65;(3 o020
Waldklimafonds @+ | THUNEN

Epigenetische und mikrobiomische Ansatze zur

Forderung der Resistenzen in Baumarten

Hans Hoenicka
Thinen Institut fur Forstgenetik, Grosshansdorf

5. Tharandter
Waldschutzkolloquium
28. und 29. Oktober 2025



Gliederung

 Hintergrinde

* Resistenzforschung beim Thinen Institut

2 Hans Hoenicka @ os )
i Waldklimafond -@- | THUNEN
29.10.2025 5. Tharandter Waldschutzkolloquium aidklimafonds



Die Auswirkungen invasiver Pilzkrankheiten und des Klimawandels auf Baumarten

Gemeine Esche (Fraxinus excelsior) Europaische Ulmen (UImus minor, Ulmus glabra)
Pilzkrankheit: Eschentriebsterben Pilzkrankheit: Ulmensterben
(Hymenoscyphus fraxineus) (Ophiostoma ulmi, O. himal-ulmi,

0. novo-ulmi subsp. novo-ulmi/americana)
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Das Ulmensterben hat mehrere Ulmenarten in Europa und Nordamerika dezimiert
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Das Ulmensterben hat mehrere Ulmenarten in Europa und Nordamerika dezimiert

Kreuzungsztichtung

Pflanzen-DNA (Sequenz)
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Pflanzensamen sind sehr komplexe Systeme

Langzeitwirkung

Kern-DNA, Plastid-DNA (Sequenz)

Kurzzeitwirkung

Stabile epigenetische Veranderungen (Kern- und Plastid-DNA)

Hormonen
Maternale small RNAs (sSRNA)

Nahrstoffliche Reserven
Stabile epigenetische Veranderungen der sRNAs

. S
e

S
. . ‘\"\-‘"
Samenmikrobiom N

Samenmikrobiom-DNA

Kleine Metaboliten / Sekundare Verbindungen

Stabile epigenetische Veranderungen beim Samenmikrobiom
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Kreuzungsziichtung mit Resistenten Badumen / Forderung der Stressresistenz

N

DNA RNA
DNA Sequenz Modifizierte Modifizierte

Nokleobasen 5 Nokleobasen
K/ 1 / \/

\ GENETIK ) \ EPIGENETIK / k MIKROBIOM)
Vertikale Vertikale Vertikale
l Ubertragung Ubertragung Ubertragung

Langsam (Evolutiv), Stabiler Schnell (Anpassungsfahig), Instabiler

PROTEINS Bacterien

Modifizierte

Amonisduren
Algen Archaea

Protisten

*  Kreuzungsziichtung (wenig beschrankt): . . el e . ..
Rg . “g( 18 b ..) * Mikrobiom-Modifikation (wenig beschrankt)
esistente Baume (nicht immer verfiigbar).

Lange nicht-reproduktive Phasen (5-30 Jahre). * Epigenom-Modifikation (wenig beschrinkt)
*  Gentechnik (stark beschrankt)
*  Mutationsinduktion (wenig beschrankt)

Krankheiten, Klimaanpassung
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Die Epigenetik spielt eine Schlisselrolle bei der Regulation des Stressgedachtnisses

Pflanzen

Epigenetische Regulierung.

Die Beteiligung der nicht-proteinogenen
Aminosauren B-Aminobuttersdure (BABA) und y-
Aminobuttersiaure (GABA) am pflanzlichen
Gedadchtnis, insbesondere am "Stressgedachtnis”,
wird zunehmend besser charakterisiert.

Kein Nervensystem; Gedadchtnis befindet sich in
Meristemen und umfasst systemische
Signaliibertragung.

Hans Hoenicka
5. Tharandter Waldschutzkolloquium

Tiere

Epigenetische Regulierung.

