Epigenetyka a ulepszanie roslin uzytkowych

STRESZCZENIE

pigenetyka to pojecie odnoszace si¢ do zmian w ekspresji genow, ktére sa dziedziczne i

indukowane przez metylacje DNA, potranslacyjne modyfikacje histonéw lub sncRNA,
nie wynikajace ze zmiany sekwencji DNA. Modyfikacje epigenetyczne oddzialuja na eks-
presje genéw, co wplywa na rozwéj i plastycznosé fenotypowa roslin w reakcji na czynni-
ki zewnetrzne i wewnetrzne. Do niedawna jedyna znana modyfikacja epigenetyczna DNA
u organizméw eukariotycznych byla 5-metylocytozyna. Rosnace zainteresowanie tematem
oraz rozw0j metod detekcji umozliwito poznanie innych modyfikacji zasad azotowych, m.in.
4-metylocytozyny i 6-metyloadeniny. O ile jednak badania dotyczace wystepowania i roli
5mC u organizmoéw eukariotycznych sa bardzo szeroko rozpowszechnione, o tyle analizy do-
tyczace 6mA sa ograniczone. Mimo to, istnieja przeslanki wskazujace na potencjalna epige-
netyczna role 6-metyloadeniny w genomach eukariotycznych. Zrozumienie mechanizméw
epigenetycznych, bedacych odpowiedzia na zmiany $srodowiskowe, ma kluczowe znacze-
nie dla rolnictwa. W tym przegladzie ukazano mechanizmy epigenetyczne, ze szczegélnym
uwzglednieniem metylacji adeniny u roslin, a takze role zmienno$ci epigenetycznej w epi-
breedingu, wplywajacego na poprawe cech agronomicznych.

WPROWADZENIE

Zmienno$¢ epigenetyczna wplywa na procesy rozwojowe roélin i ich pla-
stycznosé fenotypowaq, w szczegélnosci na adaptacje do zmiennych warunkéw
srodowiskowych. Mechanizmy epigenetyczne w ostatnich latach staty sie istot-
nym obiektem badan, ze wzgledu na wazny wplyw na procesy takie jak: trans-
krypcja, replikacja oraz naprawa DNA. Transkrypcja genéw jest regulowana na
poziomie genetycznym (sekwencje regulatorowe) i epigenetycznym (upakowa-
nie chromatyny i markery epigenetyczne). By zainicjowac transkrypcje danego
genu, chromatyna w tym miejscu musi by¢ luzniejsza by umozliwi¢ wigzanie
czynnikéw transkrypcyjnych (TF) i polimerazy RNA. Zatem to, czy gen jest
aktywny transkrypcyjnie czy nie, zalezy od stanu chromatyny w konkretnym
genie. Na dostepnos¢ chromatyny dla czynnikéw transkrypcyjnych wplywaja
r6zne mechanizmy, takie jak metylacja DNA, potranslacyjne modyfikacje histo-
néw, mechanizmy remodelujace chromatyne, a takze niekodujace RNA. Przy
modyfikacjach DNA i histonéw podejmuje sie starania okreslenia funkcji wy-
stepujacych w danym obszarze wzorcéw. Poza badaniami podstawowymi po-
dejmowane sg réwniez starania ingerencji w mechanizmy epigenetyczne w celu
np. poprawy cech agronomicznych czy wydajnosci plonowania. W przypadku
uprawy roélin szczegélnie istotne jest wystepowanie dziedziczenia danej cechy
fenotypowej. O ile dziedziczenie genetyczne jest bardzo dobrze poznane, to
dziedziczenie epigenetyczne wciaz jest dos¢ enigmatyczne. Wykazano, ze mety-
lacja DNA odgrywa kluczowa role w transgeneracyjnym dziedziczeniu epigene-
tycznym. Wzorce modyfikacji moga by¢ przekazywane zaré6wno poprzez mito-
zg, jak i mejoze. Jednak ze wzgledu na wiele niewiadomych, konieczne sa dalsze
badania w zakresie zasad dziedzicznosci zmian epigenetycznych [1]. Metylacja
jest jedna z najczesciej badanych modyfikacji DNA. Najlepiej poznang metylacja
DNA jest 5-metylocytozyna (5mC), natomiast informacje na temat pozostatych
modyfikacji takich jak: 4-metylocytozyna (4mC) i 6-metyloadenina (6mA) sa
bardzo ograniczone [2]). Metylacja adeniny wystepuje powszechnie u organi-
zmoéw prokariotycznych, uczestniczac np. u Escherichia coli w kontroli replikacji
DNA, segregacji nukleoidéw, naprawie niedopasowan czy regulacji transkryp-
¢ji. Niedawne badania potwierdzily jej obecnosé¢ réwniez u wielu eukariontow
[2]. Jednak wystepowanie tej modyfikacji na poziomie podobnym do uszkodzen
zasad DNA budzi znaczne watpliwosci co do jej funkcjonalnego znaczenia. Do-
tychczasowe badania sugeruja potencjalna role 6mA w wielu procesach. U roslin
wykazano miedzy innymi wplyw na ekspresje genéw, rozwéj osobniczy, cykl
komoérkowy, fotosynteze oraz reakcje na stres srodowiskowy [2,3]. Choé¢ zaréw-
no wystepowanie, jak i potencjalna rola 6mA weciaz jest kontrowersyjna.
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Epibreeding roslin, czyli wykorzystanie zmiennosci epi-
genetycznej do rozwoju upraw, moze mie¢ duze zastoso-
wanie w agronomii. Zmiennos$¢ epigenetyczna wplywa na
plastycznosé fenotypowaq roslin czyli zdolnosé¢ genotypu/
epigenotypu do tworzenia réznych fenotypéw w zalez-
noéci od warunkéw Sérodowiskowych. Moze obejmowac
zaré6wno zmiany morfologiczne, jak i fizjologiczne, kto-
re moga zwiekszaé¢ wydajnos¢ cechy o duzym znaczeniu
agronomicznym. Epigenetyczne warianty o znaczeniu
agronomicznym zidentyfikowano u wielu gatunkéw roslin
uprawnych np. uzyskano rzepak o zmniejszonej zawarto-
Sci tluszczow, soje, dajaca zwiekszony plon czy kartowate
fenotypy ryzu. Poprzez wplyw na epigenom mozna bedzie
w przyszlosci zwiekszy¢ tolerancje i zdolnosci adaptacyjne
rodlin i upraw [4].

