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C o m p a r ati v e g e n o mi c s of t h e c hiti n a s e g e n e f a mil y i n
l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s: c o nt r a sti n g r e s p o n s e s t o bi oti c
t h r e at s a n d l a n d s c a p e l e v el i n v e sti g ati o n of g e n eti c
diff e r e nti ati o n
R hi a n n o n  M. P e e r y,  C h a n d r a  H.  M c Alli st e r,  C at h e ri n e I.  C ulli n g h a m, Eli z a b et h L.  M a h o n,
A d ri a n a  A r a n g o- V el e z, a n d J a ni c e E. K.  C o o k e

A b s t r a c t: T h e si st e r s p e ci e s, l o d g e p ol e  pi n e ( Pi n us c o nt o rt a v a r. l atif oli a E n g el m.) a n d j a c k  pi n e ( Pi n us b a n ksi a n a
L a m b), f a c e  p r e s s u r e s f r o m a  m ultit u d e of bi oti c a g e nt s, i n cl u di n g  m o u nt ai n  pi n e b e etl e ( D e n dr oct o n us p o n de r os a e
H o p ki n s, 1 9 0 2) a n d t h ei r  p at h o g e ni c f u n g al a s s o ci at e s ( e. g., G r os m a n ni a cl a vi g e r a ( R o b.-J eff r.  &  R. W.  D a vi d s o n)
Zi pf el, Z. W. d e  B e e r  &  M.J.  Wi n gf.),  mi stl et o e ( A rc e ut h o bi u m a m e ric a n u m N utt. e x  A. G r a y), a n d t h e  p at h o g e n c a u s-
i n g  w e st e r n g all r u st (C r o n a rti u m h a r k n essii E.  M ei n e c k e).  H e r e,  w e r e p o rt  n e w st e m ti s s u e t r a n s c ri pt o m e r e s o u r-
c e s d e v el o p e d f o r l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s s u bj e ct e d t o t h e s e bi oti c st r e s s e s. T h e a n n ot at e d t r a n s c ri pt o m e s  w e r e
c o m p a r e d t o d et e r mi n e s p e ci e s- s p e ci fi c r e s p o n s e s t o t h e  n e c r ot r o p hi c G. cl a vi g e r a a n d t h e bi ot r o p hi c C r o n a rti u m
h a r k n essii. W e f o c u s e d o n c hiti n a s e s, a f a mil y t h at i n cl u d e s  m e m b e r s  wit h  w ell- d o c u m e nt e d r ol e s i n d ef e n s e.
P ut ati v e c hiti n a s e f a mil y  m e m b e r s  w e r e i d e nti fi e d vi a a n n ot ati o n, s e q u e n c e si mil a rit y t o r ef e r e n c e c hiti n a s e
g e n e s,  p h yl o g e n eti c a n al y s e s, a n d i n sili c o  m otif c h a r a ct e ri z ati o n.  R N A- S e q r e v e al e d  m a r k e d diff e r e n c e s i n t h e
r e s p o n s e s of l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e c hiti n a s e s t o G. cl a vi g e r a a n d C r o n a rti u m h a r k n essii . T h e  p ot e nti al f o r a d a pt-
i v e v a ri ati o n i n c hiti n a s e s  w a s i n v e sti g at e d b y a s s e s si n g t h e l e v el of g e n eti c diff e r e nti ati o n b et w e e n a n d  wit hi n
l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s  u si n g si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m o r p hi s m s  wit hi n c hiti n a s e s. T h e s e a n al y s e s ill u st r at e t h e
p ot e nti al of c o m bi ni n g t r a n s c ri pt o mi c a n d g e n ot y pi n g r e s o u r c e s t o i n v e sti g at e g e n ot y p e – p h e n ot y p e c o r r el a-
ti o n s f o r  n o n- m o d el s p e ci e s.

K e y  w o r ds: d ef e n s e g e n e s,  w e st e r n g all r u st, G r os m a n ni a cl a vi g e r a ,  n e c r ot r o p h,  bi ot r o p h, c o nif e r.

