
		
			[image: ]
		

		
			
				Postępy Biochemii 70 (3) 2024	371

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				mgr Klaudia Bernacka,

				dr hab. Magdalena Achrem, 

				dr Anna Kalinka

				Instytut Biologii, Uniwersytet Szczeciński

				https://doi.org/10.18388/pb.2021_514

				autor korespondujący: magdalena.achrem@usz.edu.pl

				Słowa kluczowe: mechanizmy epigenetyczne, 6mA, 5mC, PTM, epibreeding

				Wykaz stosowanych skrótów: DAM (ang. DNA adenine methyltransferase) – adeninowa metylotransferaza DNA; Dnmts (ang. DNA methyltransferases) – metylotransferazy DNA; HMT (ang. histone methyltransferase) – mety-lotrasferaza histonowa; 5mC (ang. 5-meth-ylcytosine) – 5-metylocytozyna; 6mA (ang. 6-methyladenine) – 6-metyloadenina; PTM (ang. post-translational modification) – potranslacy-jne modyfikacje histonów; RdDM (ang. RNA--directed DNA methylation) – metylacja DNA zależna od RNA; RITS (ang. RNA-induced transcriptional silencing) – kompleks wyciszania transkrypcji indukowanego przez RNA; SAM (ang. S-Adenosylmethionine) – S-Adenozylome-tionina; sncRNA (ang. small non-coding RNA) – małe niekodujące RNA

			

		

		
			
				Epigenetyka a ulepszanie roślin użytkowych

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Epigenetyka to pojęcie odnoszące się do zmian w ekspresji genów, które są dziedziczne i indukowane przez metylację DNA, potranslacyjne modyfikacje histonów lub sncRNA, nie wynikające ze zmiany sekwencji DNA. Modyfikacje epigenetyczne oddziałują na eks-presję genów, co wpływa na rozwój i plastyczność fenotypową roślin w reakcji na czynni-ki zewnętrzne i wewnętrzne. Do niedawna jedyną znaną modyfikacją epigenetyczną DNA u organizmów eukariotycznych była 5-metylocytozyna. Rosnące zainteresowanie tematem oraz rozwój metod detekcji umożliwiło poznanie innych modyfikacji zasad azotowych, m.in. 4-metylocytozyny i 6-metyloadeniny. O ile jednak badania dotyczące występowania i roli 5mC u organizmów eukariotycznych są bardzo szeroko rozpowszechnione, o tyle analizy do-tyczące 6mA są ograniczone. Mimo to, istnieją przesłanki wskazujące na potencjalną epige-netyczną rolę 6-metyloadeniny w genomach eukariotycznych. Zrozumienie mechanizmów epigenetycznych, będących odpowiedzią na zmiany środowiskowe, ma kluczowe znacze-nie dla rolnictwa. W tym przeglądzie ukazano mechanizmy epigenetyczne, ze szczególnym uwzględnieniem metylacji adeniny u roślin, a także rolę zmienności epigenetycznej w epi-breedingu, wpływającego na poprawę cech agronomicznych.

				WPROWADZENIE

				Zmienność epigenetyczna wpływa na procesy rozwojowe roślin i ich pla-styczność fenotypową, w szczególności na adaptację do zmiennych warunków środowiskowych. Mechanizmy epigenetyczne w ostatnich latach stały się istot-nym obiektem badań, ze względu na ważny wpływ na procesy takie jak: trans-krypcja, replikacja oraz naprawa DNA. Transkrypcja genów jest regulowana na poziomie genetycznym (sekwencje regulatorowe) i epigenetycznym (upakowa-nie chromatyny i markery epigenetyczne). By zainicjować transkrypcję danego genu, chromatyna w tym miejscu musi być luźniejsza by umożliwić wiązanie czynników transkrypcyjnych (TF) i polimerazy RNA. Zatem to, czy gen jest aktywny transkrypcyjnie czy nie, zależy od stanu chromatyny w konkretnym genie. Na dostępność chromatyny dla czynników transkrypcyjnych wpływają różne mechanizmy, takie jak metylacja DNA, potranslacyjne modyfikacje histo-nów, mechanizmy remodelujące chromatynę, a także niekodujące RNA. Przy modyfikacjach DNA i histonów podejmuje się starania określenia funkcji wy-stępujących w danym obszarze wzorców. Poza badaniami podstawowymi po-dejmowane są również starania ingerencji w mechanizmy epigenetyczne w celu np. poprawy cech agronomicznych czy wydajności plonowania. W przypadku uprawy roślin szczególnie istotne jest występowanie dziedziczenia danej cechy fenotypowej. O ile dziedziczenie genetyczne jest bardzo dobrze poznane, to dziedziczenie epigenetyczne wciąż jest dość enigmatyczne. Wykazano, że mety-lacja DNA odgrywa kluczową rolę w transgeneracyjnym dziedziczeniu epigene-tycznym. Wzorce modyfikacji mogą być przekazywane zarówno poprzez mito-zę, jak i mejozę. Jednak ze względu na wiele niewiadomych, konieczne są dalsze badania w zakresie zasad dziedziczności zmian epigenetycznych [1]. Metylacja jest jedną z najczęściej badanych modyfikacji DNA. Najlepiej poznaną metylacją DNA jest 5-metylocytozyna (5mC), natomiast informacje na temat pozostałych modyfikacji takich jak: 4-metylocytozyna (4mC) i 6-metyloadenina (6mA) są bardzo ograniczone [2]). Metylacja adeniny występuje powszechnie u organi-zmów prokariotycznych, uczestnicząc np. u Escherichia coli w kontroli replikacji DNA, segregacji nukleoidów, naprawie niedopasowań czy regulacji transkryp-cji. Niedawne badania potwierdziły jej obecność również u wielu eukariontów [2]. Jednak występowanie tej modyfikacji na poziomie podobnym do uszkodzeń zasad DNA budzi znaczne wątpliwości co do jej funkcjonalnego znaczenia. Do-tychczasowe badania sugerują potencjalną rolę 6mA w wielu procesach. U roślin wykazano między innymi wpływ na ekspresję genów, rozwój osobniczy, cykl komórkowy, fotosyntezę oraz reakcję na stres środowiskowy [2,3]. Choć zarów-no występowanie, jak i potencjalna rola 6mA wciąż jest kontrowersyjna.
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				Epibreeding roślin, czyli wykorzystanie zmienności epi-genetycznej do rozwoju upraw, może mieć duże zastoso-wanie w agronomii. Zmienność epigenetyczna wpływa na plastyczność fenotypową roślin czyli zdolność genotypu/epigenotypu do tworzenia różnych fenotypów w zależ-ności od warunków środowiskowych. Może obejmować zarówno zmiany morfologiczne, jak i fizjologiczne, któ-re mogą zwiększać wydajność cechy o dużym znaczeniu agronomicznym. Epigenetyczne warianty o znaczeniu agronomicznym zidentyfikowano u wielu gatunków roślin uprawnych np. uzyskano rzepak o zmniejszonej zawarto-ści tłuszczów, soję, dającą zwiększony plon czy karłowate fenotypy ryżu. Poprzez wpływ na epigenom można będzie w przyszłości zwiększyć tolerancję i zdolności adaptacyjne roślin i upraw [4].