EPIGENETYCZNA REGULACJA GENOW

MECHANIZMY EPIGENETYCZNE

W jadrze komoérkowym organizmu eukariotycznego
czasteczka DNA wymaga Scistego upakowania, aby zmie-
Sci¢ sie w jego ograniczonym obszarze. Upakowanie kwasu
deoksyrybonukleinowego jest mozliwe dzieki strukturze
chromatyny, ktérej podstawowa jednostka jest nukleosom.
Upakowane w chromatynie DNA musi by¢ dostepne dla
przebiegu proceséw takich jak transkrypcja, replikacja oraz
naprawa DNA, co jest mozliwe dzieki dynamicznej naturze
chromatyny. Czynniki powodujace modyfikacje struktury
i sktadu chromatyny moga regulowaé procesy dotyczace
DNA [5]. Modyfikacje opierajace si¢ na zmianie struktury
chromatyny nie maja wplywu na sekwencje DNA, a mecha-
nizmy je regulujace okreéla sie jako mechanizmy epigene-
tyczne. W modulacje struktury chromatyny zaangazowane
s potranslacyjne modyfikacje histonéw (PTM, takie jak
acetylacja, metylacja, fosforylacja, ubikwitynacja, sumoila-
gja czy rybozylacja), mate czasteczki RNA (sncRNA) oraz
metylacja DNA Wsréd mechanizméw epigenetycznych
wplywajacych na strukture chromatyny nalezy réwniez
wymieni¢ remodelowanie chromatyny, w ktérym biora
udzial gléwnie ATP-zalezne kompleksy przebudowujace.

Ponadto, w regulacji epigenetycznej wykazuje si¢ réwniez
istotne znaczenie wystepowania réznych wariantéw histo-
néw [5].

Modyfikacje potranslacyjne histonéw

Modyfikacje potranslacyjne histonéw, podobnie jak me-
tylacja cytozyny w DNA, odpowiadaja za regulacje struk-
tury chromatyny oraz regulacje procesu transkrypcji (Tabe-
la 1). Nanoszenie i usuwanie wzoru specyficznych mody-
fikacji potranslacyjnych w histonach odbywa sie poprzez
dziatanie odpowiednich enzymoéw [6].

Modyfikacje potranslacyjne histonéw reguluja wiele pro-
cesow takich jak transkrypcja, naprawa DNA, kondensacja
i dekondensacja chromatyny podczas podziatéw komérko-
wych, a takze apoptoza. Nalezy tu podkresli¢, ze regulacja
réznych proceséw wynika z natozenia ré6znych modyfikacji
na rézne aminokwasy histonéw znajdujacych sie w okre-
slonym obszarze chromatyny. Zatem konkretny efekt wy-
nika z natoZenia skomplikowanego wzorca modyfikacji po-
translacyjnych. Stosuje si¢ zapis tzw. ,kodu histonowego”,
ktory okresla wystepowanie danej modyfikacji na danym
histonie w danej reszcie aminokwasowej w powigzaniu z
okreslonym procesem [7].

Zasugerowano dwa modele, majace na celu wyjasnic na-
kladanie r6znych modyfikacji na dany histon. Pierwszy z
nich wskazuje, ze przykladowo fosforylacja oraz acetylacja
danego histonu rdzeniowego sa procesami powigzanymi
jedynie przestrzenie, wiec powstaja i dzialaja niezaleznie.
Zgodnie z modelem alternatywnym, zjawisko to ma sie
wigzaé z synergicznie sprzezong rekrutacja kinaz i acetylo-
transferaz histonowych. Szerzej informacje na temat funkgji
PTM przedstawiono w artykule przegladowym [6].

Mechanizm RNAi

Czasteczki krotkiego niekodujacego RNA (sncRNA)
pelnia wazna role w regulacji genomu. Wéréd tej frakcji
krotkich RNA sklasyfikowano trzy gléwne klasy: kroétkie

Tabela 1. Modyfikacje potranslacyjne histonéw (na podstawie [7,10]).

Modyfikacja

Enzymy katalizujace modyfikacje

Metylacja metyltransferazy histonowe - HMT

Modyfikowane
histony

H2B, H3, H4

Enzymy usuwajace
modyfikacje

aktywacja, elongacja
irepresja
transkrypcji

demetylazy histonowe - HDM

odpowiedzialne za aktywacje
(E2), sprzeganie (E2) i

Ubikwitynacja

przylaczanie (E3) ubikwityny

poli(ADP-rybozy) - PARP,
transferazy mono-(ADP-rybozy)

ADP-rybozylacja

H2A, H2B

H1, H2A, H2B

aktywacja transkrypgji,
mejoza

enzymy deubikwitynujace
- DUB/USP

ADP-rybozyhydrolazy - ARH;

aktywadja transkrypeji glikohydrolazy - PAR (PARG)
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interferujace RNA (siRNA), mikroRNA (miRNA) oraz RNA
oddziatujace z PIWI (piRNA). miRNA jest to jednoniciowa
czgsteczka kwasu rybonukleinowego o dtugosci okoto 18-
25 nt. Biogeneza miRNA u roslin rozpoczyna si¢ od ekspre-
sji genéw MIR, zlokalizowanych w regionach miedzyge-
nowych. Geny te ulegaja transkrypcji katalizowanej przez
polimeraze RNA II do pri-miRNA. Pierwotne miRNA jest
ciete przez RNazy DCL1 (ang. Dicer-like 1) w koordynacji z
biatkiem HYL1 (ang. Hyponastic Leaves 1). W wyniku aktyw-
noéci nukleazy dochodzi do uwolnienia dupleksu miRNA/
miRNA*. Dupleks jest podatny na degradacje, przed ktéra
chroni ja HEN1 (ang. Hua-Enhancer 1), nalezacy do grupy
wzmacniaczy HUA. W dalszym etapie dupleksy sa trans-
portowane do cytoplazmy przez HST (ang. Hasty). Finalnie
ni¢ miRNA dupleksu jest selektywnie dotaczana do biatek
efektorowych kompleksu wyciszania indukowanego RNA
(RISC), ktory kontroluje potranskrypcyjng regulacje genu.
Gléwnym skladnikiem RISC jest bialko AGO (ang. Argo-
naute) wigzace miRNA. Efektem aktywnosci RISC moze by¢
represja translacji lub przeciecie docelowego matrycowego
RNA. Wynik regulacji jest zalezny od stopnia komplemen-
tarnosci miedzy miRNA a mRNA [8]. Jesli jest petna kom-
plementarnos$¢ miedzy mikro- i matrycowym RNA docho-
dzi do przeciecia mRNA, jesli czesciowa - do zablokowania
translacji (wiecej na ten temat w artykule [8]).