R é s u m é : L e s e s p è c e s s œ u r s  d u  pi n l o d g e p ol e ( Pi n us c o nt o rt a v a r. l atif oli a E n g el m.) et  d u  pi n g ri s ( Pi n us b a n ksi a n a
L a m b) s u bi s s e nt l e s  p r e s si o n s  d ’u n e  m ultit u d e  d ’a g e nt s  bi oti q u e s,  d o nt l e  d e n d r o ct o n e  d u  pi n ( D e n d r o ct o n us
p o n d e r os a e H o p ki n s, 1 9 0 2) et l e u r s c h a m pi g n o n s  p at h o g è n e s a s s o ci é s ( p. e x. G r os m a n ni a cl a vi g e r a ( R o b.- J eff r.  &
R. W.  D a vi d s o n) Zi pf el, Z. W.  d e  B e e r  &  M.J.  Wi n gf.), l e g ui ( A r c e ut h o bi u m a m e ri c a n u m N utt. e x  A. G r a y) et l ’a g e nt
p at h o g è n e r e s p o n s a bl e  d e l a r o uill e-t u m e u r a ut o n o m e ( C r o n a rti u m h a r k n essii E.  M ei n e c k e). L e s c h e r c h e u s e s
p r é s e nt e nt i ci  d e  n o u v ell e s r e s s o u r c e s t r a n s c ri pt o mi q u e s  d u ti s s u  d e l a ti g e  d é v el o p p é e s  p o u r l e  pi n l o d g e p ol e
et l e  pi n g ri s s o u mi s à c e s st r e s s  bi oti q u e s. L e s t r a n s c ri pt o m e s a n n ot é s o nt ét é c o m p a r é s  p o u r  d ét e r mi n e r l e s
r é p o n s e s a u  n é c r ot r o p h e G. cl a vi g e r a et a u  bi ot r o p h e C r o n a rti u m h a r k n essii s p é ci fi q u e s à l ’e s p è c e. Ell e s s e s o nt
c o n c e nt r é e s s u r l e s c hiti n a s e s,  u n e f a mill e q ui c o m p r e n d  d e s  m e m b r e s a y a nt  d e s r ôl e s  bi e n  d o c u m e nt é s  d a n s
l a  d éf e n s e. L e s  m e m b r e s  p r é s u m é s  d e l a f a mill e  d e s c hiti n a s e s o nt ét é i d e nti fi é s  p a r l ’a n n ot ati o n, l a si mil a rit é
d e s s é q u e n c e s a v e c l e s g è n e s  d e r éf é r e n c e  d e c hiti n a s e s,  d e s a n al y s e s  p h yl o g é n éti q u e s et l a c a r a ct é ri s ati o n  d e
m otif s i n sili c o. L e s é q u e n ç a g e  d ’A R N a r é v él é  d e s  diff é r e n c e s  m a r q u é e s  d a n s l e s r é p o n s e s  d e s c hiti n a s e s  d u
pi n l o d g e p ol e et  d u  pi n g ri s à G. cl a vi g e r a et C r o n a rti u m h a r k n essii . L e  p ot e nti el  d e v a ri ati o n a d a pt ati v e  d e s c hiti-
n a s e s a ét é ét u di é e n é v al u a nt l e  ni v e a u  d e  diff é r e n ci ati o n g é n éti q u e e nt r e et a u s ei n  d e s  pi n s l o d g e p ol e et
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pi n s g ri s e n  utili s a nt  d e s  p ol y m o r p hi s m e s  d e  n u cl é oti d e s  u ni q u e s a u s ei n  d e s c hiti n a s e s.  C e s a n al y s e s ill u s-
t r e nt l e  p ot e nti el  d e l a c o m bi n ai s o n  d e s r e s s o u r c e s  d e l a t r a n s c ri pt o mi q u e et  d u g é n ot y p a g e  p o u r ét u di e r l e s
c o r r él ati o n s g é n ot y p e – p h é n ot y p e  p o u r l e s e s p è c e s  n o n  m o d èl e s. [ T r a d uit  p a r l a  R é d a cti o n]

M ots- cl és : g è n e s  d e  d éf e n s e, r o uill e-t u m e u r a ut o n o m e, G r os m a n ni a cl a vi g e r a ,  n é c r ot r o p h e,  bi ot r o p h e, c o nif è r e.

I ntr o d u cti o n

C o nif e r s a r e g e n e r all y l o n g-li vi n g, d o mi n a nt s p e ci e s

wit hi n t h e e n vi r o n s t h at t h e y i n h a bit.  C o nif e r t a x a a r e

t a r g et e d b y a  pl et h o r a of  p e st s a n d  p at h o g e n s,  w hi c h

h a s l e d t o t h e e v ol uti o n of a n a r r a y of diff e r e nt  p h y si c al

a n d c h e mi c al  d ef e n s e s ( Tif fi n a n d  M o ell e r 2 0 0 6 ).  A n

e a rl y a n d eff e cti v e r e s p o n s e t o att a c k b y t h e s e bi oti c

t h r e at s i s c riti c al f o r c o nt ai n m e nt of  p e st a n d  p at h o g e n

i n v a si o n a n d i n v ol v e s a c o m pl e x c o m bi n ati o n of c o n sti-

t uti v e a n d i n d u c e d d ef e n s e s. P at h o g e n e si s- r el at e d ( P R)

p r ot ei n s a r e f o u n d i n l o w o r  n e gli gi bl e l e v el s i n  h e alt h y

pl a nt ti s s u e b ut c a n a c c u m ul at e a s a n i n d u c e d r e s p o n s e

i n  hi g h c o n c e nt r ati o n s d u ri n g t h e o n s et of  p at h o g e n c h al-

l e n g e (v a n L o o n et al. 2 0 0 6 ; L al u k a n d  M e n gi st e 2 01 0 ). I n

a n n u al s p e ci e s, c hiti n a s e s a r e P R  p r ot ei n s t h at  h a v e f u n c-

ti o n all y v ali d at e d r ol e s i n d ef e n s e a g ai n st bi oti c t h r e at s

a n d a r e oft e n  u s e d a s  m ol e c ul a r r e p o rt e r s o r “ s e nti n el s ”

of pl a nt d ef e n s e ( v a n L o o n et al. 2 0 0 6 ; L al u k a n d  M e n gi st e

2 0 1 0 ).  C hiti n a s e s  h a v e si mil a r r ol e s i n c o nif e r d ef e n s e

a g ai n st  p e st s a n d  p at h o g e n s ( Hi et al a et al. 2 0 0 4 ; I sl a m

et al. 2 0 11 ; V el ut h a k k al a n d  D a s g u pt a 2 0 1 2 ; K ol o s o v a et al.

2 0 1 4 ).  N o r w a y s p r u c e (Pic e a a bi es ( L.)  H. K a r st.) a n d sl a s h

pi n e ( Pi n us elli ottii E n g el m.) r e si st a nt  p h e n ot y p e s  h a v e

e a rl y i n d u cti o n of c hiti n a s e s i n r e s p o n s e t o  p at h o g e n

c h all e n g e of, ( D a vi s et al. 2 0 0 2 ; Hi et al a et al. 2 0 0 4 ) a n d

o v e r e x p r e s si o n of, c hiti n a s e s e n h a n c e d r e si st a n c e t o

p at h o g e n s i n bl a c k s p r u c e ( N o ël et al. 2 0 0 5 ) a n d  w e st e r n

w hit e  pi n e ( Pi n us  m o ntic ol a D o u gl a s e x  D.  D o n) ( Li u et al.

