci homologéw MET1
- MET2a i MET2b, ktére w komorce centralnej podlegaja
specyficznej ekspresji [61]. U Arabidopsis w komorce cen-
tralnej zachodzi ekspresja metylotrasferazy DNA DRM2,
ale jej poziom jest istotnie nizszy niz w komoérce jajowej. W
przeciwienistwie do komoérki jajowej, w komorce centralnej
dochodzi do ekspresji enzyméw uczestniczacych w deme-
tylacji DNA. U Arabidopsis jest to glikozylaza DEMETER
[61], natomiast u ryzu jej ortologi ROS1 i ROS1a [64]. Deme-
tylacja DNA pelni wazna role nie tylko komoérce centralnej,
ale po zaptodnieniu podczas rozwoju bielma. Wykazano, ze
u mutantéw dme Arabidopsis brak ekspresji DME prowadzi
do hypermetylacji DNA komorki centralnej, a po zaplodnie-
niu do zaburzen rozwoju bielma i ostatecznie aborcji nasion
[65,606].

MODYFIKACJE HISTONOW

Dojrzate Zeriskie gamety charakteryzuje odmienny wzo-
rzec ekspresji izoform bialek histonowych. Komoérka jajowa
nie zawiera wariantéw histonu H3.1, chociaz transkrypty
HTR1 i HTR3 sa w komoérce wykrywane. Synteza H3.1 jest
Scisle powigzana z synteza DNA i nie wykluczone, ze brak
tego wariantu histonu moze wynikac z zatrzymania progre-
sji cyklu komérkowego gamety przed faza S. Dojrzata ko-
morka jajowa zawiera natomiast wysoki poziom wariantu
histonu H3.3 kodowany przez HTR5. Ta izoforma histonu
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H3 moze by¢ inkorporowana w dowolnej fazie cyklu ko-
morkowego i jest istotna w regulacji struktury i aktywacji
transkrypcji chromatyny. Wykazano, ze w ssaczych ko-
morkach embrionalnych H3.3 zdeponowany przez HIRA
ulatwia rekrutacje kompleksu remodelujacego chroma-
tyne PRC2 i odkladanie heterochromatynowego markera
H3K27me3, ale do tej pory nie wyjasniono, czy histony te
pelnia podobna funkcje w komorce jajowej. W przeciwien-
stwie do komorki centralnej, komérka jajowa zawiera chro-
mocentra, jednakze na ich terenie nie wykryto centromero-
wego wariantu histonu H3, gameta pozbawiona jest takze
transkryptéw CENH3. Biologiczne znaczenie tej obserwacji
dla komérki jajowej nie zostalo do tej pory wyjasnione [9].
Heterochromatyna w chromocentrach zawiera represyjny
wariant histonu H3K9me?2. Z kolei rozproszonej chromaty-
nie towarzyszy wysoki poziom biatka LHP1/TFL2 lokali-
zowanego w wyciszonych przez PRC2 obszarach euchro-
matyny wzbogaconych wariantem histonu H3K27me3 [58].
W komérce jajowej dochodzi do zahamowania transkrypcji
genoéw kodujacych biatka, na co wskazuje niski poziom ak-
tywnej/ elongacyjnej formy Pol RNA II [60].

W dojrzatej komorce centralnej obecny jest wariant hi-
stonu H3.1 kodowany przez HTR3 oraz H3.3 kodowany
przez HTRS i HTR14. Ten ostatni uznawany jest za wa-
riant unikalny, poniewaz do tej pory zostat wykryty tylko
w tej komorce. Interesujace, ze komoérka centralna bogata
jest w transkrypty centromerowego wariantu histonu H3
(CENHS3), natomiast nie lokalizowano w komérce ich bia-
tek. Ponadto jadro komoérki centralnej pozbawione jest chro-
mocentrow. Wiadomo, ze w komoérkach eukariotycznych
CENHS3 uczestniczy w prawidlowej biogenezie kinetocho-
ru i wlasciwej segregacji chromosomoéw [9,67]. Nie mozna
wiec wykluczy¢, Ze obecnos¢ transkryptéow CENH3 swiad-
czy¢ moze o przygotowaniu komoérki do pozaptodnienio-
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wej reorganizacji chromatyny i podzialu jadra pierwotnej
komérki bielmowej, ktéry ma miejsce przed podzialem zy-
goty [60]. Rozproszong chromatyne komoérki centralnej cha-
rakteryzuje nie tylko demetylowany DNA, ale takze obni-
zony poziom markera heterochromatyny jakim jest wariant
histonu H3K9me2. W komorce centralnej poziom elongacyj-
nej formy Pol RNA II jest wyzszy niz w komorce jajowej
[60]. Aktywnos¢ transkrypcyjna gamety potwierdza takze
nizszy poziom biatka LHP1/TFL2 i histonu H3K27me3 [58].

INTERFERENCJA RNA

Epigenetyczne réznicowanie komoérki jajowej kontro-
lowane jest przez syntetyzowane w komorce centralnej
siRNA. Efektem aktywnej demetylacji DNA (DME) oraz
obnizenia poziomu MET1 jest dekondensacja chromatyny
komoérki centralnej. Demetylacji ulegaja sekwencje powto-
rzone oraz bogate w AT i pozbawione markeréw hetero-
chromatynowych sekwencje TE. Aktywacja TE prowadzi
do generowania 24 nt siRNA, ktére przemieszczaja sie do
komorki jajowej w celu wyciszenia na drodze RADM obec-
nych tam komplementarnych sekwencji TE [68]. ZdoInosé
przemieszczania sie¢ SRNA z komorki centralnej do gamety
potwierdzaja badania w wykorzystaniem techniki mikro-
iniekcji. U Arabidopsis fluorescencyjnie znakowane 24 nt
dwuniciowe sRNA wprowadzone do komoérki centralnej
juz po pierwszej godzinie wykrywane sa w postaci dwuni-
ciowych lub jednoniciowych czasteczek w zeriskiej gamecie
[69]. W komorce jajowej de novo metylacja DNA zachodzi
prawdopodobnie przez niekanoniczny szlak RDR6-RdDM
wlaczajacy aktywnosé DRM2 i Pol RNA V, ktéra katalizuje
synteze docelowych dla siRNA szkieletowych RNA. Nie za-
lezy natomiast od aktywnosci Pol RNA IV, uczestniczacej w
syntezie kanonicznych 24 nt siRNA. W gamecie nie wykryto
bowiem obecnosci NRPD1 - specyficznej podjednostki ka-
talitycznej Pol RNA IV oraz metylotransferazy DNA CMT2
[70]. Informacje te wydaja sie potwierdza¢, ze 24 nt siRNA
wlaczone w remodelowanie chromatyny komorki jajowej
nie sg produkowane w gamecie.