Jednak regulacja na poziomie potranskrypcyjnym to nie
jedyna funkcja sncRNA. Dzialanie i rola sncRNA jest réw-
niez Scisle zwigzana z regulacja epigenetyczna genomu. Po-
przez wspoéldziatanie z kompleksami biatkowymi, w tym
RITS (wplywa na znaczniki epigenetyczne chromatyny).
Warto tu zaznaczy¢ istotnos¢ szlaku RADM. RITS zwigzany
z miRNA/siRNA rekrutuje DRM2 (metylotransferaze 2), w
celu zainicjowania metylacji de novo DNA przeprowadzanej
przez MET1 (metylotransferaza DNA 1). Metylotransfera-
za 1 metyluje specyficzne motywy CG i CHG [9]. W szlak
RdDM zaangazowane sa Pol III, Pol IV i Pol V (Pol-poli-
meraza RNA). Przy czym Pol IIl odpowiada za rekrutacje
Pol IV i Pol V. Pol IV generuje ssRNA i wiaze si¢ z czyn-
nikiem CLSY1 (ang. SNF2-like chromatin-remodeling factor 1)
remodelujacym chromatyne oraz SHH1 (ang. Savadee Home-
domain Homolog 1), ktéry w polaczeniu z DTF1 (ang. DNA
transcription factor 1) wykrywa metylacje H3K9me2. Wyka-
zano, ze mutacje w genach kodujacych biatka Pol IV moga
powodowac obnizenie poziomu siRNA oraz moga prowa-
dzi¢ do globalnego spadku metylacji DNA. Szlak polega na
kaskadowych procesach rekrutacji kolejnych biatek, czego
celem jest finalnie powstawanie zmetylowanych duplekséw
sncRNA, ktore nastepnie sg transportowane do kompleksu
RITS [9]. Zatem Kompleks RITS posredniczy w indukcji
przeksztalcenia okreslonych regionéw chromatyny do he-
terochromatyny.

Metylacja DNA
Metylacja cytozyny w DNA

Metylacja DNA jest katalizowana przez rodzine Dnmts,
ktore przenosza grupe metylowa z SAM do pozycji C5
reszty cytozyny (u roslin w kontekstach symetrycznych
CG, CHG i niesymetrycznej CHH; H oznacza A, C lub T),
co powoduje powstanie 5-metylocytozyny (5mC). Mody-
fikacja zachodzi przede wszystkim w regionach hetero-
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chromatynowych, bogatych w sekwencje repetytywne oraz
genetyczne elementy ruchome. Wyréznia sie dwa gléwne
rodzaje metylacji DNA: de novo, ukierunkowang na niezme-
tylowane DNA oraz zachowawcza, ktéra umozliwia kopio-
wanie istniejacych juz wzorcow metylacji z nici matrycowej
na potomna podczas replikacji [10]. Poprzez metylacje de
novo oraz aktywna demetylacje wzorzec metylacji w ciagu
rozwoju osobniczego ulega ciagtym zmianom. W procesie
metylacji de novo czynny udzial biora dwie metylotransfe-
razy DNA: Dnmt3a oraz Dnmt3b, natomiast w metylacji
zachowawczej bierze udzial Dnmtl. W konsekwencji dzia-
tania enzyméw Dnmt wystepuje okreslony wzoér metylacji
DNA, w pewnym stopniu modyfikowalny, ktéry reguluje
transkrypcje genéw specyficzna dla tkanki. Metylacja DNA
wigze si¢ glownie z wyciszaniem ekspresji sekwencji DNA,
przy czym metylacja w sposéb posredni reguluje ekspresje
gendéw poprzez rekrutacje biatek, bioracych udziat w repre-
sji genéw lub/i hamowanie wigzania czynnikéw transkryp-
cyjnych z DNA. Metylacja DNA doprowadza do wyciszenia
elementéw ruchomych, ale takze bierze udziat w regulacji
ekspresji genow specyficzno-tkankowych oraz imprintingu.
Mechanizm ten reguluje réznicowanie komorek oraz sta-
bilnoé¢ genomu pod wplywem stresu (a) biotycznego [10]
(szerzej role 5-metylcytozyny i metody jej detekeji opisano
w artykule przegladowym [11]).

Wsroéd rzadkich modyfikacji epigenetycznych wyréznia-
my intermediaty powstajace podczas aktywnej demetylacji
5mC. U ssakéw 5-metylocytozyna moze by¢ hydroksylo-
wana przez enzymy TET do 5hmC (5-hydroksymetylocy-
tozyny) lub dalej utleniana do 5fC (5-formylocytozyny) i
5caC (5-karboksylocytozyny). 5mC oraz 5hmC moga by¢
deaminowane przez AID/APOBEC (deaminaza cytozyny)
odpowiednio do 5SmU (5-metyluracyl) i ShmU (5-hydroksy-
metyluracyl). Glikozylazy TDG (glikozylaza tyminy) oraz
SMUGI (ang. Single-strand-selective Monofunctional Uracil-
-DNA) prowadza ostatecznie do wstawienia cytozyny.
Natomiast w proces demetylacji DNA u roslin nie sg zaan-
gazowane enzymy TET, zaréwno obecnoé¢ jak i rola inter-
mediatéw demetylacji 5SmC u tych organizméw pozostaje
kontrowersyjna (wiecej na temat demetylacji u roslin w Ac-
tive DNA demethylation in plants - [1])

Metylacja i demetylacja adeniny w DNA

Précz metylacji cytozyny znana jest réwniez metylacja
reszty adeniny w DNA (N6-metyloadenina), ktora jest do-
brze scharakteryzowana modyfikacja u organizméw proka-
riotycznych. W ostatnim czasie odkryto ja réwniez u orga-
nizméw eukariotycznych [2]. Jednak ze wzgledu na to, ze
jest to jedno z najnowszych odkry¢ biologii molekularnej,
zakres wiedzy o wystepowaniu i roli tej modyfikacji jest
bardzo ograniczony. N6-metyloadenina jest odwracalna
modyfikacja, polegajaca na metylacji adeniny w azocie na
pozyciji 6.