2 0 11 ).  Gi v e n i n c r e a si n g  p e st a n d  p at h o g e n  p r e s s u r e o n f o r-

e st s y st e m s, a n d t h e  p ot e nti al f o r c hiti n a s e s t o s e r v e a s

bi o m a r k e r s of r e si st a n c e, a  m o r e t h o r o u g h  u n d e r st a n d-

i n g of t h e r ol e t h at c hiti n a s e s  pl a y i n c o nif e r d ef e n s e i s

w a r r a nt e d ( L o v ett et al. 2 0 0 6 ; Li u et al. 2 0 11 ; G a ut hi e r et al.

2 0 1 4 ).

C hiti n a s e s c o n stit ut e a l a r g e g e n e f a mil y b el o n gi n g t o

t h e gl y c o s yl  h y d r ol a s e ( G H) cl a s s of e n z y m e s ( D a vi e s a n d

H e n ri s s at 1 9 9 5 ).  C hiti n a s e s f all i nt o t w o s e p a r at e  G H

g r o u p s,  G H-1 8 a n d  G H-1 9,  w hi c h li k el y  h a v e i n d e p e n d e nt

e v ol uti o n a r y o ri gi n s ( H o s s ai n et al. 2 0 1 0 ).  C hiti n a s e s a r e

f u rt h e r cl a s sifi e d i nt o s e v e n bi o c h e mi c al cl a s s e s (I – VII)

b a s e d o n t h e  p r e s e n c e o r a b s e n c e of c o n s e r v e d c hiti n-

bi n di n g ( C B D) a n d c hiti n ol yti c d o m ai n s, a n d t h e v a ri-

a bl e  hi n g e d o m ai n ( C olli n g e et al. 1 9 9 3 ; N e u h a u s et al.

1 9 9 6 ; N e u h a u s 1 9 9 9 ; G r o v e r 2 0 1 2 ).  Cl a s s I, II, I V, a n d  VII

c hiti n a s e s a r e  m e m b e r s of  G H f a mil y 1 9 a n d s h a r e  hi g h

s e q u e n c e si mil a rit y  wit h o n e a n ot h e r ( N e u h a u s 1 9 9 9 );

w h e r e a s cl a s s III a n d  V c hiti n a s e s f all i nt o  G H f a mil y 1 8

(v a n  A alt e n et al. 2 0 0 1 ).  Of t h e  p r o p o s e d c hiti n a s e

cl a s s e s, cl a s s  VII  h a s  n ot b e e n  w ell st u di e d a n d it s st at u s

a s a n i n d e p e n d e nt cl a s s i s still  u n cl e a r ( G o n z ál e z et al.

2 0 1 5 ). Si x of t h e s e v e n cl a s s e s of c hiti n a s e  h a v e b e e n

i d e ntifi e d  wit hi n c o nif e r s t o d at e t h r o u g h bi o c h e mi c al

c h a r a ct e ri z ati o n, i n sili c o s e q u e n c e c h a r a ct e ri z ati o n, a n d

p h yl o g e n eti c a n al y si s ( I sl a m et al. 2 0 11; K ol o s o v a a n d

B o h l ma n n 2 01 2 ; G r o v e r 2 01 2 ).  Cl a s s  VI c hiti n a s e s  h a v e  n ot

p r e vi o u sl y b e e n d e s c ri b e d i n c o nif e r s, alt h o u g h t h e y  h a v e

b e e n i d e nti fi e d i n s e v e r al a n gi o s p e r m s p e ci e s ( G r o v e r

2 0 1 2 ). It  h a s b e e n  w ell d o c u m e nt e d t h at s o m e c hiti n a s e s

b el o n gi n g t o cl a s s e s II a n d I V a ct t o c at al y z e t h e  h y d r ol yti c

cl e a v a g e of b -1- 4 li n k e d n - a c et yl gl u c o s a mi n e  u nit s of

c hiti n f o u n d i n a rt h r o p o d e x o s k el et o n s a n d f u n g al c ell

w all s a n d a r e a s s o ci at e d  wit h  pl a nt d ef e n s e ( C olli n g e

et al. 1 9 9 3 ; J ø h n k et al. 2 0 0 5; V el ut h a k k al a n d  D a s g u pt a

2 0 1 2 ; K ol o s o v a et al. 2 0 1 4 ).  Di v e r s e f u n cti o n s  h a v e  b e e n

r e p o rt e d f o r ot h e r c hiti n a s e s, i n cl u di n g l y s o z y m e a cti v-

it y (C olli n g e et al. 1 9 9 3 ), a ntif r e e z e a cti vit y (G rif fi t h

et al. 1 9 9 7 ),  pl a nt c ell  w all s y nt h e si s (S á n c h e z- R o d rí g u e z

et al. 2 0 1 2 ), v e g et ati v e st o r a g e  p r ot ei n s (A vi c e et al.

2 0 0 3 ), a n d  m o r e. T h e r ef o r e, it c a n n ot  b e a s s u m e d t h at

all s e q u e n c e s a n n ot at e d a s c hiti n a s e s f u n cti o n i n  pl a nt

d ef e n s e.

L o d g e p ol e  pi n e ( Pi n us c o nt o rt a v a r. l atif oli a E n g el m.) i s a

d o mi n a nt s p e ci e s of  w e st e r n  N o rt h  A m e ri c a n f o r e st s.

Milli o n s of  h e ct a r e s of l o d g e p ol e  pi n e f o r e st s  h a v e b e e n

l o st o v e r t h e  p a st t w o d e c a d e s d u e t o a n o n g oi n g e pi d e mi c

of  m o u nt ai n  pi n e b e etl e ( M P B; D e n dr oct o n us p o n d er os a e

H o p ki n s, 1 9 0 2 c) ( S af r a n yi k a n d  C a r r oll 2 0 0 6 ; S af r a n yi k

et al. 2 01 0 ; C o o k e a n d  C a r r oll 2 01 7 ).  O v e r t h e c o u r s e of t h e

c u r r e nt o ut b r e a k,  M P B  h a s  u n d e r g o n e si g ni fi c a nt r a n g e

e x p a n si o n, i n cl u di n g e a st w a r d s p r e a d i nt o j a c k  pi n e

(Pi n us b a n ksi a n a L a m b), a b o r e al f o r e st s p e ci e s ( C ulli n g h a m

et al. 2 01 1 ).  W hil e l o d g e p ol e  pi n e s h a r e s a c o e v ol uti o n a r y

hi st o r y  wit h  M P B ( K ell e y a n d F a r r ell 1 9 9 8 ), j a c k  pi n e i s

c o n si d e r e d t o b e a  n e w  h o st ( C ulli n g h a m et al. 2 01 1 ).