Regulatorische Funktionen der nicht-
proteinogenen Aminosdure y-Aminobuttersaure
(GABA) bei der Gedachtnisregulation in Tieren
sind gut charakterisiert

Nervensystem  (Hippocampus, prafrontaler
Cortex)

®eo
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Einige modifizierte Nukleobasen und Aminosauren

DNA

https://dnamod.hoffmanlab.org
52 modifizierte DNA-Nukleobasen
(Sood et al., 2019)

sind die Grundlage der epigenetischen Regulation

RNA
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Proteine
500 modifizierte Aminosduren
(Keenan et al., 2021)
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Edges are colored according to the reaction type:

https://genesilico.pl/modomics/

163 modifizierte RNA-Nukleobasen
(Bocaletto et al., 2018)
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FNR-Projekt Pragung

Hoenicka et al. BMC Plant Biology ~ (2024) 24:779 BMC Plant Bjoiogy
https://doi.org/10.1186/512870-024-05425-6

B-Aminobutyric acid promotes stress -4
tolerance, physiological adjustments, as well

as broad epigenetic changes at DNA and RNA
nucleobases in field elms (UImus minor)

Hans Hoenicka'"®, Susanne Bein', Marta Starczak®®, Wolfgang Graf', Dieter Hanelt? and Daniel Gackowski*®
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B-Aminobuttersaure (BABA) erhohte die Trockenstressresistenz bei Feldulmen

120
110
100

PHI (cm)
S

5 Kk
C d*** d***

BABA (mM)

BABA: non-protein amino acid
PHI: plant high increase during drought stress tests (8 weeks) = final height - initial height
DS: drought stress conditions One-way ANOVA/Tuckey-Tests, *p<0.05, **p< 0.01, *** p< 0.001, n:30

Hoenicka et al., 2024, BMC Plant Biol. 24(1):779.
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Epigenom: Modifizierte DNA-Nukleobasen

Untersuchte modifizierte DNA-Nukleoside

Nukleobasen (DNA/RNA)
Purine Pyrimidine
0 (@]
NHz HgC\EM\
N Ny | NH NH
a
<N lN/) N/KO N’l*o
\ H H
Adenine Thymine  Uracile
o NH2
Nf\NH N
I e
=
N N7 ONH, H 0
Guanine Cytosine

13
29.10.2025

Hans Hoenicka

oL
=

5’-Hydroxymethyl-
2'-deoxyuridine
(5-hmdu)

NH,

Ho’\flo

R

H

5’-Amino-
2'-desoxycitidine
(5-caC)

g

Ry

N6-Methyl-
2'-deoxyadenosine
(m6dA)

g

5-Hydroxymethyl- 5-Methyl- 5'-Formyl-2'-
2'-deoxycytidine 2’-deoxycytosine deoxycytidine
(5-hmdC) (5-mdc) (5-fdC)
o
N H 2
o) e
H
H 8-Oxo0-2'-
Desoxyuridine deoxyguanosine
(dv) (8-oxo0-dG)
[ T X
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BABA-Behandlungen verandern die Konzentrationen von N6-Methyl-2'-desoxyadenosin

22

20

18

16

HN 14
HO
gl—l

N6-Methyl-2'-deoxyadenosine &
(N6mdA)

10

NEmdA/10e6dN

2]

*%k %k
b fp %

—_— ==

L) L) L)
0 mM BABA 0.5 mM BABA (1d.) 0.5 mM BABA (7 d.)

P

One-way ANOVA and multiple comparisons of Tukey, n: 24, *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001

Epigenetische Veranderungen wurden mittels reversed-phase ultra-performance liquid chromatography (UPLC) in Kombination mit sensitiver Massenspektrometrie analysiert Hoenicka et al., 2024, BMC Plant Biol. 24(1):779.
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Epigenetische Veranderungen bei Feldulmen nach der BABA-Behandlung

b***
%k k
60 b

55

50

45
5

o 40
3

= 35
Cf\(&N S

H H

I T 30
N0 £
HO =

&5 25

H 20 a
5-Hydroxymethyl-
2'-deoxyuridine 15
(5-mdu)
10
|
T T T
0 mM BABA 0.5 mM BABA (1d.) 0.5 mM BABA (7 d.)
Kruskal-Wallis and Nemenyi tests, n: 24, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
Epigenetische Veranderungen wurden mittels reversed-phase ultra-performance liquid chromatography (UPLC) in Kombination mit sensitiver Massenspektrometrie analysiert Hoenicka et al., 2024, BMC Plant Biol. 24(1):779.
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Epigenetische Veranderungen bei Feldulmen nach der BABA-Behandlung

55
54
53 b*
52
51
50
49
48
47
46
45
44
43
42
5-methyl-deoxycytidine 41
(5-mdC) 40

39 I
38
37
36

‘n\

NH,

s

5metdC/10e3dN

H

1 1 1
0 mM BABA 0.5 mM BABA (1d.) 0.5 mM BABA (7 d.)