DAM Kkatalizuje metylacje adeniny w obecnosci SAM
(Ryc. 1). Metylacja obejmuje pierwsza reszte adeninowa w
obrebie sekwengji palindromowych (GATC) w substratach
jedno- (ss) i dwuniciowych (ds) DNA. Najlepiej scharakte-
ryzowang domeng DAMT-1 jest MTA70 (Podjednostka 70
kDa metylotransferazy N6-adenozyny). Stwierdzono réw-
niez, ze metylotranferaza 4 (METTL4), pierwotnie uznana
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Rycina 1. Schemat metylacji i demetylacji adeniny w DNA. A - adenina; SAM - S-Adenylometionina; 6mA - 6-metyloadenina; DAM - adeninowa metylotransferaza
DNA; AP - miejsce apurynowe/apirymidynowe; ALKBH - enzym przeprowadzajacy demetylacje 6mA poprzez oksydacyjna dealkilacje N-metylowanych nukleotydow

do 6-hydroksymetyladeniny (6hmA); NX - hipoksantyna; DNA pol - polimeraza DNA

za enzym modyfikacji m6A w RNA, moze funkcjonowac
jako metylotransferaza DNA 6mA. Znany jest réwniez en-
zym Né6-metylotransferaza adeninowa (Wadmtaza, DAM),
jednak aktywnos¢ tej metylotransferazy u roslin wyzszych
nie jestjeszcze w petni scharakteryzowana. Niemniej jednak,
udato sie wyizolowac z pszenicy Mg**/Ca?*-zalezne DAM.
Wykazano réwniez, ze Wadmtaza rozpoznaje sekwencje
heksanukleotydowe (TGATCA), ale nie sekwencje tetra-
nukleotydowe (GATC). Metylacja w sekwencji TGATCA
preferencyjnie zachodzi w ssDNA, natomiast w sekwencji
GATC preferencyjnie zachodzi w dsDNA [12]. Wyréznia
sie czynniki, biorace czynny udzial w procesie odktadania
sie N6-metyloadeniny, wéréd ktérych zalicza sie: czynnik
splicingowy FIP37 (biatko oddziatujace z FKBP12, o masie
37 kDa), bialko VIR, HAKAI (ang. E3 ubiquitin-protein ligase
Hakai), ZC3H13 (ang. Zinc Finger CCCH Domain-Containing
Protein 13), biatka wigzace RNA (FPA) [13].

Proces demetylacji 6mA katalizowany jest przez biatka z
rodziny ALKB (biatko naprawy alkilowanego DNA; homo-
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log u ryzu - OsALKBH1), poprzez oksydacyjna dealkilacje
N-metylowanych nukleotydéw do HO-6mA (hydroksyme-
tyladeniny) [3]. Do tej rodziny nalezy miedzy innymi de-
metylaza N6-metyloadeninowa 1 (NMAD-1), ktérej funkcje
potwierdza odwrotnie proporcjonalny stosunek poziomu
6mA do enzymu. Istnieje réwniez alternatywny mecha-
nizm demetylacji, ktory polega na przeksztalceniu N-6-me-
tyloadeniny w adenine przez deaminaze 6mA. Deaminaza
przeksztalca 6mA do hipoksantyny, ktéra nastepnie ulega
odlaczeniu przez glikozylaze. Wytworzone w ten sposéb
miejsce apurynowe zostaje naprawione enzymy endonukle-
azy AP, polimerazy DNA oraz ligazy DNA [2].

Wykazano, ze 6mA wplywa na ekspresje genéw u réz-
nych gatunkow roslin [14]. Stwierdzono, Ze poziom 6mA u
organizmoéw eukariotycznych (0,000006-0,8%) jest znacznie
nizszy niz u prokatriotow (0,002-2,7%) [15]. Co ciekawe,
u roslin zaobserwowano wyzszy poziom 6mA w mtDNA
oraz chIDNA niz w jadrowym DNA [16]. U glonéw z gatun-
ku Chlamydomonas reinhardtii wykazano, ze 84% wszystkich
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genéw jest naznaczone metylacja 6mA [17]. U Arabidopsis
thaliana wykryto natomiast, ze 80% globalnego poziomu
modyfikacji w genomie zlokalizowana jest w eksonach [18].
U ryzu oraz alg, 6mA zlokalizowano w prawie 25% genach
kodujacych biatka, 36% genéw zwigzanych z elementami
ruchomymi oraz 14% elementach ruchomych [3]. Regiony
heterochromatynowe wzbogacone w histony H2A.X okaza-
ty sie dodatnio skorelowane z obecnoscia modyfikacji 6mA
[15]. N6-metyloadenina lokalizowana byla gtéwnie na wy-
spach ApT (obszary genomu o podwyzszonej zawartosci
adeniny i tyminy) w poblizu startu transkrypcji. Stwier-
dzono, réwniez, ze modyfikacja 6mA wystepuje w DNA
tacznikowym pomiedzy nukleosomami [2]. Wykazano sil-
ne wzbogacenie 6mA w regionach poblizu kodonéw STOP
oraz w genach - w regionach nieulegajacych translacji 3’.
Zaobserwowano réwniez niska czestotliwosé wystepowa-
nia tej modyfikacji w poblizu kodonu START [19].

Aktywnosc¢ regulacyjna 6mA u roélin ma znaczenie w
adaptacji tempa wzrostu w réznych organach do zmien-
nych warunkéw srodowiskowych, w tym: wzorcach roz-
galezienia korzeni i todyg, ksztalcie i rozmiarze lisci oraz
liczbie kwiatéw. Prawdopodobna rola 6mA sprowadza sie
do regulacji transkrypcji przez modyfikacje struktury chro-
matyny. Modyfikacje 6mA wykazuja wyrazng tendencje
gromadzenia sie w TSS i wydaja sie by¢ one skorelowane
ze zwiekszong ekspresja genéw. W niektérych roslinach
modelowych 6mA dziala jako komplementarny regulator
epigenetyczny do 5mC, jednak w niektérych przypadkach,
tak jak u grzybéw oraz ryzu zaobserwowano ujemna za-
leznoé¢ miedzy tymi modyfikacjami [20]. Ostatnie badania,
sugeruja, ze 6mA moze posredniczy¢ w ekspresji genéw w
odpowiedzi na bodZce. Analiza modyfikacji 6mA u ryzu
wykazala réwniez pozytywny zwigzek miedzy poziomem
metylacji adeniny, a tolerancja na stres (a) biotyczny [3,20].

EPIGENETYKA A ULEPSZANIE ROSLIN UZYTKOWYCH

Lata rozwoju agrobiotechnologii doprowadzily do erozji
réznorodnosci genetycznej roslin, jednak nie wptyneto to
negatywnie na réznorodnosc¢ epigenetyczng, ktéra okazata
si¢ znaczacym zrédlem zmiennosci fenotypowej, majacej
na celu poprawe jakosci uprawy na wielu plaszczyznach
(Ryc. 2).