M o u nt ai n  pi n e b e etl e v e ct o r s a  n u m b e r of f u n g al a s s o ci-

at e s, i n cl u di n g t h e bl u e- st ai n f u n g u s G r os m a n ni a cl a vi ge r a

( R o b.-J eff r.  &  R. W. D a vi d s o n) Zi pf el, Z. W. B e e r  &  M.J. Wi n gf.

(S afr a n yi k a n d  C ar r oll 2 0 0 6 ; A d a ms et al. 2 01 3 ; Ar a n g o- V el e z

et al. 2 01 6 ). G r os m a n ni a cl a vi g er a i s a l e si o n-i n d u ci n g  p at h o-

g e n t h at i n v o k e s j a s m o ni c a ci d (J A), b ut  n ot s ali c yli c a ci d

( S A),  p r o d u cti o n b y it s  h o st,  p r o vi di n g e vi d e n c e t h at t hi s

f u n g u s i s a  n e c r ot r o p hi c p at h o g e n (A r a n g o- V el e z et al.

2 01 6 ). I n a d diti o n t o s e r vi n g a s a s o u r c e of  n ut riti o n f o r

M P B ( Si x 2 01 2 ), t h e s e f u n g al a s s o ci at e s  m a y al s o pl a y a r ol e

i n  m o dif yi n g  h o st d ef e n s e s (Li e uti e r et al. 2 0 0 9 ) a n d a r e

oft e n u s e d a s  p r o xi e s f o r  M P B att a c k ( R aff a a n d  B e r r y m a n

1 9 8 2).

L o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e a r e al s o  p r e s s u r e d b y

C r o n a rti u m h a r k n essii E.  M ei n e c k e, t h e c a u s ati v e a g e nt of

w e st e r n g all r u st ( W G R). T hi s st e m r u st i s di st ri b ut e d

3 5 6 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1
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t h r o u g h o ut  C a n a d a a n d f o r m s g all s o n st e m s a n d b r a n c h e s

t h at r e s ult i n r e d u c e d g r o wt h, a n d c a n c a u s e  m o rt alit y i n

t h e c a s e of st e m g all s o n j u v e nil e pi n e s (v a n d e r  K a m p a n d

S p e n c e 1 9 8 7 ; W o o d s et al. 2 0 0 0 ). T h e r u st f u n gi ( P u c ci-

ni al e s, B a si di o m y c ot a) a r e o bli g at e bi ot r o p h s ( D u pl e s si s

et al. 2 011 ). L o d g e p ol e pi n e i s p a rti c ul a rl y s u s c e pti bl e t o

W G R, a n d t h e e xt e n si v e l o s s of  m at u r e l o d g e p ol e pi n e

t r e e s a s a r e s ult of t h e r e c e nt  M P B o ut b r e a k  h a s r e s ult e d

i n a n a g e- st r u ct u r e s hift t o w a r d s j u v e nil e s t h at a r e  m o r e

s u s c e pti bl e t o  W G R i nf e cti o n ( H ei n e m a n et al. 2 01 0 ).

L o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s h o w  m a r k e dl y diff e r e nt

r e s p o n s e s t o i n o c ul ati o n  wit h G. cl a vi ge r a (L u s e b ri n k et al.

2 0 11 ; A r a n g o- V el e z et al. 2 01 6 ), s u g g e sti n g t h at l o d g e p ol e

pi n e – G. cl a vi ge r a i nt e r a cti o n s  m a y  h a v e b e e n s h a p e d b y

t h ei r s h a r e d c o e v ol uti o n a r y  hi st o r y. Si mil a rl y, l o d g e p ol e

pi n e i s  m o r e s u s c e pti bl e t o  W G R t h a n j a c k  pi n e ( Y a n g

et al. 1 9 9 9 ), s u g g e sti n g j a c k  pi n e  m a y  h a v e  m o r e eff e cti v e

d ef e n s e s a g ai n st t hi s f u n g al  p at h o g e n ( W u et al. 1 9 9 6 ).

A d d r e s si n g t h e i m pli c ati o n s of  p e st/ p at h o g e n i nt e r a c-

ti o n s r e q ui r e s r o b u st i n di c at o r s f o r t h e d ef e n s e r e s p o n s e

t h at c a n b e e x a mi n e d at t h e l a n d s c a p e s c al e.  M ulti pl e c hi-

ti n a s e s  h a v e b e e n i m pli c at e d i n l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k

pi n e d ef e n s e a g ai n st G. cl a vi g er a (A r a n g o- V el e z et al. 2 01 4 ;

K ol o s o v a et al. 2 0 1 4 ) a n d ot h e r  p at h o g e n s (N s ol o m o a n d

W o o d w a r d 1 9 9 4 ).  Gi v e n t h ei r  w ell- c h a r a ct e ri z e d st at u s

a n d t h ei r  u s e a s  m a r k e r s of d ef e n s e r e s p o n s e s i n a n n u al

pl a nt s, c hiti n a s e s r e p r e s e nt a n e x c ell e nt t o ol  wit h  w hi c h

t o t e st t h e  h y p ot h e si s t h at l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s ’

d ef e n s e s a g ai n st  M P B a n d t h ei r f u n g al a s s o ci at e s, a s  w ell

a s t h ei r r e s p o n s e s t o C r o n arti u m h ar k n essii , diff e r a s a r e s ult

of t h ei r e v ol uti o n a r y  hi st o ri e s.