				EPIGENETYCZNA REGULACJA GENÓW

				Mechanizmy epigenetyczne

				W jądrze komórkowym organizmu eukariotycznego cząsteczka DNA wymaga ścisłego upakowania, aby zmie-ścić się w jego ograniczonym obszarze. Upakowanie kwasu deoksyrybonukleinowego jest możliwe dzięki strukturze chromatyny, której podstawową jednostką jest nukleosom. Upakowane w chromatynie DNA musi być dostępne dla przebiegu procesów takich jak transkrypcja, replikacja oraz naprawa DNA, co jest możliwe dzięki dynamicznej naturze chromatyny. Czynniki powodujące modyfikację struktury i składu chromatyny mogą regulować procesy dotyczące DNA [5]. Modyfikacje opierające się na zmianie struktury chromatyny nie mają wpływu na sekwencję DNA, a mecha-nizmy je regulujące określa się jako mechanizmy epigene-tyczne. W modulację struktury chromatyny zaangażowane są potranslacyjne modyfikacje histonów (PTM, takie jak acetylacja, metylacja, fosforylacja, ubikwitynacja, sumoila-cja czy rybozylacja), małe cząsteczki RNA (sncRNA) oraz metylacja DNA Wśród mechanizmów epigenetycznych wpływających na strukturę chromatyny należy również wymienić remodelowanie chromatyny, w którym biorą udział głównie ATP-zależne kompleksy przebudowujące. 

			

		

		
			
				Ponadto, w regulacji epigenetycznej wykazuje się również istotne znaczenie występowania różnych wariantów histo-nów [5].

				Modyfikacje potranslacyjne histonów

				Modyfikacje potranslacyjne histonów, podobnie jak me-tylacja cytozyny w DNA, odpowiadają za regulację struk-tury chromatyny oraz regulację procesu transkrypcji (Tabe-la 1). Nanoszenie i usuwanie wzoru specyficznych mody-fikacji potranslacyjnych w histonach odbywa się poprzez działanie odpowiednich enzymów [6].

				Modyfikacje potranslacyjne histonów regulują wiele pro-cesów takich jak transkrypcja, naprawa DNA, kondensacja i dekondensacja chromatyny podczas podziałów komórko-wych, a także apoptoza. Należy tu podkreślić, że regulacja różnych procesów wynika z nałożenia różnych modyfikacji na różne aminokwasy histonów znajdujących się w okre-ślonym obszarze chromatyny. Zatem konkretny efekt wy-nika z nałożenia skomplikowanego wzorca modyfikacji po-translacyjnych. Stosuje się zapis tzw. „kodu histonowego”, który określa występowanie danej modyfikacji na danym histonie w danej reszcie aminokwasowej w powiązaniu z określonym procesem [7].

				Zasugerowano dwa modele, mające na celu wyjaśnić na-kładanie różnych modyfikacji na dany histon. Pierwszy z nich wskazuje, że przykładowo fosforylacja oraz acetylacja danego histonu rdzeniowego są procesami powiązanymi jedynie przestrzenie, więc powstają i działają niezależnie. Zgodnie z modelem alternatywnym, zjawisko to ma się wiązać z synergicznie sprzężoną rekrutacją kinaz i acetylo-transferaz histonowych. Szerzej informacje na temat funkcji PTM przedstawiono w artykule przeglądowym [6].

				Mechanizm RNAi

				Cząsteczki krótkiego niekodującego RNA (sncRNA) pełnią ważną rolę w regulacji genomu. Wśród tej frakcji krótkich RNA sklasyfikowano trzy główne klasy: krótkie 

			

		

		
			
				Tabela 1. Modyfikacje potranslacyjne histonów (na podstawie [7,10]).
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				interferujące RNA (siRNA), mikroRNA (miRNA) oraz RNA oddziałujące z PIWI (piRNA). miRNA jest to jednoniciowa cząsteczka kwasu rybonukleinowego o długości około 18-25 nt. Biogeneza miRNA u roślin rozpoczyna się od ekspre-sji genów MIR, zlokalizowanych w regionach międzyge-nowych. Geny te ulegają transkrypcji katalizowanej przez polimerazę RNA II do pri-miRNA. Pierwotne miRNA jest cięte przez RNazy DCL1 (ang. Dicer-like 1) w koordynacji z białkiem HYL1 (ang. Hyponastic Leaves 1). W wyniku aktyw-ności nukleazy dochodzi do uwolnienia dupleksu miRNA/miRNA*. Dupleks jest podatny na degradację, przed którą chroni ją HEN1 (ang. Hua-Enhancer 1), należący do grupy wzmacniaczy HUA. W dalszym etapie dupleksy są trans-portowane do cytoplazmy przez HST (ang. Hasty). Finalnie nić miRNA dupleksu jest selektywnie dołączana do białek efektorowych kompleksu wyciszania indukowanego RNA (RISC), który kontroluje potranskrypcyjną regulację genu. Głównym składnikiem RISC jest białko AGO (ang. Argo-naute) wiążące miRNA. Efektem aktywności RISC może być represja translacji lub przecięcie docelowego matrycowego RNA. Wynik regulacji jest zależny od stopnia komplemen-tarności między miRNA a mRNA [8]. Jeśli jest pełna kom-plementarność między mikro- i matrycowym RNA docho-dzi do przecięcia mRNA, jeśli częściowa – do zablokowania translacji (więcej na ten temat w artykule [8]).