Proces kierowanej przez komoérke centralng metylacji
DNA komérki jajowej pelni dwie funkcje. Metylacja kom-
plementarnych sekwencji heterochromatynowych TE gwa-
rantuje utrzymanie stabilnosci genetycznej gamety. Z dru-
giej strony wiadomo, Ze mechanizmy wyciszenia w komor-
ce jajowej wykraczaja poza centromerowe sekwencje TE i
rozciagaja sie na regiony euchromatynowe. Prowadzi to do
globalnego zahamowania transkrypcji w komérce jajowej,
co wigze sie z epigenetycznym przeprogramowaniem ga-
mety i nabywaniem totipotencji [68,71,72].

Analizy transkryptomu komorki jajowej wykazaly, ze w
gamecie obok ekspres;ji bialek szlaku TGS i 24 nt siRNA, ta-
kich jak RDR2, DCL3 i AGO4 aktywne s3 takze geny zwia-
zane z biogeneza miRNA (m.in. DCL1, HYL1 oraz biatek
zawierajacych domene wigzaca dsRNA DsRBD) oraz AGO1
tworzacych RISC [62] w szlaku PTGS. Podobnie, transport
miedzy gametami dotyczy takze czasteczek miRNA. Bada-
nia Ibarra i wsp. (2012) [71] dowiodly, ze ulegajacy ekspresji
w komorce centralnej miRNA, ktérego celem jest transkrypt
biatka GFP pochodzacego z transgenu komorki jajowej,
przemieszcza si¢ i istotnie obniza poziom fluorescencji biat-
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ka w gamecie. Szlaki PTGS istotne sa takze dla funkcjono-
wania komorki centralnej, bowiem w aparacie jajowym
biatko SGS3 ulega gtéwnie ekspresji w tej gamecie [71].

GAMETOFIT MESKI

Od dawna wiadomo, ze los komorek pylkowych jest
determinowany asymetrycznym podzialem mikrospory,
podczas ktérego komorki o identycznym genomie wypo-
sazane s3 w cytoplazme o zréznicowanej zawartosci orga-
nelli komérkowych. Wkrétce po podziale widoczna staje sie
odmienna organizacja chromatyny, ktéra w komoérce gene-
ratywnej ulega silnej kondensacji, natomiast w jadrze we-
getatywnym pozostaje zdekondensowana [73]. Zmianom
tym towarzyszy odmienny poziom transkrypcji, ktory jest
wyzszy w komoérce wegetatywnej anizeli w komoérce gene-
ratywnej. Wazna role w tym pierwszym etapie specyfikacji
komorek pytkowych odgrywa Sciana kalozowa, ktéra tuz
po mitozie mikrospory oddziela siostrzane komorki pytko-
we [74]. Precyzyjnie regulowana przestrzenno-czasowa de-
pozycja a nastepnie degradacja ciany kalozowej petni waz-
na role w specjacji siostrzanych komoérek pytkowych [75].
Brak degradacji éciany kalozowej u mutantéw genu SGC
(STICKKY GENERATIVE CELL) nie pozwala na uwolnie-
nie komorki generatywnej od sporodermy i komoérka ta nie
zostaje otoczona przez komoérke wegetatywna. Efektem sa
zaburzenia dalszego réznicowania komorki generatywnej,
pytek jest nieptodny. Pokazuje to, ze krytyczna role w usta-
laniu wzorca réznicowania komoérki generatywnej pelni
bezposredni kontakt z komérka wegetatywna. Potwierdza-
ja to badania genetyczne, ktére ujawnily Ze réznicowanie
gamet nie jest autonomiczne i odbywa sie na drodze sygna-
fowania epigenetycznego przez produkowane w komorce
wegetatywnej siRNA, podobnie jak w procesie reprogra-
mowania komoérek somatycznych pylnika w komoérki linii
generatywnej (KMMi) z udzialem 21 nt i 24 nt phasiRNA
(Ryc. 6) [4,76,77].

Dojrzewanie meskiego gametofitu to okres zréznicowa-
nej aktywnosci transkrypcyjnej komérek pytkowych, ktéry
np. u hiacynta trwa az do wytworzenia dojrzatych komérek
plemnikowych w fagiewce pyltkowej [78,79]. Procesy epige-
netyczne wlaczone sa zaréwno w determinacje meskiego
epigenomu, ktéry zostanie przekazany do zygoty (stabiliza-
¢ja genomu, pietnowanie genomowe), ale réwniez w regu-
lacje odmiennego i zmieniajacego sie poziomu transkrypcji
komorki wegetatywnej i komoérki generatywnej/komoérek
plemnikowych [5,78,80]. Epigenetyczne réznicowanie ko-
morek meskiego gametofitu ujawniaja: (1) zmiany wzorca
metylacji DNA, (2) modyfikacje biatek histonowych oraz (3)
wymiana histonéw kanonicznych na plciowo-specyficzne.

METYLACJA DNA

Badania prowadzone gléwnie u Arabidopsis pozwoli-
ty pozna¢ zréznicowanie wzorca metylacji DNA podczas
dojrzewania komorek meskiego gametofitu (Ryc. 9). Po
mejozie, w stosunku do KMMi, w heterochromatynowych
sekwencjach okolocentromerowych i satelitarnych mikro-
spor odbywa sie aktywna demetylacja w kontekscie CHH,
lecz utrzymywana przez MET1 i CMT3 metylacja CG i CHG
pozostaje bez zmian [21,45]. Podczas dalszego rozwoju, w
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Rycina 9. Model reprogramowania genomu komorek meskiego gametofitu u Arabidopsis. A - mikrospora, B - komorka wegetatywna: produkowane po aktywacji TE 21 nt
siRNA sa transportowane do komoérek plemnikowych C, gdzie na drodze RADM oraz niezaleznie od RADM uczestniczg w hamowaniu TE oraz metylacji pietnowanych
genéw (SPC - sekwengje pericentromerowe, IG - pietnowany gen) [na podstawie 4,9,21,45,71,76].

ziarnie pytku dochodzi do istotnego zréznicowania wzor-
ca metylacji DNA miedzy komérka wegetatywna a game-
tami [71,76]. W komorce wegetatywnej ma miejsce de novo
metylacja w kontekscie CHH gtéwnie sekwencji pericen-
tromerowych i satelitarnych. Proces ten jest ustanawiany i
utrzymywany zaréwno na drodze RdDM,, jak i niezaleznie
od tego szlaku przez chromometylaze CMT2 [9]. Sekwengcje
TE obecne w chromatynie ubogiej w H3K9me?2 sg przede
wszystkim metylowane na drodze RADM. Natomiast me-
tylacja TE zlokalizowanych w bogatej w H3K9me2 hete-
rochromatynie konstytutywnej jest efektem aktywnosci
CMT?2 [9]. Metylacje chromatyny wegetatywnej z udzialem
siRNA potwierdza obecno$¢ metylotransferazy DRM2 oraz
biatka AGO4 [76,81]. Jednoczesnie z aktywna metylacja, w
komorce wegetatywnej maja miejsce procesy prowadzace
do pasywnej i aktywnej demetylacji. Istotnie obniza sie eks-
presja metylotransferazy MET1 (pasywna demetylacja) oraz
wzrasta poziom glikozylazy DME oraz ROS, ktére uczestni-
czg w aktywnej demetylacji [71,76,82].