A s a c o n s e q u e n c e of t h e si z e a n d c o m pl e xit y of c hiti-

n a s e g e n e f a mili e s, t o g et h e r  wit h t h e di v e r s e f u n cti o n s

a n d r ol es of  m e m b ers of t h es e f a mili es, g e n o mi c a p pr o a c h es

a r e a l o gi c al  m e a n s  b y  w hi c h t o a d d r e s s t hi s  h y p ot h e si s.

B uil di n g g e n o mi c- s c al e  k n o wl e d g e of  p r o c e s s e s  wit hi n

c o nif e r s i s c h all e n gi n g  b e c a u s e t h e g e n o m e si z e s a r e

l a r g e, r a n gi n g f r o m 2 2 t o 3 1  G b i n Pi n us s p e ci e s ( N e al e

et al. 2 0 1 7 ), a n d g e n e fl o w a m o n g i n di vi d u al s i s  hi g h

(Y e a m a n a n d J a r vi s 2 0 0 6 ).  C o n s e q u e ntl y, t r a n s c ri pt o m e

r e s o u r c e s r e m ai n t h e  m o st f e a si bl e  m e a n s  b y  w hi c h t o

c o n d u ct g e n o mi c- s c al e i n v e sti g ati o n s i n t h e s e s p e ci e s.

T h e r e a r e g e n o mi c r e s o u r c e s a v ail a bl e f o r l o d g e p ol e

pi n e i n cl u di n g t r a n s c ri pt o m e s ( P a r c h m a n et al. 2 0 1 0 ;

H all et al. 2 0 1 3 ; H o d gi n s et al. 2 0 1 6 ), si n gl e  n u cl e oti d e

p ol y m o r p hi s m ( S N P) r e s o u r c e s ( C ulli n g h a m et al. 2 01 3 a ;

Y e a m a n et al. 2 0 1 6 ; B u r n s et al. 2 01 9 ), a n d  mi c r o s at ellit e

a s s a y s ( C ulli n g h a m et al. 2 0 1 1 ). J a c k  pi n e  h a s f e w e r

g e n o mi c-l e v el r e s o u r c e s t h at a r e l a r g el y li mit e d t o

c o m p a r ati v e  p a p e r s  wi t h l o d g e p ol e  pi n e, i n cl u di n g

t r a n s c ri pt o m e ( H all et al. 2 0 1 3 ), S N P (C ulli n g h a m et al.

2 0 1 3 a ; B u r n s et al. 2 0 1 9 ), a n d  mi c r o s at ellit e r e s o u r c e s

(C ulli n g h a m et al. 2 0 1 1 ). S e v e r al of t h e e xi sti n g l o d g e-

p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e r e s o u r c e s a r e  m o d e st i n s c al e,

a n d  n ot all t h e s e r e s o u r c e s  w e r e  d e si g n e d f o r c o m p a r a-

ti v e a n al y s e s.

I n t hi s st u d y,  w e s o u g ht t o d e v el o p c o m p r e h e n si v e

g e n o mi c- s c al e r e s o u r c e s s uit a bl e f o r c o n d u cti n g c o m-

p a r a ti v e a n al y s e s of t h e r e s p o n s e s of l o d g e p ol e a n d j a c k

pi n e s t o bi oti c t h r e at s aff e cti n g t h e s e si st e r s p e ci e s at

t h e l a n d s c a p e l e v el. T o t hi s e n d,  w e g e n e r at e d a n d a n n o-

t at e d c o m p r e h e n si v e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s f o r l o d g e-

p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e s uit a bl e f o r c o m p a r ati v e a n al y s e s.

A s a  k e y st e p t o w a r d s e n a bli n g  p h e n ot y p e – g e n ot y p e

c o n n e cti o n s, t h e s e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s  w e r e c o m pl e-

m e nt e d b y  hi g h-t h r o u g h p ut S N P d at a f o r b ot h l o d g e p ol e

pi n e a n d j a c k  pi n e f r o m a 5 0  K  A xi o m S N P a r r a y d e si g n e d

f o r l o d g e p ol e  pi n e. T h e s e r e s o u r c e s  w e r e t h e n  u s e d t o

t e st t h e  h y p ot h e si s t h at c hiti n a s e s c o nt ri b ut e t o s p e ci e s-

l e v el diff e r e n c e s i n d ef e n s e r e s p o n s e s of l o d g e p ol e a n d

j a c k  pi n e s a g ai n st t h e  n e c r ot r o p h G. cl a vi g e r a a n d t h e bi o-

t r o p h C r o n a rti u m h a r k n essii . S p e cifi c all y,  w e ( i) i d e ntifi e d

c hiti n a s e g e n e f a mil y  m e m b e r s i n l o d g e p ol e a n d j a c k

pi n e, ( ii) c h a r a ct e ri z e d t h e s e f a mil y  m e m b e r s t h r o u g h i n

sili c o  m otif i d e nti fi c ati o n a n d  p h yl o g e n eti c a n al y si s,

(iii) i d e ntifi e d f a mil y  m e m b e r s r e s p o n di n g t o  p at h o g e n

i n o c ul ati o n, a n d (i v) a n al y z e d  w h et h e r v a ri ati o n i n c hiti-

n a s e g e n e s s h o w s p ati al v a ri ati o n i n l o d g e p ol e  pi n e a n d

j a c k  pi n e a c r o s s t h ei r r a n g e s. T h e i nt e g r at e d  n at u r e of

t h e  m ulti pl e g e n o m e-l e v el r e s o u r c e s t h at  w e d e v el o p e d

i n t hi s st u d y f a cilit at e s f ut u r e g e n o mi c- s c al e i n v e sti g a-

ti o n s i nt o d ef e n s e r e s p o n s e s a n d ot h e r a d a pti v e t r ait s of

t h e s e si st e r s p e ci e s.