				Jednak regulacja na poziomie potranskrypcyjnym to nie jedyna funkcja sncRNA. Działanie i rola sncRNA jest rów-nież ściśle związana z regulacją epigenetyczną genomu. Po-przez współdziałanie z kompleksami białkowymi, w tym RITS (wpływa na znaczniki epigenetyczne chromatyny). Warto tu zaznaczyć istotność szlaku RdDM. RITS związany z miRNA/siRNA rekrutuje DRM2 (metylotransferazę 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 zaangażowane są Pol III, Pol IV i Pol V (Pol-poli-meraza RNA). Przy czym Pol III odpowiada za rekrutację Pol IV i Pol V. Pol IV generuje ssRNA i wiąże się z czyn-nikiem CLSY1 (ang. SNF2-like chromatin-remodeling factor 1) remodelującym chromatynę oraz SHH1 (ang. Savadee Home-domain Homolog 1), który w połączeniu z DTF1 (ang. DNA transcription factor 1) wykrywa metylację H3K9me2. Wyka-zano, że mutacje w genach kodujących białka Pol IV mogą powodować obniżenie poziomu siRNA oraz mogą prowa-dzić do globalnego spadku metylacji DNA. Szlak polega na kaskadowych procesach rekrutacji kolejnych białek, czego celem jest finalnie powstawanie zmetylowanych dupleksów sncRNA, które następnie są transportowane do kompleksu RITS [9]. Zatem Kompleks RITS pośredniczy w indukcji przekształcenia określonych regionów chromatyny do he-terochromatyny.

				Metylacja DNA

				Metylacja cytozyny w DNA

				Metylacja DNA jest katalizowana przez rodzinę Dnmts, które przenoszą grupę metylową z SAM do pozycji C5 reszty cytozyny (u roślin 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-

			

		

		
			
				chromatynowych, bogatych w sekwencje repetytywne oraz genetyczne elementy ruchome. Wyróżnia się dwa główne rodzaje metylacji DNA: de novo, ukierunkowaną na niezme-tylowane DNA oraz zachowawczą, która umożliwia kopio-wanie istniejących już wzorców metylacji z nici matrycowej na potomną podczas replikacji [10]. Poprzez metylację de novo oraz aktywną demetylację wzorzec metylacji w ciągu rozwoju osobniczego ulega ciągłym zmianom. W procesie metylacji de novo czynny udział biorą dwie metylotransfe-razy DNA: Dnmt3a oraz Dnmt3b, natomiast w metylacji zachowawczej bierze udział Dnmt1. W konsekwencji dzia-łania enzymów Dnmt występuje określony wzór metylacji DNA, w pewnym stopniu modyfikowalny, który reguluje transkrypcję genów specyficzną dla tkanki. Metylacja DNA wiąże się głównie z wyciszaniem ekspresji sekwencji DNA, przy czym metylacja w sposób pośredni reguluje ekspresję genów poprzez rekrutację białek, biorących udział w repre-sji genów lub/i hamowanie wiązania czynników transkryp-cyjnych z DNA. Metylacja DNA doprowadza do wyciszenia elementów ruchomych, ale także bierze udział w regulacji ekspresji genów specyficzno-tkankowych oraz imprintingu. Mechanizm ten reguluje różnicowanie komórek oraz sta-bilność genomu pod wpływem stresu (a) biotycznego [10] (szerzej rolę 5-metylcytozyny i metody jej detekcji opisano w artykule przeglądowym [11]).

				Wśród rzadkich modyfikacji epigenetycznych wyróżnia-my intermediaty powstające podczas aktywnej demetylacji 5mC. U ssaków 5-metylocytozyna może być hydroksylo-wana przez enzymy TET do 5hmC (5-hydroksymetylocy-tozyny) lub dalej utleniana do 5fC (5-formylocytozyny) i 5caC (5-karboksylocytozyny). 5mC oraz 5hmC mogą być deaminowane przez AID/APOBEC (deaminaza cytozyny) odpowiednio do 5mU (5-metyluracyl) i 5hmU (5-hydroksy-metyluracyl). Glikozylazy TDG (glikozylaza tyminy) oraz SMUG1 (ang. Single-strand-selective Monofunctional Uracil--DNA) prowadzą ostatecznie do wstawienia cytozyny. Natomiast w proces demetylacji DNA u roślin nie są zaan-gażowane enzymy TET, zarówno obecność jak i rola inter-mediatów demetylacji 5mC u tych organizmów pozostaje kontrowersyjna (więcej na temat demetylacji u roślin w Ac-tive DNA demethylation in plants – [1])

				Metylacja i demetylacja adeniny w DNA

				Prócz metylacji cytozyny znana jest również metylacja reszty adeniny w DNA (N6-metyloadenina), która jest do-brze scharakteryzowaną modyfikacją u organizmów proka-riotycznych. W ostatnim czasie odkryto ją również u orga-nizmów eukariotycznych [2]. Jednak ze względu na to, że jest to jedno z najnowszych odkryć biologii molekularnej, zakres wiedzy o występowaniu i roli tej modyfikacji jest bardzo ograniczony. N6-metyloadenina jest odwracalną modyfikacją, polegającą na metylacji adeniny w azocie na pozycji 6.

				DAM katalizuje metylację adeniny w obecności SAM (Ryc. 1). Metylacja obejmuje pierwszą resztę adeninową w obrębie sekwencji palindromowych (GATC) w substratach jedno- (ss) i dwuniciowych (ds) DNA. Najlepiej scharakte-ryzowaną domeną DAMT-1 jest MTA70 (Podjednostka 70 kDa metylotransferazy N6-adenozyny). Stwierdzono rów-nież, że metylotranferaza 4 (METTL4), pierwotnie uznana 
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				za enzym modyfikacji m6A w RNA, może funkcjonować jako metylotransferaza DNA 6mA. Znany jest również en-zym N6-metylotransferaza adeninowa (Wadmtaza, DAM), jednak aktywność tej metylotransferazy u roślin wyższych nie jest jeszcze w pełni scharakteryzowana. Niemniej jednak, udało się wyizolować z pszenicy Mg2+/Ca2+-zależne DAM. Wykazano również, że 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]. Wyróżnia się czynniki, biorące czynny udział w procesie odkładania się N6-metyloadeniny, wśród których zalicza się: czynnik splicingowy FIP37 (białko oddziałujące z FKBP12, o masie 37 kDa), białko VIR, HAKAI (ang. E3 ubiquitin-protein ligase Hakai), ZC3H13 (ang. Zinc Finger CCCH Domain-Containing Protein 13), białka wiążące RNA (FPA) [13].