Poznanie genomoéw roslinnych przyczynilo sie do wpro-
wadzenia narzedzi takich jak badania asocjacyjne calego ge-
nomu (GWAS), ktére umozliwilo uchwycenie istotnej czesci
dziedzicznej zmiennosci fenotypowej opartej na sekwengji
genetycznej [21]. Znaczace jest jednak opracowanie nowych
metod poszerzania wiedzy na temat zrédla dziedzicznych
zmiennosci fenotypowych, w celu uzupelnienia informa-
i o , brakujacej odziedziczalnosci”. W obliczu globalnych
zmian klimatycznych zwiekszaja sie ograniczenia srodowi-
skowe i wymagane jest by dostosowac do nich roslinnos¢
uprawng. Wiele modyfikacji epigenetycznych charaktery-
stycznych dla rozwoju osobniczego, ktére s stabilnie prze-
kazywane podczas mitozy zazwyczaj nie jest przekazywane
z pokolenia na pokolenie. Jednak jak wykazano, odpowied-
nie operowanie epigenetycznymi sieciami regulacyjnymi
moze usprawnic strategie hodowlane dla okreslonych cech
agronomicznych [22]. Dlatego tak istotne jest zrozumienie
integracji epigenetyki i doskonalenia upraw oraz zasad
dziedzicznosci zmian epigenetycznych. Jedli warianty sa
dziedziczne i wykazuja predyspozycje do dziedziczenia
zgodnie z prawami Mendla, to moga by¢ one powiazane
z polimorfizmami pojedynczego nukleotydu (SNP) i zo-
sta¢ wychwycone, a takze utrwalone zgodnie z strategiami
opartymi na SNP. Jeéli jednak sa one wrazliwe na zmiany
srodowiskowe i wykazuja mniejsza stabilno$c niz warianty
genetyczne, a wzorce dziedziczenia sg niespecyficzne to nie

/

Epigenotyp

Genotyp
(SNPs/TEs)

N

-
-
-
- -

Zmiennos¢ ilosciowa
(zmienione poziomy
A produktu genu)

Zmiennos¢ produktu genu

Zmiennos¢ jakosciowa
(zmieniona sekwencja
produktu genu)

Srodowisko

Rycina 2. Schemat synergicznego dziatania czynnikéw zaangazowanych w ksztattowanie sie fenotypu.
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moga by¢ one badane za pomoca narzedzi analitycznych.
Utrudnienie w postaci braku stabilnego dziedziczenia moze
spowodowac utrate zdolnosci przewidywania fenotypéw
w pokoleniach potomnych i zmniejszy¢ ich jednorodnosc.
W fenotypie ujawnia sie synergiczne dzialanie mechani-
zmoéw epigenetycznych [23].

Dynamiczne zmiany aktywacji i wyciszania genéw, spo-
wodowane interakcja miedzy mechanizmami sa wymaga-
ne do prawidlowego funkcjonowania komérek w zrézni-
cowanych warunkach §rodowiska, na wszystkich etapach
rozwoju. Aby okreslone warianty epigenetyczne (epiallele)
mialy znaczenie w transmisji cech z pokolenia na pokole-
nie, musza by¢ stabilne i dziedziczne [24]. Co wazne, nalezy
rowniez przewidzie¢ wplyw konkretnych zmian epigene-
tycznych na fenotyp roslin.

Wydaje sig, ze najwazniejsza role w transgeneracyjnym
dziedziczeniu epigenetycznym odgrywa metylacja DNA,
jednak w tym wzgledzie istnieje wiele niewiadomych. Je-
§li chodzi o przekazywanie wzorcéw metylacji DNA pod-
czas podzialéw komoérek somatycznych jest to stosunko-
wo dobrze poznany proces. Znane sa metylotransferazy
zaangazowane w proces metylacji zachowawczej. Stwier-
dzono, ze enzymy te sa konieczne do utrwalenia wzoréw
metylacji DNA w calym cyklu zyciowym rosliny, a utrata
czy tez zmniejszenie poziomu metylacji wskutek mutacji
wyzej wspomnianych metylotransferaz, prowadzi do nie-
odwracalnej zmiany, ktéra jest przekazywana potomkom
przez wiele pokoler.. W wariantach kontekstowych CHG i
CHH enzymami odpowiedzialnymi za metylacje sa DRM1/
DRM2 oraz CMT3 (chromometylaza 3). Metylacja moty-
wow CHG zalezy od z metylacji H3K9me (metylacja lizyny
9 histonu H3) oraz H3K27me (metylacja lizyny 27 histonu
3). Oznacza to, Ze przekazanie wzoru metylacji DNA moty-
wu CHG podczas replikacji, moze, ale nie musi by¢ zalezne
od istniejacego wczeéniej wzoru metylacji CHG. Natomiast
zachowanie metylacji CHH podczas replikacji (przez wy-
korzystanie semikonserwatywnosci tego procesu) jest teo-
retycznie nieosiagalne, poniewaz nowo zsyntetyzowana
ni¢ DNA posiada guanine w pozycji komplementarnej do
asymetrycznej cytozyny, wiec co druga runda replikaciji,
bedzie powodowala utrate pierwotnej metylacji przy danej
cytozynie. To z kolei sugeruje, ze aby metylacja CHH byla
zachowana, musi dochodzi¢ do ciaglej aktywnosci metylacji
typu de novo. W proces metylacji w tym przypadku koniecz-
ne jest wyznaczanie miejsc metylacji przez inne znaczniki
epigenetyczne, takie jak dodatkowa metylacja w innych
kontekstach sekwencyjnych, potranslacyjne modyfikacje
histonéw lub czasteczki matego RNA. Metylotransferazy
(DRM1/DRM2) zaangazowane w szlak RdDM, przepro-
wadzaja metylacje DNA de novo we wszystkich kontekstach
cytozyny [25].