Réwnowaga miedzy aktywna metylacja sekwengji peri-

centromerowych i demetylacja utrzymywana jest dzieki ha-
mowaniu ekspresji DDM1, enzymu ktéry jest konieczny do
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rearanzacji chromatyny podczas niezaleznej od RADM de
novo metylacji DNA. Efektem aktywnosci glikozylazy DME
i ROS jest obnizenie metylacji DNA w kontekscie CG i reak-
tywacja TE, réwniez tych ktére zlokalizowane sa w poblizu
genoéw [21,72,76]. Pierwotne transkrypty reaktywowanych
sekwencji TE sa nastepnie ciete przy udziale miRNA na 21
nt epigenetycznie aktywowane siRNA (easiRNA), ktore
przemieszczaja sie¢ do komoérek plemnikowych [51]. Ostat-
nie badania niespodziewanie ujawnily, ze do akumulacji 21
nt transkryptow w pytku konieczna jest Pol RNA 1V [83], co
wskazuje Ze ten enzym uczestniczy w biogenezie nie tylko
klasycznych 24 nt siRNA, ale réwniez wtérnych easiRNA
[84].

W komoérkach plemnikowych Arabidopsis poziom mety-
lacji sekwencji pericentromerowych w kontekscie CHH jest
niski, podobny do tego ktéry wystepowal w mikrosporze
[21,45,76]. Na tej podstawie sugeruje sie, ze w meskich ga-
metach de novo metylacja DNA kierowana przez kompleksy
24 nt siRNA/AGO4 pozostaje ograniczona. Nasze badania
u hiacynta wykazaly obecnoé¢ biatka AGO4 zaréwno w
jadrze komorki generatywnej, jak i w komérkach plemni-
kowych [81]. Mozna zatem przypuszczaé, ze podczas réz-
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nicowania meskich gamet odbywa sie metylacja DNA kie-
rowana 24 nt siRNA/AGO4. Czy jest to droga autonomicz-
na, czy tez sygnalowana przez komorke wegetatywna - jak
wczeéniej proponowat zesp6t Calarco (2012) [76] - nie wia-
domo. Sg dowody, ze komoérka wegetatywna uczestniczy w
epigenetycznym reprogramowaniu genomu gamet poprzez
mobilne 21 nt easiRNA. Ta klasa siRNA prawdopodobnie
wlaczona jest w utrzymanie integralnosci genomu poprzez
hamowanie TE oraz wyciszanie pietnowanych ojcowskich
alleli. Uwaza sie, ze waznym celem 21 nt easiRNA sg se-
kwencje transpozonowe, ktore sa zlokalizowane w poblizu
pietnowanych genéw. Inicjowana w sekwencjach TE mety-
lacja zostaje ,, poszerzona” na sekwencje genéw, ktére maja
zosta¢ wyciszone w meskich gametach, a pozostang aktyw-
ne w gametach Zenskich [4,71]. Przeciwnie do komoérki we-
getatywnej, w genomie komérek plemnikowych, ktére prze-
niosg swoj epigenom do nastepnego pokolenia sporofitu,
wzrasta poziom metylacji w konteksécie CG i CHG. W utrzy-
maniu wysokiego poziomu metylacji CG i CHG uczestnicza
metylotransferaza DNA MET1 oraz enzym DDM1 [4,21,76],
a takze brak demetylazy DME [82]. Metylacja DNA w ko-
morkach plemnikowych moze by¢ kontrolowana przez ko-
morke wegetatywng takze za posrednictwem substratu dla
metylotransferaz. Badania wykazaty, ze enzym MAT3 (ME-
THIONINE ADENOSYLTRANSFERASE 3) odpowiedzial-
ny za synteze SAM, bedacego donorem grupy metylowej
dla metylotransferaz DNA, ulega ekspresji przede wszyst-
kim w komoérce wegetatywnej [84].

Z uwagi na niski poziom DRM2 w komérkach plemniko-
wych [21] rozwaza si¢ inng/dodatkowa role dla ,wegeta-
tywnych” siRNA obecnych w meskich gametach. Ich celem
moga by¢ transkrypty retrotranspozonéw oraz innych ge-
néw, moga wiec by¢ wilaczone w regulacje ekspresji genéw
na drodze PTGS [77]. Nie mozna tez wykluczy¢, ze 21 nt
easiRNA sa magazynowane w gametach, a do ich aktywacji
dochodzi dopiero po zaptodnieniu [51].

W wyciszanie ekspresji genéw na drodze PTGS podczas
réznicowania meskich gamet prawdopodobnie wiaczone sa
tez endogenne miRNA. U hiacynta biatko AGO1, ktére spe-
cyficznie wiaze sie z miRNA, obecne jest nie tylko w komor-
ce wegetatywnej, ale réwniez w komorce generatywnej i na
niskim poziomie takze w komérkach plemnikowych [81].

Kwestia otwarta pozostaja drogi transportu produkowa-
nych w komoérce wegetatywnej siRNA do komérek plemni-
kowych. Proponuje sie obecnos¢ specyficznych importeréw
dla ruchomych siRNA w blonie komoérki generatywnej i
komoérek plemnikowych, ale przede wszystkim zwraca sie
uwage na udzial w tym procesie MGU, tj. miejsca fizyczne-
go zblizenia jadra komorki wegetatywnej z meskimi game-
tami [86]. Na role MGU w epigenetycznej regulacji geno-
mu komorek meskiego gametofitu wskazuja nasze badania
u hiacynta. U tego gatunku MGU powstaje juz w stadium
dwu komoérkowego pyltku i utrzymuje sie po II mitozie. In-
teresujace jest to, ze w zblizonych do siebie obszarach jader
wegetatywnego i generatywnego zlokalizowana jest chro-
matyna o specyficznym wzorcu epigenetycznym - obnizo-
nym poziomie 5mC i podwyzZszonym poziomie acetylacji
histonoéw [5].
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MODYFIKACJE HISTONOW

Podczas dojrzewania meskiego gametofitu zmianom
wzorca metylacji DNA towarzysza zmiany prowadzace
do reorganizacji chromatyny, takie jak wymiana histonéw
oraz potranslacyjne modyfikacje tych bialek. Efektem jest
odmienna organizacja/kondensacja chromatyny komorki
wegetatywnej oraz komorki generatywnej/komorek plem-
nikowych.