				Proces demetylacji 6mA katalizowany jest przez białka z rodziny ALKB (białko naprawy alkilowanego DNA; homo-

			

		

		
			
				log u ryżu – OsALKBH1), poprzez oksydacyjną dealkilację N-metylowanych nukleotydów do HO-6mA (hydroksyme-tyladeniny) [3]. Do tej rodziny należy między innymi de-metylaza N6-metyloadeninowa 1 (NMAD-1), której funkcje potwierdza odwrotnie proporcjonalny stosunek poziomu 6mA do enzymu. Istnieje również alternatywny mecha-nizm demetylacji, który polega na przekształceniu N-6-me-tyloadeniny w adeninę przez deaminazę 6mA. Deaminaza przekształca 6mA do hipoksantyny, która następnie ulega odłączeniu przez glikozylazę. Wytworzone w ten sposób miejsce apurynowe zostaje naprawione enzymy endonukle-azy AP, polimerazy DNA oraz ligazy DNA [2].

				Wykazano, że 6mA wpływa na ekspresję genów u róż-nych gatunków roślin [14]. Stwierdzono, że poziom 6mA u organizmów eukariotycznych (0,000006–0,8%) jest znacznie niższy niż u prokatriotów (0,002–2,7%) [15]. Co ciekawe, u roślin zaobserwowano wyższy poziom 6mA w mtDNA oraz chlDNA niż w jądrowym DNA [16]. U glonów z gatun-ku Chlamydomonas reinhardtii wykazano, że 84% wszystkich 
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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 przeprowadzający demetylację 6mA poprzez oksydacyjną dealkilację N-metylowanych nukleotydów do 6-hydroksymetyladeniny (6hmA); NX – hipoksantyna; DNA pol – polimeraza DNA
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				genów jest naznaczone metylacją 6mA [17]. U Arabidopsis thaliana wykryto natomiast, że 80% globalnego poziomu modyfikacji w genomie zlokalizowana jest w eksonach [18]. U ryżu oraz alg, 6mA zlokalizowano w prawie 25% genach kodujących białka, 36% genów związanych z elementami ruchomymi oraz 14% elementach ruchomych [3]. Regiony heterochromatynowe wzbogacone w histony H2A.X okaza-ły się dodatnio skorelowane z obecnością modyfikacji 6mA [15]. N6-metyloadenina lokalizowana była głównie na wy-spach ApT (obszary genomu o podwyższonej zawartości adeniny i tyminy) w pobliżu startu transkrypcji. Stwier-dzono, również, że modyfikacja 6mA występuje w DNA łącznikowym pomiędzy nukleosomami [2]. Wykazano sil-ne wzbogacenie 6mA w regionach pobliżu kodonów STOP oraz w genach – w regionach nieulegających translacji 3’. Zaobserwowano również niską częstotliwość występowa-nia tej modyfikacji w pobliżu kodonu START [19].

				Aktywność regulacyjna 6mA u roślin ma znaczenie w adaptacji tempa wzrostu w różnych organach do zmien-nych warunków środowiskowych, w tym: wzorcach roz-gałęzienia korzeni i łodyg, kształcie i rozmiarze liści oraz liczbie kwiatów. Prawdopodobna rola 6mA sprowadza się do regulacji transkrypcji przez modyfikację struktury chro-matyny. Modyfikacje 6mA wykazują wyraźną tendencję gromadzenia się w TSS i wydają się być one skorelowane ze zwiększoną ekspresją genów. W niektórych roślinach modelowych 6mA działa jako komplementarny regulator epigenetyczny do 5mC, jednak w niektórych przypadkach, tak jak u grzybów oraz ryżu zaobserwowano ujemną za-leżność między tymi modyfikacjami [20]. Ostatnie badania, sugerują, że 6mA może pośredniczyć w ekspresji genów w odpowiedzi na bodźce. Analiza modyfikacji 6mA u ryżu wykazała również pozytywny związek między poziomem metylacji adeniny, a tolerancją na stres (a) biotyczny [3,20].

			

		

		
			
				EPIGENETYKA A ULEPSZANIE ROŚLIN UŻYTKOWYCH

				Lata rozwoju agrobiotechnologii doprowadziły do erozji różnorodności genetycznej roślin, jednak nie wpłynęło to negatywnie na różnorodność epigenetyczną, która okazała się znaczącym źródłem zmienności fenotypowej, mającej na celu poprawę jakości uprawy na wielu płaszczyznach (Ryc. 2).

				Poznanie genomów roślinnych przyczyniło się do wpro-wadzenia narzędzi takich jak badania asocjacyjne całego ge-nomu (GWAS), które umożliwiło uchwycenie istotnej części dziedzicznej zmienności fenotypowej opartej na sekwencji genetycznej [21]. Znaczące jest jednak opracowanie nowych metod poszerzania wiedzy na temat źródła dziedzicznych zmienności fenotypowych, w celu uzupełnienia informa-cji o „brakującej odziedziczalności”. W obliczu globalnych zmian klimatycznych zwiększają się ograniczenia środowi-skowe i wymagane jest by dostosować do nich roślinność uprawną. Wiele modyfikacji epigenetycznych charaktery-stycznych dla rozwoju osobniczego, które są stabilnie prze-kazywane podczas mitozy zazwyczaj nie jest przekazywane z pokolenia na pokolenie. Jednak jak wykazano, odpowied-nie operowanie epigenetycznymi sieciami regulacyjnymi może usprawnić strategie hodowlane dla określonych cech agronomicznych [22]. Dlatego tak istotne jest zrozumienie integracji epigenetyki i doskonalenia upraw oraz zasad dziedziczności zmian epigenetycznych. Jeśli warianty są dziedziczne i wykazują predyspozycje do dziedziczenia zgodnie z prawami Mendla, to mogą być one powiązane z polimorfizmami pojedynczego nukleotydu (SNP) i zo-stać wychwycone, a także utrwalone zgodnie z strategiami opartymi na SNP. Jeśli jednak są one wrażliwe na zmiany środowiskowe i wykazują mniejszą stabilność niż warianty genetyczne, a wzorce dziedziczenia są niespecyficzne to nie 
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				Rycina 2. Schemat synergicznego działania czynników zaangażowanych w kształtowanie się fenotypu.
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				mogą być one badane za pomocą narzędzi analitycznych. Utrudnienie w postaci braku stabilnego dziedziczenia może spowodować utratę zdolności przewidywania fenotypów w pokoleniach potomnych i zmniejszyć ich jednorodność. W fenotypie ujawnia się synergiczne działanie mechani-zmów epigenetycznych [23].