Nieco mniej wiadomo o dziedziczeniu mejotycznym
wzorcow metylacji. U zwierzat powszechnie w pierwot-
nych komoérkach zarodkowych oraz na etapie wczesnego
zarodka dochodzi do globalnej demetylacji. U roslin wyka-
zano natomiast wystepowanie podobnego zjawiska, pole-
gajacego na demetylacji calego genomu zaréwno w game-
toficie Zefiskim, jak i meskim na réznych etapach rozwoju
osobniczego. Potwierdzono obecnosé takiego zjawiska na
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etapie rozmnazania, rozwoju i kietkowania nasion, a takze
dojrzewania owocéw. Kluczowe znaczenie ma dziatanie
glikozylaz DNA - DME (ang. Demeter; u ryzu ROS1; ang.
Repressor of silencing 1), u pomidora SIDML2 (ang. Solanum
ycopersicum Demeter like 2) i u kukurydzy DML2/3 (ang.
Demeter like 2 i 3), ktérych celem jest usuniecie metylowa-
nych cytozyn. Metylacja DNA roslin jest ukierunkowana na
TE oraz inne sekwencje repetytywne. Podstawowa funkcja
demetylacji DNA u roélin jest utrzymanie stabilnoéci geno-
mu poprzez przeciwdzialanie RADM, w rezultacie czego
metylacja nie rozprzestrzenia si¢ na sgsiednie geny. Jednak
w dalszym ciggu niezupelnie wiadomo w jaki sposéb do-
chodzi do przekazywania wzorcow z pokolenia na pokole-
nie [1]. Jednak wiadomo, ze dziedziczenie takie ma miejsce.
Jak wykazano, moze istnie¢ takze zaleznos¢ przekazywania
specyficznych wzoréw metylacji zaleznie od linii komoérek
plciowych meskich lub zenskich. Przykladowo, predyspo-
zycje dziedziczenia zaleznego od matki zidentyfikowano w
badaniu modyfikacji sekwencji zlokalizowanych w poblizu
gendéw odpowiedzi na stres [26].

W trakcie gametogenezy dochodzi do pietnowania ge-
nomowego podczas epigenetycznego reprogramowania
genomu. Podczas gametogenezy, podczas réznicowania
sie komorek macierzystych megaspor (KMM) obserwuje
sie wzrost aktywnosci szlaku RADM oraz metylacji prowa-
dzonej przez CMT3 przy jednoczesnym obnizeniu acetylacji
(H3K9ac), co wskazuje na wyciszanie chromatyny. Ponad-
to, w komoérkach macierzystych mikorspor (KMMi) obser-
wowany jest wysoki poziom metylacji DNA w kontekscie
CG i CHG oraz niski w konteksécie CHH [27]. Wykazano,
ze w trakcie gametogenezy zeriskiej oraz meskiej aktywnosé
MET1 (metylotransferaza 1) jest konieczna do przekazania
wzoru metylacji DNA podczas podziatu komérek. Ekspre-
sja pietnowanego genu (inaczej imprinting) ograniczona
jest do allelu matczynego albo allelu ojcowskiego. Proces
pietnowania genomowego oparty jest na szlaku demetyla-
¢ji DNA z udzialem glikozylazy DME, skutkiem czego do-
chodzi do ekspresji genu na chromosomie pochodzacym od
jednego z rodzicow [27].

Chociaz modyfikacje histonéw odgrywaja znaczaca role
w regulacji ekspresji genéw, mechanizm przekazywania
kodu histonowego przez mitoze oraz mejoze nie jest w
pelni poznany, a nie wszystkie z modyfikacji sa klasyfiko-
wane jako dziedziczne. Najbardziej prawdopodobne jest,
ze metylacja lizyny, szczegélnie w histonie H3 (H3K9me/
H3K36me/H3K27me/H3K4me3) oraz ubikwitynacja histo-
nu H2B (H2Bubl) sa stabilnie utrzymywane [28]. Sugeruje
sie, ze metylacja DNA w kontekscie CG rekrutuje metylazy
histonowe, ktére nastepnie doprowadzaja do modyfikacji
w heterochromatynowych loci. Z kolei jak wczesniej wspo-
mniano metylacja H3K9 jest bezposrednio zwigzana z dzia-
taniem CMT3, w ten spos6b tworzac samowzmacniajacg sie
petle metylacji lizyny oraz metylacji DNA. Podczas badan,
zaobserwowano segregacje macierzystych biatek histono-
wych na nowo replikowanych odcinkach DNA, w zwiazku
z czym rozwinely sie dwa modele wstawiania histonéw.
W modelu ,konserwatywnym” podczas fazy S oktamery
histonéw ulegaja losowej segregacji do potomnych nici, a
nowo syntetyzowane oktamery uzupetniaja luki. Model ten
zaklada, ze podczas kolejnych rund replikacji, modyfika-
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Tabela 2. Wplyw wybranych regulatoréw epigenetycznych na rosliny uprawne.

Efekt dziatania

Regulatory

Roslina Referencje

H3K27me3, biatka PcG T rosliny ozime
H3K436, H3K4me3 regulacja aktywnosci genu FLC = wernalizacja ryZ [28]
H2Bubl, biatka Trithorax . pomidor

rozwdj zarodka i bielma; tolerancja na susze.

SIDML2 dojrzewanie owocow

metylacja DNA T
DME \

akumulacja likopenu = czerwona barwa owocow;
akumulacja antocyjanéw — dojrzewanie owocow  jabtko [40]

jeczmien [35,36]

pomidor [38]

pomidor [38]

¢je epigenetyczne histonéw w danym obszarze chromaty-
ny wystepowalyby w coraz mniejszej ilosci, oznacza to, ze
aby zostaly one stabilnie przekazywane, modyfikacje histo-
néw na odziedziczonych nukleosomach muszg promowac
podobne modyfikacje na sasiednich nukleosomach. Drugi
model opiera si¢ na ,semikonserwatywnosci” wstawiania
nukleosoméw, w ktérym to tetramer (H3/H4), m6giby zo-
sta¢ podzielony na dwa dimery. Dimer ten nastepnie stalby
si¢ matryca do ponownego zlozZenia nowego nukleosomu
z nowo zsyntetyzowanym dimerem H3/H4. Taki mecha-
nizm umozliwilby stabilne przekazywanie oraz promowa-
nie modyfikacji histonowych podczas replikacji DNA. Na
potwierdzenie tego modelu, wykazano, ze warianty histo-
nu H3-H3.loraz H3.3 tworza dimer razem z histonem H4
w kompleksach wstawiajacych nukleosomy. Ponadto wy-
kazano réwniez, ze histonowy chaperon CIA/ASF1 (ang.
CCG1 interacting factor A/anti-silencing function 1) ma zdol-
no$¢ do rozszczepienia tetrameru (H3/H4), [29]. Wariant
histonu H3.3 w przeciwienistwie do histonu H3, moze by¢
deponowany na aktywnie transkrybowane loci niezaleznie
od replikacji przez caly cykl komoérkowy i moze posred-
niczy¢ w utrzymaniu si¢ aktywnego stanu genu podczas
podziatéw komoérkowych. Zaobserwowano, ze ,epigene-
tyczna pamie¢” aktywnego stanu genu, zostaje zachowana
niezaleznie od nowych linii komérkowych, nawet po 24
mitotycznych podziatéw komérkowych. Ponadto, nade-
kspresja dzikiego wariantu H3.3, korzystnie wplywala na
efektywnoéc¢ przekazywania kodu histonowego [30].