WARIANTY HISTONOW

W komorce generatywnej, a nastepnie w komoérkach
plemnikowych stwierdzono obecno$é wariantéw histonéw,
ktoére nie wystepuja w jadrze wegetatywnym i komorkach
somatycznych [32,87]. W jadrze generatywnym dwukomor-
kowego pylku Lillium zlokalizowano warianty histonéw
rdzeniowych - gH2A, gH2B, gH3 oraz gH4 oraz histonu
tacznikowego H1 [31,88,89]. Do ich ekspresji dochodzi juz
po podziale mikrospory, co wskazuje, ze wymiana histo-
néw klasycznych na plciowe odbywa sie podczas réznico-
wania komérek pytkowych. Z kolei w jadrach gamet tréjko-
morkowego pytku Arabidopsis zidentyfikowano charaktery-
styczne dla linii generatywnej warianty histonu H3 - HTR5
oraz HTR10 (HISTONE THREE RELATED 10), ktéry okre-
slany jest mianem meskiego histonu plciowego H3 (MGH,
ang. Male Gamete Histon 3) [90]. Synteza tego specyficznego
histonu odbywa sie¢ juz we wczesnych etapach dojrzewania
ziarna pylku. Obecnos¢ HTR10 w komorce generatywnej
stwierdzono wkrétce po asymetrycznym podziale mikro-
spory, ale do jego akumulacji dochodzilo dopiero w komor-
kach plemnikowych [90,91].

Specyficznym dla meskiej linii rozrodczej jest tez wariant
centromerowy H3 - HTR12 [67]. Analiza dystrybucji centro-
merowego HTR12 (lub CENH3) ujawnita, Ze jest on obecny
juz w jadrze mikrospory [90]. Podczas dojrzewania ziarna
pytkowego u lilii i Arabidopsis ten wariant H3 jest elimino-
wany z jadra wegetatywnego [31], natomiast u ryzu jest on
odnajdywany zaré6wno po pierwszym, jak i drugim podzia-
le mitotycznym we wszystkich komoérkach gametofitu me-
skiego [92].

Takze w komoérce wegetatywnej pylku obecne sa specy-
ficzne dla niej warianty histonéw. Zidentyfikowane u lilli
transkrypty MPH3 sg prekursorami wariantu histonu wy-
kazujacego duza homologie do wariantéw H3.1 oraz H3.3.
Lokalizowane sa juz w stadium mikrospory, a po jej po-
dziale w komorce wegetatywnej. Przypuszcza sie, Ze histon
MPH3 wspiera aktywnos¢ transkrypcyjna tej komorki [93].

POTRANSLACYJNE MODYFIKACJE
BIALEK HISTONOWYCH

W jadrach komérek pylkowych ujawniono obecnosé za-
réwno markeréw euchromatyny, jak i heterochromatyny.
Wystepowanie acetylowanych histonéw (acH3 i acH4), kt6-
re znakuja aktywne obszary chromatyny, stwierdzono w
jadrach obydwu komoérek pytkowych [94,95]. Niski poziom
tego markera lokalizowano takze w komoérkach plemni-
kowych, zaréwno u roslin o tréjkomoérkowych (jeczmienia
[96], ryzu [92]) jak i dwukomoérkowych (hiacynt [5]). Row-
nolegle wystepowanie w komoérkach pytkowych enzymu
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Rycina 10. Model epigenetycznego reprogramowania genomu zarodka z udzialem 24 nt siRNA produkowanych dzieki aktywnoséci matczynych TE w bielmie. 1 - wycisz-
ny genom ojcowski w bielmie 2 - aktywna demetylacja matczynego DNA z udzialem DME w bielmie, 2 - aktywacja matczynych TE i 3 - transport bielmowych siRNA do
zarodka, 4 - de novo metylacja DNA komplementarnych sekwencji TE i wybranych genéw w zarodku.

deacetylazy histonowej HDT1/2 wskazuje, ze podczas doj-
rzewania meskiego gametofitu maja miejsce dynamiczne
zmiany acetylacji chromatyny [5].

Réwniez specyficzne markery aktywnej euchromatyny
H3K4 i H3K36 lokalizowane sg w jadrach obydwu komoérek
pytkowych [5,31,94,97]. Kontrowersyjna pozostaje obecnosc¢
tych markeréw w chromatynie komoérek plemnikowych.
H3K4me oraz H3K36 lokalizowano w gametach tréjkomor-
kowego pylku ryzu i jeczmienia [92,96]. Z kolei w komor-
kach plemnikowych Arabidopsis obecno$é¢ metylowanego
H3K4, jak i K36 stwierdzono tylko w jadrze wegetatywnym
[98]. Te rozbiezne wyniki moga wynikaé z badania meskich
gamet w réznych okresie ich dojrzewania. Np. u hiacyn-
ta tuz po II mitozie w jadrach gamet obecny jest zaréwno
H3K4me3, jak i H3K36, ale po dluzszym okresie hodowli w
jadrach plemnikowych lokalizowano tylko H3K36 [5].

Podobnie jak w przypadku znacznikéw euchromaty-
ny, réwniez marker heterochromatyny konstytutywnej
H3K9me2 lokalizowany byl w jadrach obydwu komérek
pytkowych [31,94,97], a u ryzu i jeczmienia takze w komor-
kach plemnikowych [92,96]. Modyfikacji tej nie ujawniono
tylko w jadrach gamet Arabidopsis [98].

Obecnosc i poziom znacznikéw aktywnej chromatyny w
komoérkach meskiego gametofitu pozostaja w zgodzie z ich
zréznicowana aktywnoscig transkrypcyjna i odmienng or-
ganizacja/kondensacja chromatyny. Interesujacym wyjat-
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kiem jest znacznik wylgczonej funkcjonalnie euchromatyny
H3K27me3. Przeprowadzone u ré6znych gatunkéw badania,
pokazaly, ze znacznik ten jest obecny w jadrze wegetatyw-
nym, natomiast nie wystepuje w mato aktywnej transkryp-
cyjnie chromatynie komoérek plemnikowych. Prawdopo-
dobnie H3K27me jest usuwany juz z komoérki generatywnej
wkrétce po asymetrycznym podziale mikrospory. Podczas
dojrzewania tréjkomoérkowego pylku jeczmienia [96] i ryzu
[92] znacznik ten lokalizowano zaréwno w jadrze wegeta-
tywnym, jak i na niskim poziomie w jadrze generatywnym.
Natomiast po podziale komérki generatywnej H3K27me3
obecny byl tylko w jadrze wegetatywnym, nie lokalizowa-
no go w jadrach komérek plemnikowych. Tq wczesng eli-
minacje H3K27me3 potwierdzaja badania pytku lilii [97]
oraz hiacynta [99]. U obydwu gatunkéw w dojrzatym dwu-
komérkowym pytku H3K27me3 obecny byt tylko w jadrze
wegetatywnym, komorka generatywna - takze podczas
wzrostu tagiewki pytkowej - pozbawiona byla tego markera
[99]. Jak dotad nie wiadomo jakie mechanizmy sa odpowie-
dzialne za brak H3K27me3 w chromatynie meskich gamet.
Usuwanie H3K27me3 odbywa sie w tym samym czasie co
wymiana histonéw kanonicznych na warianty plciowe, tj.
podczas dojrzewania komoérki generatywnej. Mozna zatem
przypuszczaé, ze remodelowanie chromatyny prowadzace
do jej silnej kondensacji jest wystarczajace do ,wylacze-
nia” euchromatyny, ktéra jednakze pozostaje potencjalnie
,otwarta”, co pozwala na jej aktywacje wkrétce po zaptod-
nieniu [61] i ekspresje meskiego genomu w nowym pokole-
niu sporofitu [12].
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MECHANIZMY EPIGENETYCZNE W PROCESIE
ZAPEODNIENIA I WCZESNEJ] EMBRIOGENEZY