				Dynamiczne zmiany aktywacji i wyciszania genów, spo-wodowane interakcją między mechanizmami są wymaga-ne do prawidłowego funkcjonowania komórek w zróżni-cowanych warunkach środowiska, na wszystkich etapach rozwoju. Aby określone warianty epigenetyczne (epiallele) miały znaczenie w transmisji cech z pokolenia na pokole-nie, muszą być stabilne i dziedziczne [24]. Co ważne, należy również przewidzieć wpływ konkretnych zmian epigene-tycznych na fenotyp roślin.

				Wydaje się, że najważniejszą rolę w transgeneracyjnym dziedziczeniu epigenetycznym odgrywa metylacja DNA, jednak w tym względzie istnieje wiele niewiadomych. Je-śli chodzi o przekazywanie wzorców metylacji DNA pod-czas podziałów komórek somatycznych jest to stosunko-wo dobrze poznany proces. Znane są metylotransferazy zaangażowane w proces metylacji zachowawczej. Stwier-dzono, że enzymy te są konieczne do utrwalenia wzorów metylacji DNA w całym cyklu życiowym rośliny, a utrata czy też zmniejszenie poziomu metylacji wskutek mutacji wyżej wspomnianych metylotransferaz, prowadzi do nie-odwracalnej zmiany, która jest przekazywana potomkom przez wiele pokoleń. W wariantach kontekstowych CHG i CHH enzymami odpowiedzialnymi za metylację są DRM1/DRM2 oraz CMT3 (chromometylaza 3). Metylacja moty-wów CHG zależy od z metylacji H3K9me (metylacja lizyny 9 histonu H3) oraz H3K27me (metylacja lizyny 27 histonu 3). Oznacza to, że przekazanie wzoru metylacji DNA moty-wu CHG podczas replikacji, może, ale nie musi być zależne od istniejącego wcześniej wzoru metylacji CHG. Natomiast zachowanie metylacji CHH podczas replikacji (przez wy-korzystanie semikonserwatywności tego procesu) jest teo-retycznie nieosiągalne, ponieważ nowo zsyntetyzowana nić DNA posiada guaninę w pozycji komplementarnej do asymetrycznej cytozyny, więc co druga runda replikacji, będzie powodowała utratę pierwotnej metylacji przy danej cytozynie. To z kolei sugeruje, że aby metylacja CHH była zachowana, musi dochodzić do ciągłej aktywności 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 histonów lub cząsteczki małego RNA. Metylotransferazy (DRM1/DRM2) zaangażowane w szlak RdDM, przepro-wadzają metylację DNA de novo we wszystkich kontekstach cytozyny [25].

				Nieco mniej wiadomo o dziedziczeniu mejotycznym wzorców metylacji. U zwierząt powszechnie w pierwot-nych komórkach zarodkowych oraz na etapie wczesnego zarodka dochodzi do globalnej demetylacji. U roślin wyka-zano natomiast występowanie podobnego zjawiska, pole-gającego na demetylacji całego genomu zarówno w game-toficie żeńskim, jak i męskim na różnych etapach rozwoju osobniczego. Potwierdzono obecność takiego zjawiska na 

			

		

		
			
				etapie rozmnażania, rozwoju i kiełkowania nasion, a także dojrzewania owoców. Kluczowe znaczenie ma działanie glikozylaz DNA – DME (ang. Demeter; u ryżu ROS1; ang. Repressor of silencing 1), u pomidora SlDML2 (ang. Solanum lycopersicum Demeter like 2) i u kukurydzy DML2/3 (ang. Demeter like 2 i 3), których celem jest usunięcie metylowa-nych cytozyn. Metylacja DNA roślin jest ukierunkowana na TE oraz inne sekwencje repetytywne. Podstawową funkcją demetylacji DNA u roślin jest utrzymanie stabilności geno-mu poprzez przeciwdziałanie RdDM, w rezultacie czego metylacja nie rozprzestrzenia się na sąsiednie geny. Jednak w dalszym ciągu niezupełnie wiadomo w jaki sposób do-chodzi do przekazywania wzorców z pokolenia na pokole-nie [1]. Jednak wiadomo, że dziedziczenie takie ma miejsce. Jak wykazano, może istnieć także zależność przekazywania specyficznych wzorów metylacji zależnie od linii komórek płciowych męskich lub żeńskich. Przykładowo, predyspo-zycję dziedziczenia zależnego od matki zidentyfikowano w badaniu modyfikacji sekwencji zlokalizowanych w pobliżu genów odpowiedzi na stres [26].

				W trakcie gametogenezy dochodzi do piętnowania ge-nomowego podczas epigenetycznego reprogramowania genomu. Podczas gametogenezy, podczas różnicowania się komórek macierzystych megaspor (KMM) obserwuje się wzrost aktywności szlaku RdDM oraz metylacji prowa-dzonej przez CMT3 przy jednoczesnym obniżeniu acetylacji (H3K9ac), co wskazuje na wyciszanie chromatyny. Ponad-to, w komórkach macierzystych mikorspor (KMMi) obser-wowany jest wysoki poziom metylacji DNA w kontekście CG i CHG oraz niski w kontekście CHH [27]. Wykazano, że w trakcie gametogenezy żeńskiej oraz męskiej aktywność MET1 (metylotransferaza 1) jest konieczna do przekazania wzoru metylacji DNA podczas podziału komórek. Ekspre-sja piętnowanego genu (inaczej imprinting) ograniczona jest do allelu matczynego albo allelu ojcowskiego. Proces piętnowania genomowego oparty jest na szlaku demetyla-cji DNA z udziałem glikozylazy DME, skutkiem czego do-chodzi do ekspresji genu na chromosomie pochodzącym od jednego z rodziców [27].