M at eri al s a n d  m et h o d s

Pl a n t  m a t e ri al f o r t r a n s c ri p t o m e s e q u e n ci n g

T h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s  w e r e c o n d u ct e d o n

l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e t o g e n e r at e ti s s u e s f o r

t r a n s c ri pt o m e s e q u e n ci n g ( T a bl e 1 ). E a c h of t h e t h r e e

e x p e ri m e nt s i n cl u d e d a t r e at m e nt i n  w hi c h t r e e s  w e r e

i n o c ul at e d  wit h st e m- c ol o ni zi n g f u n g al  p at h o g e n s. T w o

e x p e ri m e nt s i n cl u d e d a d diti o n al a bi oti c a n d bi oti c v a ri a-

bl e s. I n all c a s e s,  h a r v e st e d st e m  m at e ri al  w a s fl a s h-f r o z e n

i n li q ui d  nit r o g e n a n d  k e pt at 8 0 ° C  u ntil  p r o c e s s e d.

E x p e ri m e nt 1 e v al u at e d t h e eff e ct of  nit r o g e n a v ail a bil-

it y o n l o d g e p ol e s e e dli n g d ef e n s e r e s p o n s e s t o G. cl a vi g e r a .

O n e- y e a r ol d s e e dli n g s f r o m a  p r o v e n a n c e  n e a r  Hi nt o n,

A B,  C a n a d a  w e r e o bt ai n e d f r o m P R T  G r o wi n g S e r vi c e s

a n d  p ott e d i n 3. 7 8 L  p ot s a s d e s c ri b e d i n A r a n g o- V el e z

et al. ( 2 01 6) . S e e dli n gs  w er e gr o w n i n c o ntr oll e d- e n vir o n m e nt

c h a m b e r s  wit h 1 9 ° C c o n st a nt t e m p e r at u r e, 1 5  h d a y/ 9  h

ni g ht  p h ot o p e ri o d, 2 0 0 – 2 5 0 l m ol  p h ot o s y nt h eti c all y

a cti v e r a di ati o n ( P A R), a n d 2 0 % – 3 5 % r el ati v e  h u mi dit y.

A f ull y r a n d o mi z e d, c o m pl et e bl o c k d e si g n  w a s  u s e d f o r

t h e e x p e ri m e nt. St a rti n g t w o  w e e ks aft er  p otti n g,  pl a nts

w er e f ertili z e d  w e e kl y  wit h c o m m er ci al  N: P: K f o r m ul a-

ti o n s: t w o a p pli c ati o n s of 0. 5 g/ L 1 5: 3 0: 1 5 ( N: P: K), f oll o w e d

b y t w o a p pli c ati o ns of 0. 5 g/ L 2 0: 2 0: 2 0 ( N: P: K). T h er e aft er a n d

u ntil t h e e n d of t h e e x p eri m e nt, pl a nts  w er e f ertili z e d  w e e kl y

wit h a p pr o xi m at el y 4 0 0  m L of  H o c ki n g ’s c o m pl et e n utri e nt

s ol uti o n (H o c ki n g 1 9 71 ) c o nt ai ni n g eit h er 0. 3  m m ol/ L

N H 4 N O 3 or 1 0  m m ol/ L  N H 4 N O 3 . T h es e tr e at m e nts  w er e s uffi -

ci e nt t o l e a d t o si g ni fi c a nt diff er e n c es i n t ot al  N c o nt e nt i n

P e e r y et al. 3 5 7
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n e e dl es (1. 5 5 % vs 2. 0 5 %, p < 0. 0 5). Fi v e  w e e ks aft er st arti n g f er-

tili z ati o n tr e at m e nts, t h e  w o o d y st e m of e a c h tr e e  w as eit h er

m o c k-i n o c ul at e d  wit h 1 0 l L of  w at er or i n o c ul at e d  wit h 1 0 l L

of a c a. 1 4 0 s p or es l L 1 G. cl a vi ger a is ol at e  M 0 01- 0 3- 0 3- 0 7-

U C 0 4 D L 0 9 ( R o e et al. 2 01 0 , 2 011 ) s us p e n d e d i n  Milli- Q  w at er

( M er c k  Milli p or e, B urli n gt o n,  M A,  U nit e d St at es) a c c or di n g t o

Ar a n g o- V el e z et al. ( 2 01 6) .  At 7 d a ys p ost-i n o c ul ati o n ( 7 d pi),

pl a nts  w er e h ar v est e d b y c oll e cti n g b ar k ( h er e aft er r ef err e d

t o as p hl o e m) a n d  w o o d ( h er e aft er r ef err e d t o as x yl e m) fr o m

t h e p orti o n of t h e st e m t h at  w as s u bj e ct e d t o tr e at m e nt.

E x p e ri m e nt 2 c o m p a r e d r e s p o n s e s of l o d g e p ol e a n d

j a c k  pi n e s e e dli n g s t o C r o n a rti u m h a r k n essii i n o c ul ati o n.