W procesie podwdjnego zaplodnienia (Ryc. 1) u roslin
okrytozalazkowych komorka jajowa i komorki plemnikowe
sq dawca hypermetylowanego genomu, z wyciszonymi na
drodze metylacji DNA sekwencjami TE oraz genami potozo-
nymi w najblizszym ich sasiedztwie. Z kolei genom komor-
ki centralnej jest hypometylowany, co warunkuje aktywacje
sekwencji TE i synteze 24 nt siRNA, ktére eksportowane do
komorki jajowej zapewniaja utrzymanie integralnosci ge-
nomu zygoty/rozwijajacego sie zarodka (Ryc. 10). Mimo,
ze genom triploidalnego bielma nie jest przekazywany na-
stepnemu pokoleniu, to prawidtowy wzorzec ekspresji jego
genéw jest istotny dla rozwoju bielma i zarodka oraz zy-
wotnosci nasion. W procesach tych istotna role pelni pietno-
wanie genomowe, ktére warunkuje zré6znicowana ekspresje
genéw w zaleznosci od pochodzenia rodzicielskiego (ang.
parent-of-origin effect) [100-102].

METYLACJA DNA

Zarodek dziedziczy wzoér metylacji DNA z komorki jajo-
wej i komorki plemnikowej, a utrzymanie tego wzorca jest
istotne dla epigenetycznego przeprogramowania totipote-
gjalnej zygoty, proceséw réznicowania i wiernego przekazy-
wania informacji genetycznej w podziatach komérkowych
[102]. Poziom metylacji DNA w kontekscie CG w zarodku
zostaje przywrécony dzieki aktywnosci metylotrasferazy
DNA MET1, ktérej ekspresja zostaje wznowiona tuz po za-
plodnieniu [61,103]. W zarodku Arabidopsis poziom mety-
lacji DNA w kontekscie CG staje sie poréwnywalny pozio-
mem odnotowanym w komérkach innych tkanek roéliny. U
mutantéw metl rzodkiewnika i ryzu globalna utrata mety-
lacji DNA prowadzi do nieprawidtowego rozwoju zarodka
oraz obnizonej zywotnosci nasion [104,105].

Z kolei poziom metylacji DNA w konteksécie CHH w za-
rodku wzrasta stopniowo, co koreluje ze wzrostem ekspresji
metylotransferaz DNA DRM?2 i CMT2 [106,107]. We wcze-
snych zarodkach Arabidopsis poszczegblne miejsca CHH w
DNA sa zmetylowane w okoto 20%, podczas gdy w dojrza-
tych zarodkach metylacja DNA w kontekscie CHH zbliza
sie do 100% [103]. Podczas embriogenezy metylacja DNA w
kontekscie CHH odbywa sie¢ zaré6wno w sposéb zalezny od
RdDM, jak i niezaleznie od siRNA w wyniku aktywnosci
metylotrasferazy DNA CMT2 [105]. Za stopniowa metylacje
DNA w kontekscie CHH gléwnie odpowiedzialny jest szlak
metylacji na drodze RdDM, bowiem u mutantéw Arabidop-
sis drm1 i drm2 oraz pol RNA IV i V procesu tego nie obser-
wowano. We wczesnych etapach rozwoju zarodka w pro-
cesie uczestniczy metylotransferaza DRM1, ktérej ekspresja
prawdopodobnie pochodzi jeszcze z komorki jajowej. W
pozniejszych etapach rozwoju ekspresja DRM1 ulega zaha-
mowaniu, a jedyng metylotransferaza DNA uczestniczaca
w procesach de novo metylacji DNA na drodze RADM staje
sig¢ DRM2 [61]. De novo metylacja DNA jest zalezna od 24
nt siRNA, ktére moga pochodzi¢ z komérki plemnikowej,
tkanek zalgzka lub bielma [4,35,61,108]. Sam zarodek moze
réwniez autonomicznie generowac 24 nt siRNA [106,109].
Intensywne podzialy komoérek zarodka sprzyjaja bowiem
dynamicznej kondensacji i dekondensacji chromatyny, co
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umozliwia dostep Pol RNA IV zaréwno do heterochroma-
tynowych i euchromatynowych sekwencji TE [109]. Poziom
metylacji DNA w konte$cie CHH w zarodku wydaje sie by¢
skorelowany z docelowymi regionami DNA dla aktywnosci
demetylazy DME w bielmie [66,71].

Hipermetylacja genomu dojrzatego zarodka prowadzi do
kondensacji chromatyny, co zapobiega niekorzystnej induk-
qji ekspresji genéw i aktywacji TE. Ponadto chroni genom
zarodka przed uszkodzeniami DNA wywolanymi mutacja-
mi podczas spoczynku nasion [106]. Wysoki poziom mety-
lacji DNA w zarodkach obserwowano nie tylko u Arabidop-
sis ale takze u innych gatunkéw roélin, m.in. Brassica rapa,
ciecierzycy i soi [102]. Kiedy warunki srodowiska staja sie
korzystne hypometylacja genomu z kolei prowadzi do de-
kondensacji chromatyny i warunkuje wznowienie ekspresji
genéw zwiazanych z kielkowaniem nasion [103,106,107].
Wykazano, ze podczas kietkowania nasion Arabidopsis hete-
rochromatynowe chromocentra zmniejszaja sie [106].

Pomimo, Zze wzorzec metylacji DNA jest przekazywany
miedzy pokoleniami, to istnieja dowody wskazujace, ze
»epigenetyczna pamie¢” ustalona podczas rozwoju rosliny
jest wymazywana podczas embriogenezy, co wiaze si¢ z
procesami przeprogramowania komorek. W zygocie Arabi-
dopsis histony H3 odziedziczone z komérki jajowej i plem-
nikowej sa usuwane i zastepowane przez nowo syntetyzo-
wane biatka [68]. Klasycznym przykladem przeprogramo-
wania zarodka jest epigenetyczna regulacja ekspresji genu
FLC (FLOWERING LOCUS C), represora kwitnienia regu-
lowanego przez wernalizacje. U Arabidopsis aktywacja, badz
hamowanie ekspresji tego genu zwigzane sa ze zmianami
w strukturze chromatyny w obrebie jego locus [110]. W se-
kwencji DNA kodujacej FLC niska temperatura indukuje
utrate znacznikéw aktywnej chromatyny, tj. deacetylacje
histonéw oraz demetylacje H3K4 i H3K36, nastepuje nato-
miast kierowana aktywnoscia PRC2 metylacja H3K27me3.
»Wylaczenie” locus FLC zostaje utrwalone poprzez zwigza-
nie z chromatyng biatka LHP1 - markera heterochromatyni-
zacji. Poziom metylacji DNA pozostaje natomiast niski i nie
ulega znaczacym zmianom [111]. Pamie¢ wernalizacji, czyli
inhibicja FLC, nie jest przekazywana do nastepnego pokole-
nia. W wernalizowanych roslinach ekspresja genu FLC po-
zostaje wyciszona w gametach, ale podczas embriogenezy
ekspresja genu jest reaktywowana [112].