				Chociaż modyfikacje histonów odgrywają znaczącą rolę w regulacji ekspresji genów, mechanizm przekazywania kodu histonowego przez mitozę oraz mejozę nie jest w pełni poznany, a nie wszystkie z modyfikacji są klasyfiko-wane jako dziedziczne. Najbardziej prawdopodobne jest, że metylacja lizyny, szczególnie w histonie H3 (H3K9me/ H3K36me/H3K27me/H3K4me3) oraz ubikwitynacja histo-nu H2B (H2Bub1) są stabilnie utrzymywane [28]. Sugeruje się, że metylacja DNA w kontekście CG rekrutuje metylazy histonowe, które następnie doprowadzają do modyfikacji w heterochromatynowych loci. Z kolei jak wcześniej wspo-mniano metylacja H3K9 jest bezpośrednio związana z dzia-łaniem CMT3, w ten sposób tworząc samowzmacniającą się pętle metylacji lizyny oraz metylacji DNA. Podczas badań, zaobserwowano segregację macierzystych białek histono-wych na nowo replikowanych odcinkach DNA, w związku z czym rozwinęły się dwa modele wstawiania histonów. W modelu „konserwatywnym” podczas fazy S oktamery histonów ulegają losowej segregacji do potomnych nici, a nowo syntetyzowane oktamery uzupełniają luki. Model ten zakłada, że podczas kolejnych rund replikacji, modyfika-
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				cje epigenetyczne histonów w danym obszarze chromaty-ny występowałyby w coraz mniejszej ilości, oznacza to, że aby zostały one stabilnie przekazywane, modyfikacje histo-nów na odziedziczonych nukleosomach muszą promować podobne modyfikacje na sąsiednich nukleosomach. Drugi model opiera się na „semikonserwatywności” wstawiania nukleosomów, w którym to tetramer (H3/H4)2 mógłby zo-stać podzielony na dwa dimery. Dimer ten następnie stałby się matrycą do ponownego złożenia nowego nukleosomu z nowo zsyntetyzowanym dimerem H3/H4. Taki mecha-nizm umożliwiłby stabilne przekazywanie oraz promowa-nie modyfikacji histonowych podczas replikacji DNA. Na potwierdzenie tego modelu, wykazano, że warianty histo-nu H3-H3.1oraz H3.3 tworzą dimer razem z histonem H4 w kompleksach wstawiających nukleosomy. Ponadto wy-kazano również, że histonowy chaperon CIA/ASF1 (ang. CCG1 interacting factor A/anti-silencing function 1) ma zdol-ność do rozszczepienia tetrameru (H3/H4)2 [29]. Wariant histonu H3.3 w przeciwieństwie do histonu H3, może być deponowany na aktywnie transkrybowane loci niezależnie od replikacji przez cały cykl komórkowy i może pośred-niczyć w utrzymaniu się aktywnego stanu genu podczas podziałów komórkowych. Zaobserwowano, że „epigene-tyczna pamięć” aktywnego stanu genu, zostaje zachowana niezależnie od nowych linii komórkowych, nawet po 24 mitotycznych podziałów komórkowych. Ponadto, nade-kspresja dzikiego wariantu H3.3, korzystnie wpływała na efektywność przekazywania kodu histonowego [30].

				Dziedziczne modyfikacje epigenetyczne pośrednio są zaangażowane w wiele procesów rozwojowych roślin (Ta-bela 2). Niektóre cechy epigenetyczne wykazują niezwykłą stabilność transgeneracyjną i dziedziczone są zgodnie z pra-wami Mendla. Inne cechy natomiast wykazują dziedzicze-

			

		

		
			
				nie nie-mendlowskie, ze względu na metastabilną naturę alleli epigenetycznych. Wśród procesów rozwojowych naj-istotniejsze wydaje się być kwitnienie, gdyż jest to kluczo-wa zmiana rozwojowa dla sukcesu rozrodczego. W umiar-kowanym klimacie do tego procesu konieczny jest okres zimna, zwany wernalizacją. Proces ten po raz pierwszy dał potwierdzenie stabilnej transmisji mechanizmów PTM (modyfikacja potranslacyjna) histonów, co było zaobserwo-wane jako kilkumiesięczna pamięć epigenetyczna komórek roślinnych, będąca przekazywana podczas mitozy komórek merystematycznych [42].

				Z jednej strony, można w hodowli roślin wykorzystywać naturalną zmienność epigenetyczną, związaną z cechami kluczowymi dla upraw. Jednak istnieją również metody in-dukowania zmian epigenetycznych (Ryc. 3) [22].

				Analiza dziedziczenia naturalnie występujących epial-leli wymaga opracowania badań epigenomicznych, mają-cych na celu powiązania ich możliwego związku z danymi cechami agronomicznymi. Badania takie są niewątpliwie trudne i pracochłonne, jednak ich wyniki są bardzo cenne. Modelowym przykładem naturalnie występujących epimu-tantów jest mutacja peloryczna u Linaria vulgaris, polegająca na odmiennej symetrii kwiatu. Wykryto, że ta zmiana fe-notypowa, spowodowana jest hipermetylacją promotora, w efekcie czego dochodzi do wyciszenia genu, kodującego czynnik transkrypcyjny, istotny w regulacji symetrii kwiatu. Dziedziczność międzypokoleniowa tej epimutacji charak-teryzuje się wysoką stabilnością, co potwierdziły badania, sugerujące że cecha może być utrzymywana przez prawie 300 lat [43]. U roślin uprawnych opisano różne epiallele, dające różne skutki fenotypowe (Tabela 3).

			

		

		
			
				Tabela 2. Wpływ wybranych regulatorów epigenetycznych na rośliny uprawne.

				
					Regulatory

				

				
					Efekt działania

				

				
					Roślina

				

				
					Referencje

				

				
					H3K4me3, H3K436, H2Bub1, białka Trithorax

				

				
					

				

				
					regulacja aktywności genu FLC (ang. Flowering Locus C)  kwitnienie, owocowanie

				

				
					rośliny ozime

					ryż

					pomidor

				

				
					[28]

				

				
					H3K27me3 białka PcG

				

				
					

				

				
					H3K27me3, białka PcG

				

				
					

				

				
					regulacja aktywności genu FLC  wernalizacja

				

				
					rośliny ozime

					ryż

					pomidor

				

				
					[28]

				

				
					H3K436, H3K4me3, H2Bub1, białka Trithorax

				

				
					

				

				
					demetylacja DNA

				

				
					

				

				
					przeprogramowanie epigenomów w reakcji na stresy abiotyczne i biotyczne – w celu adaptacji do warunków środowiska

				

				
					kukurydza (korzenie)

					ryż

					pomidor

					jabłoń

				

				
					[31-34]

				

				
					metylacja DNA

				

				
					

				

				
					HATs, HDACs, białka z grupy PcG i Trithorax

				

				
					DME

				

				
					rozwój zarodka i bielma; tolerancja na suszę.