Dziedziczne modyfikacje epigenetyczne posrednio sa
zaangazowane w wiele proceséw rozwojowych roslin (Ta-
bela 2). Niektore cechy epigenetyczne wykazuja niezwykla
stabilnoé¢ transgeneracyjna i dziedziczone sa zgodnie z pra-
wami Mendla. Inne cechy natomiast wykazuja dziedzicze-
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nie nie-mendlowskie, ze wzgledu na metastabilng nature
alleli epigenetycznych. Wéréd proceséw rozwojowych naj-
istotniejsze wydaje sie by¢ kwitnienie, gdyz jest to kluczo-
wa zmiana rozwojowa dla sukcesu rozrodczego. W umiar-
kowanym klimacie do tego procesu konieczny jest okres
zimna, zwany wernalizacjg. Proces ten po raz pierwszy
dal potwierdzenie stabilnej transmisji mechanizméw PTM
(modyfikacja potranslacyjna) histonéw, co bylo zaobserwo-
wane jako kilkumiesieczna pamieé¢ epigenetyczna komérek
roélinnych, bedaca przekazywana podczas mitozy komérek
merystematycznych [42].

Z jednej strony, mozna w hodowli roslin wykorzystywac
naturalng zmiennos$¢ epigenetyczna, zwiazang z cechami
kluczowymi dla upraw. Jednak istnieja réwniez metody in-
dukowania zmian epigenetycznych (Ryc. 3) [22].

Analiza dziedziczenia naturalnie wystepujacych epial-
leli wymaga opracowania badan epigenomicznych, maja-
cych na celu powigzania ich mozliwego zwiazku z danymi
cechami agronomicznymi. Badania takie sa niewatpliwie
trudne i pracochlonne, jednak ich wyniki sq bardzo cenne.
Modelowym przykladem naturalnie wystepujacych epimu-
tantow jest mutacja peloryczna u Linaria vulgaris, polegajaca
na odmiennej symetrii kwiatu. Wykryto, Ze ta zmiana fe-
notypowa, spowodowana jest hipermetylacja promotora,
w efekcie czego dochodzi do wyciszenia genu, kodujacego
czynnik transkrypcyjny, istotny w regulacji symetrii kwiatu.
Dziedzicznoé¢ miedzypokoleniowa tej epimutacji charak-
teryzuje sie wysoka stabilnoscig, co potwierdzily badania,
sugerujace ze cecha moze by¢ utrzymywana przez prawie
300 lat [43]. U roslin uprawnych opisano rézne epiallele,
dajace rézne skutki fenotypowe (Tabela 3).



Ukierunkowane modyfikacje epigenetyczne

Nieukierunkowane modyfikacje epigenetyczne

Linie
izogeniczne

Transformacia roslin
Metylacja DNA
zalezna od RNA
indukowana wirusem

Wyciszanie transkrypgji
Edytowanie epigenomu gendw
specyficzne dla locus indukowane wirusem
TALEN, ZNF, zmodyfikowany Metylacja specyficznych
kompleks CRISPR-cas9 promotorow
z wykorzystaniem wektorow
wirusowych

Naturalne zréznicowanie epigenomu

Wykorzystanie
epigenetycznego
zréznicowania miedzy liniami
nie-zogenicznymi
Wytwarzanie populacji RILs

Identyfikacja naturalnych
epialleli
Klonowanie genetyczne oparte
na mapowaniu,
analiza metylomu

Rosliny
o hipometylowanym
genomie

Selekcja fenotypow
w liniach izogenicznych
Selekcja specyficznych
cech roslin
" o skrajnym
fenotypie z linii izogenicznych

Typ dziki

Populacja RiLs

Zmienno5¢ epigenetyczna indukowana stresem

Epigenetyczna regulacja
transpozonéw
przekiadajaca si¢
na powstawanie
nowych sieci regulatorowych
Nowe miejsca inserdi,
wytwarzanie SRNA,
rozprzesfrzenianie sie TGS

Wytwarzanie epialleli,
ktére sg dziedziczne
Poszukiwanie epialleli

indukowanych stresem,

ktore sq stabilnie dziedziczne

Rycina 3. Schemat zrédet epigenetycznego zréznicowania hodowli roslin.

Tabela 3. Wplyw epialleli na fenotyp roslin uzytkowych.

Epiallel Cechy Roslina

Epi-OsSPL14 obrgzqny poziom metylacji DNA w .duza. ilosé rozga.h;nen wiechy 192 [45]
regionie promotora genu OsSPL14 i wyzszy plon ziarna

Epi-QTL metylacja DNA retrotranspozonu SINE obnizona zdolnos¢ akumulacji witaminy E pomidor [47]

(ang. Short interspersed nuclear element)