Zarodek i bielmo réznia si¢ wzorem metylacji DNA.
DNA bielma ulega aktywnej i pasywnej demetylacji we
wszystkich kontekstach. Odbywa sie to przy udziale gliko-
zylazy DNA DME, ktéra w komorce centralnej jest aktywna
juz przed zaplodnieniem, oraz dzieki obnizonemu pozio-
mowi metylotrasferazy DNA MET1 [64,66]. Wzorzec mety-
lacji DNA jest istotny dla prawidlowego rozwoju bielma. U
mutanta dme Arabidopsis obserwowano bowiem hypermety-
lacje jego genomu, czego efektem byly zaburzenia rozwoju
endospermy i ostatecznie aborcja nasion [113]. Bielmo jest
ubogie w metylacje CG, podczas gdy poziom metylacji w
kontekscie CHH, podobnie jak w zarodku, stopniowo wzra-
sta. We wczesnych etapach rozwoju bielma nie odnotowano
ekspresji DRM2, co wskazuje, ze de novo metylacja DNA z
udzialem RdADM jest wylaczona [61,114]. Podczas dalszych
etapéw rozwoju, kiedy bielmo ulega celularyzacji i ré6znico-
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Rycina 11. Model imprintingu genu MEA i PHERES1 w bielmie. W komorce centralnej dzieki aktywnej demetylacji DNA przez DME sekwencji flankujacych gen MEA po
zaplodnieniu w bielmie dochodzi do ekspresji genu z alleli matczynych, ekspresja allelu ojcowskiego MEA zostaje zahamowana przez metylacje DNA z udzialem METT.
Demetylacja DNA w rejonach sgsiadujacych z genem PHERESI w komorce centralnej prowadzi do odkladania w allelach matczynych H3K27me3 przez FIS-PRC2, co
promuje po zaplodnieniu w bielmie zahamowanie ich ekspresji, metylacja DNA i brak aktywnosci FIS-PRC2 w komoérce plemnikowej wyklucza obecnosé H3K27me3, co
zapobiega w bielmie transkrypcyjnemu wyciszeniu allelu ojcowskiego PHERESI [na podstawie 100].

waniu, nastepuje stopniowy wzrost metylacji DNA w kon-
tekécie CHH, zgodnie ze wzrostem ekspresji syntetyzowa-
nych de novo metylotransferaz DNA. Jednoczesnie demety-
lacja DNA z udziatem DME prowadzi do aktywacji euchro-
matynowych sekwencji TE i inicjacji de novo metylacji DNA
w szlaku RADM. Wiaczone mechanizmy metylacji DNA w
konteksécie CHH dotycza takze genomu ojcowskiego [72].

INTERFERENCJA RNA

W zapltodnionej komorce jajowej dochodzi do reorgani-
zacji struktury chromatyny [61], co przeklada sie na prze-
programowanie totipotencjalnej zygoty i ostatecznie two-
rzenie epigenetycznego wzorca przekazywanego nastep-
nym pokoleniom. Przeprogramowanie genomu zygoty i
zarodka odbywa si¢ na drodze interferencji RNA, poprzez
wlaczenie de novo metylacji DNA. Poprawna metylacja
genomu zarodka warunkuje aktywacje konkretnych, ko-
niecznych do embriogenezy genéw, a wyciszone sekwencje
TE nie zaburzaja integracji jego genomu. Uwaza sig, ze w
wyciszeniu transpozonéw zarodka uczestnicza zalezne od
Pol RNA 1V 24 nt siRNA, ktére generowane sg z demety-
lowanych dzieki aktywnosci DME sekwencji TE w bielmie,
zaréwno z genomu matki, jak i ojca. Te bielmowe 24 nt siR-
NA przemieszczajq si¢ do zarodka, gdzie na drodze RdADM
kieruja metylacjs DNA komplementarnych sekwencji TE.
Do tej pory brak jest jednakze bezposredniego dowodu na
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transport siRNA z bielma do zarodka [102]. Badania ostat-
nich lat pokazaly, ze wyciszanie sekwencji TE w zarodku
moze odbywac sie tez na drodze autonomicznej. Dzieki de-
kondensacji chromatyny zygoty mozliwy staje si¢ wybuch
syntezy 24 nt siRNA zaleznych od Pol RNA IV, ktére sa
wyciszone podczas innych faz rozwojowych. Papparedy i
wsp. (2020) wykazali, ze w zarodkach A. thaliana aktywne sa
tysigce TE, ktore zlokalizowane sg zaré6wno w heterochro-
matynowych, jak i euchromatynowych regionach genomu
[109]. Generowane z TE 24 nt siRNA odpowiedzialne sg za
przywrécenie metylacji DNA w obrebie sekwengji TE, z kt6-
rych pochodza. Proponuje sie, ze synteza siRNA z hetero-
chromatynowych sekwencji TE zwigzana jest z aktywacja,
tuz po zaplodnieniu, transkrypcji genéw kodujacych rRNA
(w tym setek loci 55 rRNA), ktére znajduja sie w sasiedztwie
TE w regionach centromerowych. Synteza siRNA z euchro-
matynowych regionéw zawierajacych sekwencje TE jest z
kolei op6zniona w stosunku do aktywacji heterochromaty-
nowych TE. Wynika to prawdopodobnie z obecnosci biatek
remodelujacych chromatyne m.in. CLSY1/2, zwigzanych z
Pol RNA 1V inicjujaca szlak RdDM, ktérych poziom wzra-
sta podczas embriogenezy. Ostatecznie wraz ze wzrostem
kondensacji chromatyny poziom siRNA generowanych z
heterochromatynowych sekwencji TE obniza sie, a poziom
siRNA syntetyzowanych z euchromatynowych TE wzrasta
i osigga najwyzszy poziom w stadium dojrzatego zarodka.
Wzrostowi hipermetylacji euchromatynowych TE towarzy-
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szy dalsza hipermetylacja heterochromatynowych TE ale
proces ten wydaje sie by¢ juz niezalezny od 24 nt siRNA, a
zalezny od aktywnosci CMT2 [109].

PIETNOWANIE GENOMOWE

Pietnowanie genomowe to proces prowadzacy do mo-
dyfikacji allelu danego genu w zaleznosci od jego pocho-
dzenia. Ekspresja pietnowanego genu jest ograniczona
albo do allelu matczynego (ang. maternally expressed gene,
MEG) albo allelu ojcowskiego (ang. paternally expressed gene,
PEG). MEG i PEG odgrywaja wazna role w rozwoju bielma,
zwigzane sa m.in. z transportem zwigzkéw odzywczych,
proliferacja, czy tez kontrolg wielkosci nasion [110,115]. W
pietnowaniu genomowym uczestnicza rézne mechanizmy
molekularne, m.in. metylacja DNA, modyfikacje histonéw
przeprowadzane przez bialka grupy Polycomb oraz inter-
ferencja RNA [108,115]. Epigenetyczne regulatory zaanga-
zowane w ustalanie imprintingu genomowego bielma same
moga takze podlegac pietnowaniu [116].