T w o  p r o v e n a n c e s  w e r e  u s e d f o r t h e st u d y: l o d g e p ol e

pi n e f r o m S h elt e r  C r e e k,  A B,  C a n a d a a n d j a c k  pi n e f r o m

St o n e y  M o u nt ai n  R o a d,  A B,  C a n a d a. S e e d s  w e r e s u rf a c e

st e rili z e d  u si n g bl e a c h ( 1 % ( v /v ) s o di u m  h y p o c hl o rit e)

a c c o r di n g t o G r o o m e et al. ( 1 9 9 1) , a n d  w e r e  m oi st c hill e d

b et w e e n st e rili z e d l a y e r s of  Ki m p a d s i n cl a m s h ell c o n-

t ai n e r s at 4 ° C f o r t h r e e  w e e k s t o b r e a k d o r m a n c y. F ol-

l o wi n g t h e  m oi st c hilli n g, s e e d s  w e r e s u rf a c e st e rili z e d

a g ai n  wit h 1 % ( v /v ) s o di u m  h y p o c hl o rit e  p ri o r t o s o wi n g

i n 2: 1 (v /v )  p e at  m o s s– v e r mi c ulit e  wit hi n 2 2 0  m L c a vit y

st y r o bl o c k s ( B e a v e r Pl a sti c s,  A B,  C a n a d a). S e e dli n g s  w e r e

g r o w n i n c o nt r oll e d- e n vi r o n m e nt g r o wt h c h a m b e r s  wit h

2 2 ° C d a y/1 6 ° C  ni g ht t e m p e r at u r e s, a n 1 8  h d a y  p h ot o p e r-

i o d, c a. 2 5 0 l m ol P A R, a n d c a. 8 0 % r el ati v e  h u mi dit y. I n

t h e a b s e n c e of a  mi st c h a m b e r, st y r o bl o c k s  w e r e  pl a c e d i n

s e al e d, t e nt e d  pl a sti c b a g s f o r t h e fi r st t w o  w e e k s f oll o w-

i n g s o wi n g t o c r e at e el e v at e d  h u mi dit y c o n diti o n s t h at

m a xi mi z e a n d s y n c h r o ni z e g e r mi n ati o n.  Aft e r 8  w e e k s,

h alf of t h e s e e dli n g s f o r e a c h s p e ci e s  w e r e i n o c ul at e d

u si n g t h e t o r n  n e e dl e  m et h o d ( M y r h ol m a n d  Hi r at s u k a

1 9 9 3)  wit h C r o n arti u m h a r k n essii s p o r e s i s ol at e d f r o m g all s

c oll e ct e d f r o m  n at u r all y i nf e ct e d  m at u r e t r e e s l o c at e d

n e a r  Hi nt o n,  A B,  C a n a d a. T r e at e d  pl a nt s  w e r e i n o c ul at e d

wit h a 3: 1 ( v /v ) s p o r e t o t al c r ati o a n d c o nt r ol s  w e r e  m o c k

i n o c ul at e d  u si n g o nl y t al c u m  p o w d e r.  Aft e r i n o c ul ati o n/

m o c k i n o c ul ati o n, bl o c k s  w e r e a g ai n c o v e r e d  wit h s e al e d,

t e nt e d  pl a sti c b a g s f o r t w o d a y s  w hil e b ei n g  k e pt i n t h e

d a r k a n d at a c o n st a nt t e m p e r at u r e of 1 6 ° C t o  p r o m ot e

f u n g al g r o wt h.  Aft e r t w o d a y s, b a g s  w e r e r e m o v e d a n d

bl o c k s  w e r e r et u r n e d t o t h e  p r e-i n o c ul ati o n g r o wt h r o o m

s etti n g s. S e e dli n g s  w e r e  h a r v e st e d at 7 a n d 2 1 d pi.

E x p e ri m e nt 3 c o m p a r e d r e s p o n s e s of  m at u r e j a c k  pi n e

t h at  w e r e eit h e r  u ni nf e ct e d o r  h e a vil y i nf e ct e d  wit h

A m e ri c a n d w a rf  mi stl et o e ( A rc e ut h o bi u m a me ric a n u m N utt.

e x  A. G r a y) t o i n o c ul ati o n  wit h G. cl a vi g er a . T hi s f ull f a ct o ri al

e x p e ri m e nt  w a s c o n d u ct e d at t h e  Al b e rt a T r e e I m p r o v e-

m e nt a n d S e e d  C e nt r e ( 5 4 ° 5 3 0N, 1 1 2 ° 1 4 0E), l o c at e d a b o ut

1 1 6  k m  n o rt h e a st of  E d m o nt o n,  A B,  C a n a d a. J a c k  pi n e

u s e d f o r t hi s e x p e ri m e nt  w e r e s el e ct e d f r o m a n e v e n-

a g e d ( c a. 6 4 y e a r s ol d),  n at u r all y r e g e n e r at e d st a n d  wit h

a r el ati v el y  hi g h  p r o p o rti o n of t r e e s  n at u r all y i nf e ct e d

wit h A r c e ut h o bi u m a m e ri c a n u m .  G e n eti c a n al y si s  u si n g

mi c r o s at ellit e s ( C ulli n g h a m et al. 2 0 1 2 ) c o nfi r m e d t h at

t h e s e t r e e s  w e r e  n ot l o d g e p ol e – j a c k  pi n e  h y b ri d s.  A

t ot al of 4 0 e x p e ri m e nt al t r e e s  w e r e s el e ct e d b a s e d o n

eit h e r vi si bl e a b s e n c e of A r c e ut h o bi u m a m e ri c a n u m i nf e c-

ti o n o r vi si bl e A r c e ut h o bi u m a m e ri c a n u m c ol o ni z ati o n

aff e cti n g  m o r e t h a n o n e t hi r d of t h e t r e e c r o w n. E x p e ri-

m e nt al t r e e s ot h e r wi s e s h o w e d  n o si g n s of i n s e ct, di s e a s e,

o r  m e c h a ni c al d a m a g e. T e n A rc e ut h o bi u m a m eric a n u m -f r e e

a n d 1 0 A rc e ut h o bi u m a me ric a n u m- c ol o ni z e d t r e e s  w e r e i n o-

c ul at e d J ul y 1 1 – 1 2, 2 0 11  u si n g G. cl a vi g er a i s ol at e  M 0 0 1- 0 3-

0 3- 0 7- U C 0 4 D L 0 9 a s d e s c ri b e d i n A r a n g o- V el e z et al. ( 2 0 1 4 ,

2 0 1 6 ). I n b ri ef, a c o r dl e s s d rill  w a s  u s e d t o  m a k e t w o ri n g s

T a bl e 1. S u m m a r y of e x p e ri m e nt s c o n d u ct e d t o g e n e r at e l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e ti s s u e s f o r t r a n s c ri pt o m e s e q u e n ci n g.