				

				
					jęczmień

				

				
					[35,36]

				

				
					ROS1

				

				
					rozwój nasion

				

				
					ryż

				

				
					[37]

				

				
					SlDML2

				

				
					dojrzewanie owoców

				

				
					pomidor

				

				
					[38]

				

				
					metylacja DNA

				

				
					

				

				
					jakość smaku dojrzałych owoców

				

				
					pomidor

				

				
					[39]

				

				
					metylacja DNA

				

				
					

				

				
					akumulacja likopenu  czerwona barwa owoców;

					akumulacja antocyjanów  dojrzewanie owoców

				

				
					pomidor

					jabłko

				

				
					[38]

					[40]

				

				
					DME

				

				
					

				

				
					H3K27me2/3

				

				
					

				

				
					obrona przed patogenem

				

				
					ryż

				

				
					[41]

				

				
					demetylacja DNA

				

				
					
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				Indukowane warianty epigenetyczne dzielimy na ukie-runkowane oraz nieukierunkowane. Docelowe zmiany epi-genetyczne wymagają znajomości sekwencji. Obejmują one edycję epigenomu, którą z powodzeniem wykorzystuje się przy dodawaniu bądź usuwaniu znaczników epigenetycz-nych w określonym locus. W tym celu stosuje się nukleazy z motywem palca cynkowego (ZNF), nukleazy podobne do aktywatora transkrypcji (TALEN) oraz odpowiednio zmo-dyfikowane kompleksy CRISPR-Cas 9 [48]. Alternatywną metodą jest indukcja metylacji DNA wektorem wiruso-wym (VIGS, virus-induced gene silencing). Takie podejście umożliwia ukierunkowane zmiany metylacji DNA bez ko-nieczności korzystania z systemów transformacji roślin [49]. Z kolei selekcja fenotypów prowadzona w liniach izoge-

			

		

		
			
				nicznych (identycznych/bliźniaczych) pozwala na identy-fikację nieukierunkowanej zmienności epigenetycznej [50]. Podjęto wiele prób generowania indukowanych epimutan-tów. Przykładowo, kiełkujące nasiona ryżu poddano iniek-cji inhibitorem metylacji DNA, ocalałe rośliny rozmnażano i hodowano. Uzyskane w ten sposób linie potomne wyka-zywały oporność na patogen bakteryjny Xanthomas oryzae. Spowodowane jest to faktem, iż specyficzny gen Xa21G został zdemetylowany przez co ulegał silnej ekspresji, przy czym u podatnych roślin gen ten był silnie zmetylowany i wyciszony. Wygenerowana epimutacja utrzymywała się przez dziewięć pokoleń [51]. W podobnym eksperymencie modyfikacji epigenetycznej u rzepaku, stwierdzono zwięk-szoną zawartość białka oraz kwasu linolowego w nasio-
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				Rycina 3. Schemat źródeł epigenetycznego zróżnicowania hodowli roślin.

			

		

		
			
				Tabela 3. Wpływ epialleli na fenotyp roślin użytkowych.

				
					Epiallel

				

				
					Cechy

				

				
					Efekt

				

				
					Roślina

				

				
					Referencje

				

				
					Epi-df

				

				
					metylacja H2K4me3 promotora genu OsFIE

				

				
					dziedziczna karłowatość

				

				
					ryż

				

				
					[44]

				

				
					Epi-OsSPL14

				

				
					obniżony poziom metylacji DNA w regionie promotora genu OsSPL14

				

				
					duża ilość rozgałęzień wiechy i wyższy plon ziarna

				

				
					ryż

				

				
					[45]

				

				
					Epi-cnr

				

				
					hipermetylacja DNA promotora genu CNR-SBP

				

				
					zaburzone dojrzewane owoców

				

				
					pomidor

				

				
					[46]

				

				
					Epi-QTL

				

				
					metylacja DNA retrotranspozonu SINE (ang. Short interspersed nuclear element)

				

				
					obniżona zdolność akumulacji witaminy E

				

				
					pomidor

				

				
					[47]

				

				
					Epi-MYB

				

				
					hipermetylacja DNA promotora MYB10

				

				
					zmiana koloru skórki owoców
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				nach. Poprzez cykliczną selekcję fenotypową izogenicznych linii Brassica napus uzyskano stabilne epigenotypy o zwięk-szonej efektywności metabolicznej [52]. Dzięki uzyskaniu epigenetycznych rekombinowanych linii zróżnicowanych ze względu na metylację DNA (epiRIL) znacznie poszerzyła się wiedza odnośnie powstawania i dziedziczenia epialleli. Tworzenie epiRIL polega na krzyżowaniu hipometylacyj-nych mutantów z roślinami typu dzikiego - izogenicznych rodziców z rozbieżnymi metylomami DNA [53]. Badania prowadzono m.in. na epiRIL A. thaliana. Wykazano, że epiRIL charakteryzują się nie tylko mozaiką metylomów rodziców, ale także zawierają nowe wzorce metylacji, któ-re są stabilnie dziedziczone przez kilka pokoleń. Podobnie wyniki uzyskano w przypadku soi [54]. Skrzyżowanie linii rodzicielskich o różnych profilach metylacji, spowodowało powstanie regionów DMR (regiony zmetylowane w sposób zróżnicowany), które były przekazywane zgodnie z pra-wami Mendla przez pokolenia. Opracowanie linii epiRIL u gatunków roślin uprawnych jest trudniejsze niż w przypad-ku roślin modelowych takich jak A. thaliana, ze względu na brak odpowiednich mutantów oraz dużą liczbę transpozo-nów w ich genomach, co powoduje niestabilność.