Asymetria metylacji DNA w komorce centralnej i ko-
morce plemnikowej, a takze dziedziczenie w bielmie de-
metylowanego genomu matczynego oraz hypermetylowa-
nego genomu ojcowskiego uwazane sa za gtéwne czynniki
kontrolujace prawidlowe pietnowanie genomowe [117]. W
bielmie prowadzi to do wystepowania w pietnowanych ge-
nach obszaréw o zréznicowanej metylacji DNA (DMR). Dla
pietnowania genomowego niezbedny jest szlak demetylacji
DNA z udzialem glikozylazy DME (a u ryzu ROS1), ktéra
aktywna jest juz przed zaplodnieniem w komorce central-
nej [64,71,118]. Ulegajace demetylacji DNA sekwencje TE
czesto znajduja sie w regionach flankujacych pietnowane
geny. Dlatego tez ich demetylacja dzieki aktywnoséci DME
moze wplywac réowniez na aktywacje pietnowanych genéw
[66,117]. Z kolei w linii meskiej, siRNA produkowane w wy-
niku demetylacji sekwencji TE w komoérce wegetatywnej, sa
eksportowane do komérek plemnikowych, gdzie na drodze
RdDM wyciszaja ojcowskie allele genéw MEG. Metylacja
ojcowskich alleli w meskich gametach odbywa sie takze
dzieki aktywnosci MET1 (w kontekscie CG) i CMT3 (w kon-
tekécie CHG) [76]. Po zaptodnieniu odziedziczone regiony
DMR rodzicielskich genoméw pozwalaja okresli¢, gdzie
matczyny allel jest czesto hypometylowany, zwlaszcza w
odniesieniu do DMR zwiazanych z pietnowanymi genami
[71,100]. Obok metylacji DNA w procesach imprintingu ge-
nomowego istotna role odgrywa obecnos¢ wariantu histonu
H3K27me3. Ta potranslacyjna modyfikacja histonu H3 jest
ustalana dzieki aktywnosci biatek z grupy PcG (Polycomb),
ktore promuja kondensacje chromatyny i pauzowanie Pol
RNA II w obrebie wylaczanych loci genéw uniemozliwia-
jac ich transkrypcje [116,119]. H3K27me3 jest uznawany za
,wtérny” znacznik genomowego imprintingu, poniewaz
wbudowanie tego markerowego histonu w genom matki
wymaga wczeéniejszej demetylacji DNA [119].

Obecnie znanych jest kilka modeli regulacji ekspres;ji
pietnowanych genéw (MEG i PEG) w bielmie [100]. Trans-
krypcja alleli matczynych moze by¢ regulowana w sposob
zalezny od asymetrii metylacji DNA w komoérce centralnej
i komoérce plemnikowej lub niezaleZznie od metylacji DNA
w gametach. Pierwszy przypadek dotyczy pietnowania ge-
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néw, ktore na drodze metylacji sekwencji regulatorowych
sa wylaczone w tkankach sporofitu. Podczas réznicowania
gametofitu, w komorce centralnej allele matczyne ulegaja
demetylacji przez DME (allele hypometylowane) i po za-
plodnieniu staja sie aktywne w bielmie. Natomiast metylacja
alleli ojcowskich, ktéra zostaje natozona podczas rozwoju
pylku [120], po zaplodnieniu nie zmienia sie, co warunku-
je zahamowanie ich ekspresji w bielmie [100]. Przykladem
tego mechanizmu jest imprinting genu FIWVA (FLOWERING
WAGENINGEN). Gen ten flankowany jest sekwencjami TE
SINE, ktoére w tkankach sporofitowych pozostaja wyciszo-
ne dzieki aktywnosci RADM i MET1. W komorce centralnej
sekwencje TE flankujace FWA podlegaja demetylacji przez
DME, co prowadzi do aktywacji matczynego allelu. Nato-
miast w komoérce plemnikowej - dzieki aktywnosci MET1
- sekwencje te pozostaja zmetylowane, gen jest nieaktywny.
Po zaptodnieniu odziedziczone asymetryczne wzorce me-
tylacji DNA komorki centralnej i plemnikowej warunkuja
ekspresje tylko matczynych alleli FIWWA w rozwijajacym sie
bielmie. U Arabidopsis mutacja genu metl prowadzi do ak-
tywacji ojcowskiego allelu i biallelicznej ekspresji FWA w
bielmie, natomiast mutacja dmel prowadzi do zahamowa-
nia ekspresji alleli matczynych [65,116].

Inny mechanizm funkcjonuje wtedy, gdy pietnowany
gen ulega ekspresji w tkankach sporofitu. W tym przypad-
ku sekwencje flankujace locus genu nie moga podlega¢ me-
tylacji DNA, bowiem hamowaloby to ich transkrypcje. W
konsekwencji podczas rozwoju gametofitu genom komorki
centralnej zawiera juz demetylowany allel pietnowanego
genu (allel hypometylowany) i aktywnos$¢ DME nie jest wy-
magana. Asymetria metylacji DNA obydwu alleli imprin-
tingowanego genu zostaje utrzymana dzieki zahamowaniu
ojcowskiego allelu w komoérce plemnikowej, co odbywa sie
na drodze metylacji DNA z udziatem siRNA i RADM (allel
hypermetylowany) [100].

Podczas rozwoju bielma asymetria metylacji DNA gamet
warunkuje réwniez ,,wylaczenie” matczynych alleli genéw,
ktére ulegaja ekspresji z alleli ojcowskich. W tym przypad-
ku hamowanie MEG odbywa sie przy udziale H3K27me3,
ktéry staje sie gléwnym markerem wyciszanych alleli im-
printingowanych genéw. Akumulacja tego wariantu histo-
nu moze odbywac sie w sposob zalezny, badZ niezalezny od
aktywnosci demetylazy DNA DME. U Arabidopsis w mody-
fikacji histonu H3K27me3 uczestniczy kompleks FIS-PRC2
(FERTILIZATION INDEPENDENT (FIS)-PRC COMPLEX
2), w sklad, ktérego wchodza FIS2 (FERTILIZATION INDE-
PENDENT SEED 2), MEA (MEDEA), FIE (FERTILIZATION
INDEPENDENT ENDOSPERM) oraz MSI1 (MULTICOPY
SUPRESSOR OF IRA 1) [121]. Geny MEA i FIS2 sg pietno-
wane i w bielmie podlegaja ekspresji tylko z matczynych
alleli (Ryc. 11). FIS-PRC2 jest aktywny w komorce central-
nej, natomiast elementéw tego kompleksu nie wykryto w
komorkach plemnikowych. W komoérce centralnej dzieki
aktywnoéci DME nastepuje specyficzna demetylacja DNA
w rejonach flankujacych imprintingowane geny, co umoz-
liwia metylacje H3K27me3 przez kompleks FIS-PRC2. Aku-
mulacja tej hamujacej modyfikacji chromatyny prowadzi do
transkrypcyjnego wyciszenia matczynych alleli, pomimo
iz ich DNA pozostaje hypometylowane. Genom komoérek
plemnikowych pozbawiony jest hamujacej modyfikacji
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H3K27me3 [5] ale ich DNA pozostaje silnie zmetylowane
z udzialem metylotrasferazy DNA MET1. Odziedziczone
epigenetyczne wzorce gamet prowadza w rozwijajacym sie
bielmie do zahamowania ekspresji alleli matczynych i ak-
tywnosci allelu ojcowskiego pietnowanego genu. Przykla-
dem tego mechanizmu jest imprinting czynnika transkryp-
cyjnego z rodziny MADS-box PHE1 (PHERES 1). Gen ten
jest flankowany na koricu 3" sekwencjami powtérzonymi,
ktére sa demetylowane w komérce centralnej przez DME.
Umozliwia to metylacje H3K27me3 w matczynych allelach
przez FIS-PRC2, co prowadzi do ich wyciszenia. Natomiast
obecny w komoérkach plemnikowych ojcowski allel PHE1
podlega tylko metylacji DNA i po fuzji z komoérka centralng
staje sie aktywny w bielmie (Ryc. 11). Istnieje takze mecha-
nizm z udzialem H3K27me3 i biatek grupy PcG, ktéry moze
uczestniczy¢ w regulacji aktywnoéci alleli MEG, prowadzac
w bielmie do wyciszenia allelu ojcowskiego [100,116].