ANOVA and Tuckey test, n: 24, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Epigenetische Veranderungen wurden mittels reversed-phase ultra-performance liquid chromatography (UPLC) in Kombination mit sensitiver Massenspektrometrie analysiert Hoenicka et al., 2024, BMC Plant Biol. 24(1):779.
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Epigenetische Veranderungen bei Feldulmen nach der BABA-Behandlung

b***

7.5 b***

Ho’\fi{o

N
HO.

5-hmdC/10e6dN

H 3

5-Hydroxymethyl- 2.5
2'-deoxycytidine 2 a

(5-hmdC) 1.5
1

—_—
0.5

N

1 1
0 mM BABA 0.5 mM BABA (1 d.) 0.5 mM BABA (7 d.)

Kruskal-Wallis and Nemenyi tests, n: 24, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Epigenetische Veranderungen wurden mittels reversed-phase ultra-performance liquid chromatography (UPLC) in Kombination mit sensitiver Massenspektrometrie analysiert Hoenicka et al., 2024, BMC Plant Biol. 24(1):779.
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Epigenetische Veranderungen bei Feldulmen nach der BABA-Behandlung

a
24 E—
22
20
18
NH,
16
H™ \io = b*
o | o 14
8
H oo 12
Q
5'-Formyl-2'- S 10
deoxycytidine 3
(5-fdC) 8
6 a
4 E
2
0 L T T
0 mM BABA 0.5 mM BABA (1d.) 0.5 mM BABA (7 d.)
Kruskal-Wallis and Nemenyi tests, n: 24, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
Epigenetische Veranderungen wurden mittels reversed-phase ultra-performance liquid chromatography (UPLC) in Kombination mit sensitiver Massenspektrometrie analysiert Hoenicka et al., 2024, BMC Plant Biol. 24(1):779.
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Epitranskriptom: Modifizierte RNA-Nukleobasen

Untersuchte modifizierte RNA-Nukleoside

O,\I:RN NH, HN
Nukleobasen (DNA/RNA) Gl Y by
N
HO. H HO.
Purine Pyrimidine 1@ Q@ w
H OH HOH H OH
0 o ,
NH; Heg 5'-Hydroxymethyl- 5-Methyl- N6-Methyl-
NNy | NH | NH 2'-ribosyluridine 2'-ribosylcytosine 2’-ribosyladenosine
¢ ] b /K /K (5-hmrU) (5-mrC) (m6rA)
N 5 N 0O N &}
Adenine Thymine Uracile NH; 0
Ho’\(w e
: o o Y
S H N HO. 07N
H OH
ﬁ N/ NH; H (o] H OH OH OH
Guanine Cytosine 5-Hydroxymethyl- Ribothymidine 5-Formyluridine
2'-ribosylcytidine (rT) (5-frC)
(5-hmrC)
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BABA erhoht die Konzentrationen epigenetischer (5mrC)

und tRNA-(rT)-Marker in der Ulmen-RNA

3 a 5-Methyl-2'-ribosylcytosine (5-mrC) a Ribothymidine (rT)
- 1. 7 —
2.8 p*** 1.6
2.6 1.5
1.4
2.4 4
1.3
— 1.2
z :
- 24 p*** > 1.1 P
3 &
= 1.84 [3] 1
~ o
Lé 1.6 4 S 0.9 ok
T 15
n 1.44 0.8
1.24 0.7
I o
14
0.5
0.8 4
0.4 |
0.6 4 | 0.3
(a) . T T (b) ' s T
0 mM BABA 0.5 mM BABA (1d.) 0.5 mM BABA (7d.) 0 mM BABA 0.5 mM BABA (1d.) 0.5 mM BABA (7d.)
Kruskal-Wallis and multiple comparisons of Nemenyi, n: 24, ¥p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
5-mrC: Epigenetischer Marker
rT: Unterstiitzt die strukturelle Stabilitdt und Funktion der tRNA
Epigenetische Veranderungen wurden mittels reversed-phase ultra-performance liquid chromatography (UPLC) in Kombination mit sensitiver Massenspektrometrie analysiert Hoenicka et al., 2024, BMC Plant Biol. 24(1):779.
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FNR-Projekt Pragung

https://doi.org/10.1007/541348-024-00989-9

Journal of Plant Diseases and Protection (2024) 131:1427-1439 D.?G

ORIGINAL ARTICLE

Check for
| updates |

Exploring the interaction between aminobutyric acid and epigenetics
in modulating ash dieback response in european ash (Fraxinus
excelsior)