Indukowane warianty epigenetyczne dzielimy na ukie-
runkowane oraz nieukierunkowane. Docelowe zmiany epi-
genetyczne wymagaja znajomosci sekwencji. Obejmuja one
edycje epigenomu, ktéra z powodzeniem wykorzystuje sie
przy dodawaniu badz usuwaniu znacznikéw epigenetycz-
nych w okreslonym locus. W tym celu stosuje si¢ nukleazy
z motywem palca cynkowego (ZNF), nukleazy podobne do
aktywatora transkrypcji (TALEN) oraz odpowiednio zmo-
dyfikowane kompleksy CRISPR-Cas 9 [48]. Alternatywna
metoda jest indukcja metylacji DNA wektorem wiruso-
wym (VIGS, virus-induced gene silencing). Takie podejscie
umozliwia ukierunkowane zmiany metylacji DNA bez ko-
niecznosci korzystania z systeméw transformacji roélin [49].
Z kolei selekcja fenotypéw prowadzona w liniach izoge-
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nicznych (identycznych/blizniaczych) pozwala na identy-
fikacje nieukierunkowanej zmiennosci epigenetycznej [50].
Podjeto wiele préb generowania indukowanych epimutan-
tow. Przyktadowo, kielkujace nasiona ryzu poddano iniek-
cji inhibitorem metylacji DNA, ocalale rodliny rozmnazano
i hodowano. Uzyskane w ten sposéb linie potomne wyka-
zywaly opornoé¢ na patogen bakteryjny Xanthomas oryzae.
Spowodowane jest to faktem, iz specyficzny gen Xa21G
zostal zdemetylowany przez co ulegal silnej ekspresji, przy
czym u podatnych roslin gen ten byt silnie zmetylowany i
wyciszony. Wygenerowana epimutacja utrzymywala sie
przez dziewieé pokolen [51]. W podobnym eksperymencie
modyfikacji epigenetycznej u rzepaku, stwierdzono zwiek-
szong zawarto$¢ biatka oraz kwasu linolowego w nasio-
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nach. Poprzez cykliczna selekcje fenotypowaq izogenicznych
linii Brassica napus uzyskano stabilne epigenotypy o zwiek-
szonej efektywnosci metabolicznej [52]. Dzieki uzyskaniu
epigenetycznych rekombinowanych linii zréznicowanych
ze wzgledu na metylacje DNA (epiRIL) znacznie poszerzyta
sie¢ wiedza odnosnie powstawania i dziedziczenia epialleli.
Tworzenie epiRIL polega na krzyzowaniu hipometylacyj-
nych mutantéw z roslinami typu dzikiego - izogenicznych
rodzicow z rozbieznymi metylomami DNA [53]. Badania
prowadzono m.in. na epiRIL A. thaliana. Wykazano, ze
epiRIL charakteryzujg sie nie tylko mozaika metyloméw
rodzicéw, ale takze zawieraja nowe wzorce metylacji, kto-
re s stabilnie dziedziczone przez kilka pokoleni. Podobnie
wyniki uzyskano w przypadku soi [54]. Skrzyzowanie linii
rodzicielskich o réznych profilach metylacji, spowodowato
powstanie regionéw DMR (regiony zmetylowane w sposob
zréznicowany), ktére byly przekazywane zgodnie z pra-
wami Mendla przez pokolenia. Opracowanie linii epiRIL u
gatunkoéw roélin uprawnych jest trudniejsze niz w przypad-
ku roélin modelowych takich jak A. thaliana, ze wzgledu na
brak odpowiednich mutantéw oraz duza liczbe transpozo-
néw w ich genomach, co powoduje niestabilnosc.

Wsréd stosowanych form indukowania zmian epigene-
tycznych zalicza sie rowniez szczepienie. Pierwotnie szcze-
pienia byly wykorzystywane jako forma profilaktyki przed
szkodliwymi skutkami patogenéw glebowych, poprzez zro-
$niecie sie ze soba poszczegodlnych czesci roslin (podktadki
- roélina na ktérej wykonywany byl zabieg i zrazu - czesci
rosliny, ktéra jest przeznaczona do szczepienia). Obecnie
zabieg jest szeroko stosowang praktyka rolnicza, wykorzy-
stywang przy uprawie drzew owocowych, winogron oraz
warzyw. Odpowiednio przygotowane podkiadki zapew-
nia¢ moga nie tylko odpornosé na patogeny, ale takze tole-
rancje na stres oraz zwiekszona jakos¢ i wydajnosé hodowli.
Obserwowane u A. thaliana, Solanaceae i Cucurbitaceae, zmia-
ny epigenetyczne wywolane tg metoda dotyczyly glownie
metylacji DNA i ekspresji miRNA oraz byly one skorelo-
wane ze zmianami w morfologii i profilu metabolicznym
owocéw [55,56]. W przypadku roslin z rodziny Solanaceae
zastosowano szczepienie miedzygatunkowe, w nastepstwie
ktérego wykryto migracje miRNA oraz istotne zmiany w
metylacji DNA. Stwierdzono, Ze globalny wzorzec metylacji
u papryki, bakltazana oraz pomidora ulegt stabilnej, dzie-
dzicznej zmianie [56]. W przypadku latorosli melona oraz
ogorka po heterotransplantacji z uzyciem podkiadek dyni,
zaobserwowano transport siRNA i miRNA przez segmen-
ty szczepienia oraz istotny wzrost poziomu metylacji DNA
[55]. Biorac pod uwage powyzsze dane, mozna stwierdzi¢
ze metody indukowalnej zmiennosci epigenetycznej mozna
z sukcesem wykorzystywac¢ w celu generowania poprawy
cech oraz zwiekszenia wydajnosci hodowli roslin upraw-

nych.
PODSUMOWANIE

Ze wzgledu na fakt, iz epigenetyka przyczynia sie do
zmiennos$ci fenotypowej, zrozumienie mechanizméw epi-
genetycznych moze by¢ kluczowe w wyjasnieniu sposo-
béw w jakie czynniki sSrodowiskowe wplywaja na fenotypy
rodlin [57]. Wykorzystanie epibreedingu moze skutkowac
szerokim zakresem zmiennosci fenotypowej juz w jednym
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pokoleniu, a czes¢ z nich moze okaza¢ sie dziedziczne [58].
Nowe epialle moga by¢ wykorzystane szczegdlnie w ho-
dowli tych roélin, ktére charakteryzuja sie niskg zmienno-
Scia genetyczna. Mechanizmy epigenetyczne, takie jak me-
tylacja DNA, modyfikacja histonéw i sncRNA, moga przy-
czyni¢ sie do zwiekszenia poziomu zmiennosci fenotypowej
u roslin. Moze by¢ ona wykorzystana przez hodowcéw do
uzyskania odmian, ktére beda odpowiednio dostosowane
do zmieniajgcych sie warunkow érodowiska.
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ABSTRACT

Epigenetics is a term that refers to the changes in gene expression that are heritable and induced by DNA methylation, histones post-transla-
tional modifications, or sncRNA, not resulting from the DNA sequence rearrangements. Epigenetic modifications influence gene expression,
and thus, the plasticity of plants” development and phenotype in response to external and internal factors. Until recently, the only known
epigenetic modification of the DNA in eukaryotic organisms was 5-methylcytosine. The growing interest in epigenetics and the develop-
ment of sensitive detection methods enabled the discovery of other modifications of the DNA nitrogenous bases, i.e., 4-methylcytosine and
6-methyladenine. However, whilst research on the 5mC distribution and role in eukaryotic organisms is widespread, analyses regarding
6mA are scarced. Nevertheless, there are indications of a potential epigenetic role of 6-methyladenine in eukaryotic genomes. Understanding
epigenetic mechanisms, which are triggered in response to environmental changes, is crucial for agriculture. This review shows epigenetic
mechanisms, with particular emphasis on adenine methylation in plants, as well as the role of epigenetic variation in epibreeding, affecting

the improvement of agronomic traits.
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