W przypadku alleli ojcowskich (PEG) genéw podlegaja-
cych ekspresji w bielmie a takze tkankach sporofitu, ktérych
rejony flankujace nie podlegaja metylacji DNA, warunko-
wane jest wyciszeniem alleli matczynych (MEG) w komor-
ce centralnej dzieki aktywnosci kompleksu FIS-PRC2 oraz
specyficznych dla gamety czynnikéw transkrypcyjnych
(TF). H3K27me3 pelni wiec role pierwotnego znacznika,
a wyciszenie matczynych alleli nie wymaga aktywnosci
DME. Wykazano, ze u Arabidopsis sekwencje TE RC/Heli-
tron sasiadujace z PEG stanowia miejsca wigzania dla czyn-
nikéw transkrypcyjnych rodziny MADS-box, ktére zwigza-
ne sg z akumulacjag H3K27me3, a tym samym wylaczeniem
tych rejonéw [100]. W komoérkach plemnikowych natomiast
ekspresja biatek kompleksu PRC2 jest zahamowana i brak
wariantu histonu H3K27me3 warunkuje aktywnos¢ oj-
cowskiego allelu po zaplodnieniu. Gdy do wyciszenia al-
leli ojcowskich (PEG) dochodzi w wyniku konstytutywnej
akumulacji H3K27me3, wéwczas wybidrcza ich ekspresja w
bielmie wymaga usuniecia przed zaplodnieniem tego wa-
riantu histonu w komoérkach plemnikowych, podczas gdy
w komorce centralnej oraz w tkankach sporofitu utrzyma-
nia akumulacji markera. Brak ekspresji bialek kompleksu
PRC2 w komoérkach plemnikowych warunkuje eliminacje
H3K27me3, a tym samym aktywacje alleli ojcowskich w
bielmie [119,122]. Niezalezne od metylacji DNA, asyme-
tryczna akumulacja H3K27me3 w gametach warunkuje
wiec ostateczne wyciszenie matczynych alleli w bielmie
[100,116].

PODSUMOWANIE

U roslin okrytozalazkowych epigenetyczna kontro-
la ekspresji genéw na poziomie transkrypcyjnym (TGS) i
potranskrypcyjnym (PTGS) determinuje odmienne strate-
gie rozwojowe oraz funkcje komoérek somatycznych i linii
plciowej. Mechanizmy, takie jak metylacja DNA, potransla-
cyjne modyfikacje histonéw i interferencja RNA, reguluja
strukture chromatyny i utrzymuja ja w stanie aktywnym
lub transkrypcyjnie wyciszonym. Efektem jest zréznicowa-
na ekspresja genéw w komorkach o odmiennych funkcjach
biologicznych. Na podstawie dotychczasowych badan wia-
domo, ze w procesach generatywnego rozmnazania roslin
okrytozalagzkowych prawidlowy epigenetyczny wzorzec
ekspresji genéw warunkuje:
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Przejécie rosliny z fazy wegetatywnej (2n) do generatyw-
nej (1n); specjacja komoérek macierzystych spor (KMS) i kon-
trola mejozy odbywaja sie z udziatem mobilnych czasteczek
siRNA produkowanych w somatycznych komoérkach orga-
néw rozmnazania, tj. w komoérkach epidermalnych i tape-
tum pylnika oraz w komérkach epidermy i osrodka zalazka.

Rozwdj meskiego i Zefiskiego gametofitu oraz réznico-
wanie gamet; reprogramowanie oraz utrzymanie integral-
nosci genomu gamet nie jest autonomiczne, w proces ten
zaangazowane sg siRNA eksportowane z komoérki wegeta-
tywnej do komérek plemnikowych oraz z komoérki central-
nej do komorki jajowej.

Pietnowanie rodzicielskie; w komérkach plemnikowych
imprinting ojcowskich alleli odbywa sie na drodze de novo
metylacji DNA z udziatem siRNA produkowanych w ko-
morce wegetatywnej, natomiast w komoérce jajowej dzieki
potranslacyjnej modyfikacji histonu H3K27me3 poprzedzo-
nej demetylacja DNA pietnowanego genu.

Po procesie podwdjnego zaplodnienia reprogramowa-
nie genomu zarodka oraz rozwdj bielma; de novo metylacja
DNA na drodze RdDM, ktora kierowana jest mobilnymi,
produkowanymi w bielmie siRNA, determinuje przela-
czenie genomu zygoty na somatyczny program rozwoju i
warunkuje utrzymanie integralnosci i stabilnosci genomu
rozwijajacego sie zarodka.
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ABSTRACT

Epigenetic mechanisms, such as DNA methylation, RNA interference, posttranslational histone modifications and rearrangements of chro-
matin structure play an important role during genome reprogramming in both animals and plants. The correct epigenetic pattern of eu- and
heterochromatin marks allows for maintaining chromatin in an active or transcriptionally silenced state. In the life cycle of angiosperms,
epigenetic mechanisms participate in genome reprogramming during: 1) differentiation of sporophyte cells into spore mother cells (SMC) that
undergo meiosis, 2) development of female and male gametophytes, within which the gametes differentiate and 3) after double fertilization
during the embryo and endosperm development. SMC speciation and control of meiosis, followed by reprogramming of the sperm cells and
egg cell genome, are non-cell-autonomous and require RADM pathway (RNA-directed DNA methylation). These processes involve companion
cells, which produce ,mobile” siRNAs (small interfering RNAs) signal molecules. Epigenetic control of gene expression through siRNAs also

participates in maintenance of gametes and embryo genome integrity and in the parental imprinting.
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