Hans Hoenicka'® . Susanne Bein' - Marta Starczak?® - Daniel Gackowski2(©®
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BABA steigert die Toleranz gegenuber dem Eschentriebsterben bei der Gemeinen Esche

20
1
1
1
1
1

L T — - ) B - -]

Number of plants
o

11|

0mMm 10 mM 20mM 30mM 40 mM 50 mM

o N A o0

M Necrosis>2cm M Necrosis <2 cm

A —

Stress tests with BABA-treated seed-derived ash seedlings. Plants were inoculated with Hfr 48 h after treatments with BABA. The length of stem necrosis (right) was measured in each plant
5 months after inoculations (a). n = 20. Statistical tests: Chi-square tests with Yates’ continuity correction on 2 x 2 contingency tables, carried out for each BABA concentration comparing
necrosis size groups. Necrosis size groups: necrosis < 2 cm or > 2 cm (5 months after inoculations). Significant differences (*p < 0.05).

Hoenicka et al., 2024 Journal of Plant Diseases and Protection, 131:1427-1439 1437

22 Hans Hoenicka @ os )
i Waldklimafond -@- | THUNEN
29.10.2025 5. Tharandter Waldschutzkollogquium aidklimafonds



BABA-Behandlung erhoht die Konzentrationen epigenetischer Marker in der Eschen-DNA

5-Hydroxymethyl-2'-deoxycytidine (5-hmdC) 5’-Hydroxymethyl-2'-deoxyuridine (5-hmdu)
btl‘
2 % %k
b 3
3.4 4
cF* 32 o
3.24
30 4
34
28 4
2.8
3 26 4
2.6 4
24 3
Z 244 ﬁ
0 224 a 3 22 4
o 2 o 204
[e) ] 3 184
'E 1.84 £
< 1.63 < 16
i 1.4 4 = 14 3
1.2 12 4
143 10 4
0.84 8 4
0.64 6
L] I T 4 1 ] 1
OmM BABA 30 mM BABA (1d.) 30 mM BABA (7d.) OmM BABA 30 mM BABA (1d.) 30 mM BABA (7d.)

Epigenetic changes promoted by 30 mM BABA in ash. Treatments were carried out by drenching and spraying two-year-old ash seedlings with BABA. Statistical tests: a parametric (one-way
ANOVA and multiple comparisons of Tukey) or a non-parametric (Kruskal-Wallis test and multiple comparisons of Nemenyi) test were used. Statistically significant differences (p < 0.05)
are shown with different letters above groups. P-values respect to control are shown: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. n = 22-33

Hoenicka et al., 2024 Journal of Plant Diseases and Protection, 131:1427-1439 1437

Epigenetic markers: confirmed, potential.
Epigenetische Veranderungen wurden mittels reversed-phase ultra-performance liquid chromatography (UPLC) in Kombination mit sensitiver Massenspektrometrie analysiert

23 Hans Hoenicka @ os )
[ Waldklimafond -@- |THUNEN
29.10.2025 5. Tharandter Waldschutzkolloquium aidklimafonds



Mikrobiom- und Epigenomcharakterisierung von anfalligen und toleranten Ulmen

Wych Elm (Ulmus glabra)
(Ulmensterbenanfallig)

24 Hans Hoenicka
29.10.2025 5. Tharandter Waldschutzkolloquium

Chinese Elm (Ulmus parvifolia)

(Ulmensterben-Tolerant)
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Versuchsdesign

Wych Elm Chinese Elm
(Ulmus glabra) (Ulmus parvifolia)

(Co-cultivated Seedlings )

EPIGENETIC

(Epigenome, Epitranscriptome)
-Reversed-phase ultra-performance liquid
chromatography (UPLC) coupled with sensitive
mass spectrometry

N:15 \
-Genome Sequencing

N:9 = >

{—I Field Trial

V

DNA and RNA Isolation
MICROBIOME
(Mycobiome, Bacteriome)
Metabarcoding
Amplicone-Sequecing (lllumina) =
MiSeq V3 (2 x 300 bp) - 10 M read pairs (3 ‘
N:12 d ) = Tissue samples
DNA Isolation Microbiome: C‘ambiu‘m (surface-sterilized)
Epigenetic: Leaves
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