				Wśród stosowanych form indukowania zmian epigene-tycznych zalicza się również szczepienie. Pierwotnie szcze-pienia były wykorzystywane jako forma profilaktyki przed szkodliwymi skutkami patogenów glebowych, poprzez zro-śnięcie się ze sobą poszczególnych części roślin (podkładki - roślina na której wykonywany był zabieg i zrazu - części rośliny, która jest przeznaczona do szczepienia). Obecnie zabieg jest szeroko stosowaną praktyką rolniczą, wykorzy-stywaną przy uprawie drzew owocowych, winogron oraz warzyw. Odpowiednio przygotowane podkładki zapew-niać mogą nie tylko odporność na patogeny, ale także tole-rancję na stres oraz zwiększoną jakość i wydajność hodowli. Obserwowane u A. thaliana, Solanaceae i Cucurbitaceae, zmia-ny epigenetyczne wywołane tą metodą dotyczyły głównie metylacji DNA i ekspresji miRNA oraz były one skorelo-wane ze zmianami w morfologii i profilu metabolicznym owoców [55,56]. W przypadku roślin z rodziny Solanaceae zastosowano szczepienie międzygatunkowe, w następstwie którego wykryto migrację miRNA oraz istotne zmiany w metylacji DNA. Stwierdzono, że globalny wzorzec metylacji u papryki, bakłażana oraz pomidora uległ stabilnej, dzie-dzicznej zmianie [56]. W przypadku latorośli melona oraz ogórka po heterotransplantacji z użyciem podkładek dyni, zaobserwowano transport siRNA i miRNA przez segmen-ty szczepienia oraz istotny wzrost poziomu metylacji DNA [55]. Biorąc pod uwagę powyższe dane, można stwierdzić że metody indukowalnej zmienności epigenetycznej można z sukcesem wykorzystywać w celu generowania poprawy cech oraz zwiększenia wydajności hodowli roślin upraw-nych.

				PODSUMOWANIE

				Ze względu na fakt, iż epigenetyka przyczynia się do zmienności fenotypowej, zrozumienie mechanizmów epi-genetycznych może być kluczowe w wyjaśnieniu sposo-bów w jakie czynniki środowiskowe wpływają na fenotypy roślin [57]. Wykorzystanie epibreedingu może skutkować szerokim zakresem zmienności fenotypowej już w jednym 

			

		

		
			
				pokoleniu, a część z nich może okazać się dziedziczne [58]. Nowe epialle mogą być wykorzystane szczególnie w ho-dowli tych roślin, które charakteryzują się niską zmienno-ścią genetyczną. Mechanizmy epigenetyczne, takie jak me-tylacja DNA, modyfikacja histonów i sncRNA, mogą przy-czynić się do zwiększenia poziomu zmienności fenotypowej u roślin. Może być ona wykorzystana przez hodowców do uzyskania odmian, które będą odpowiednio dostosowane do zmieniających się warunków środowiska.
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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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Epigenetyka a ulepszanie roslin uzytkowych

STRESZCZENIE

pigenetyka to pojecie odnoszace sie 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 rozw6j i plastycznosé fenotypowa roslin w reakcji na czynni-
ki zewngtrzne i wewnetrzne. Do niedawna jedyna znana modyfikacja epigenetyczna DNA
u organizméw eukariotycznych byla 5-metylocytozyna. Rosnace zainteresowanie tematem
oraz rozw6j metod detekcji umozliwilo poznanie innych modyfikacji zasad azotowych, m.in.
4-metylocytozyny i 6-metyloadeniny. O ile jednak badania dotyczace wystepowania i roli
5mC w organizméw eukariotyeznych s 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 érodowiskowe, ma kluczowe znacze-
nie dla rolnictwa. W tym przegladzie ukazano mechanizmy epigenetyczne, ze szczegolnym
uwzglednieniem metylacji adeniny u roslin, a takze role zmiennoéci epigenetycznej w epi-
breedingu, wplywajacego na poprawe cech agronomicznych.

WPROWADZENIE

Zmiennos¢ epigenetyczna wplywa na procesy rozwojowe roslin i ich pla-
stycznosé fenotypowa, w szczegélnosci na adaptacje do zmiennych warunkéw
srodowiskowych. Mechanizmy epigenetyczne w ostatnich latach staly sie istot-
nym obiektem badar, ze wzgledu na wazny wplyw na procesy takie jak: trans-
Lkrypdja, replikacja oraz naprawa DNA. Transkrypcja genow jest regulowana na
poziomie genetycznym (sekwencje regulatorowe) i epigenetycznym (upakowa-
nie chromatyny i markery epigenetyczne). By zainiowac transkrypcje danego
genu, chromatyna w tym miejscu musi by¢ luzniejsza by umozliwic wiazanie
Czynnikéw transkrypeyjnych (TF) i polimerazy RNA. Zatem to, czy gen jest
aktywny transkrypeyjnie czy nie, zalezy od stanu chromatyny w konkretnym
genie. Na dostepnosé chromatyny dla czynnikéw transkrypeyjnych wplywaja
r6ne mechanizmy, takie jak metylacja DNA, potranslacyjne modyfikacje histo-
n6w, mechanizmy remodelujace chromatyne, a takze niekodujace RNA. Przy
modyfikacjach DNA i histonéw podejmuje sie starania okreslenia funkcji wy-
stepujacych w danym obszarze wzorcow. Poza badaniami podstawowymi po-
dejmowane sa réwniez starania ingerencji w mechanizmy epigenetyczne w celu
np. poprawy cech agronomicznych czy wydajnosci plonowania. W przypadku
uprawy roslin szczegélnie istotne jest wystepowanie dziedziczenia danej cechy
fenotypowej. O ile dziedziczenie genetyczne jest bardzo dobrze poznane, to
dziedziczenie epigenetyczne weiaz jest dosé enigmatyczne. Wykazano, ze mety-
lagja DNA odgrywa Kluczowa role w transgeneracyjnym dziedziczeniu epigene-
tycznym. Wzorce modyfikacji moga by¢ przekazywane zaréwno poprzez mito-
ze, jak i mejoze. Jednak ze wzgledu na wiele niewiadomych, konieczne sa dalsze
badania w zakresie zasad dziedzicznosci zmian epigenetycznych [1]. Metylaga
jest jedna z najczesciej badanych modyfikacji DNA. Najlepiej poznana metylacja
DNA jest 5-metylocytozyna (5mC), natomiast informacje na temat pozostalych
modyfikadi takich jak: 4-metylocytozyna (4mC) i 6-metyloadenina (6mA) sa
bardzo ograniczone [2]). Metylacja adeniny wystepuje powszechnie u organi-
zméw prokariotycznych, uczestniczac np. u Esdherichia coli w kontroli replikacji
DNA, segregacji nukleoidow, naprawie niedopasowati czy regulacji transkryp-
ji. Niedawne badania potwierdzily jej obecnosé réwniez u wielu eukariontow
[2]. Tednak 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
komorkowy, fotosynteze oraz reakcje na stres srodowiskowy [2,3]. Choé zarow-
no wystepowanie, jak i potencjalna rola 6mA weiaz jest kontrowersyjna.
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