E x p e ri m e nt 1 E x p e ri m e nt 2 E x p e ri m e nt 3

S p e ci e s L o d g e p ol e  pi n e L o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e J a c k  pi n e
Pl a nt a g e S e c o n d g r o wt h c y cl e Fi r st g r o wt h c y cl e c a. 6 4 y e a r s ol d
T r e at m e nt s L o w  nit r o g e n f e rtili z ati o n,

m o c k-i n o c ul at e d
M o c k-i n o c ul at e d N o vi si bl e A rc e ut h o bi u m a m e ric a n u m ,

u ni n o c ul at e d
Hi g h  nit r o g e n f e rtili z ati o n,

m o c k-i n o c ul at e d
C r o n a rti u m h a r k n essii-

i n o c ul at e d
N o vi si bl e A rc e ut h o bi u m a m e ric a n u m,

G. cl a vi g e r a -i n o c ul at e d
L o w  nit r o g e n f e rtili z ati o n,

G. cl a vi g e r a - i n o c ul at e d
Si g ni fi c a nt  n at u r al A rc e ut h o bi u m

a m e ric a n u m c ol o ni z ati o n,
u ni n o c ul at e d

Hi g h  nit r o g e n f e rtili z ati o n,
G. cl a vi g e r a -i n o c ul at e d

Si g ni fi c a nt  n at u r al A rc e ut h o bi u m
a m e ric a n u m c ol o ni z ati o n, G.
cl a vi g e r a-i n o c ul at e d

Ti s s u e( s) P hl o e m a n d x yl e m W h ol e st e m s P hl o e m
H a r v e st ti m e  p oi nt( s) 7 d pi 7 d pi a n d 2 1 d pi 4 2 d pi
N o. i n di vi d u al s  p e r

bi ol o gi c al r e pli c at e
1 5 1

N o. bi ol o gi c al r e pli c at e s 4 4 4
N o. li b r a ri e s 3 2 3 2 1 6

N o t e: d pi, d a y s  p o st i n o c ul ati o n. I n e a c h of t h e t h r e e e x p e ri m e nt s, st e m ti s s u e s  w e r e  h a r v e st e d f r o m i n di vi d u al  pl a nt s c h all e n g e d  wit h st e m-
i nf e cti n g  p at h o g e n s (A rc e ut h o bi u m a m e ric a n u m , C r o n a rti u m h a r k n essii , a n d ( o r) G r os m a n ni a cl a vi g e r a ) t o  m a xi mi z e di s c o v e r y of st e m- e x p r e s s e d
d ef e n s e- a s s o ci at e d s e q u e n c e s i n t h e r e s ulti n g t r a n s c ri pt o m e s.

3 5 8 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1
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of  h ol e s a p p r o xi m at el y 8  m m di a m et e r, 2 – 3 c m a p a rt, t o

t h e d e pt h of t h e c a m bi al z o n e, a r o u n d t h e ci r c u mf e r e n c e

of t h e  m ai n t r u n k at b r e a st  h ei g ht a n d at c a. 4 0 c m  hi g h e r

t h a n b r e a st  h ei g ht. E a c h  h ol e  w a s fi ll e d  wit h a  pl u g of

G. cl a vi g e r a m y c eli u m g r o w n o n 2 %  m alt e xt r a ct a g a r,

t h e n  pl u g g e d  wit h a s m all  pi e c e of st e rili z e d d o w el r o d

a n d  w r a p p e d  wit h P a r a fi l m.  At 4 2 d pi, t r e e s  w e r e f ell e d,

b a r k  w a s r e m o v e d f r o m b olt s c o nt ai ni n g t h e G. cl a vi g e r a -

i n o c ul at e d z o n e o r e q ui v al e nt f o r c o nt r ol t r e e s, a n d t h e

s e c o n d a r y  p hl o e m  w a s  p e el e d f r o m t h e b a r k.

Pl a n t  m a t e ri al f o r S N P g e n o t y pi n g

S N P g e n ot y pi n g  w as c arri e d o ut usi n g  m at eri als c oll e ct e d

fr o m l o d g e p ol e a n d j a c k pi n e s e e dli n gs r e pr es e nti n g ei g ht

pr o v e n a n c es s p a n ni n g t h e s p e ci es r a n g es fr o m Britis h

C ol u m bi a t o  N e w Br u ns wi c k ( T a bl e 2 ; Fi g. 1 ), pr o vi d e d b y t h e

N ati o n al Tr e e S e e d  C e ntr e,  N at ur al  R es o ur c es  C a n a d a. S e e ds

w er e s urf a c e st erili z e d pri or t o  m oist c hilli n g as d es cri b e d

f or E x p eri m e nt 2  wit h t h e f oll o wi n g  m o difi c ati o ns: g er mi n a-

ti o n at 2 5 ° C  wit h c a. 7 5 %  h u mi dit y u n d er a 1 2  h d a y p h ot o-

p eri o d.  M e g a g a m et o p h yt es  w er e r e m o v e d fr o m g er mi n at e d

s e e dli n gs o n c e c ot yl e d o ns  h a d el o n g at e d b ut  m e g a g a m et o-

p h yt es  w er e still att a c h e d t o t h e s e e dli n gs.

R N A i s ol a ti o n, li b r a r y g e n e r a ti o n, a n d Ill u mi n a
s e q u e n ci n g

All ti s s u e s  w e r e g r o u n d t o a fi n e  p o w d e r i n li q ui d

nit r o g e n  b ef o r e  R N A e xt r a cti o n.  R N A  w a s i s ol a t e d

f r o m  m at u r e t r e e s a m pl e s vi a a l a r g e- s c al e  h e x a d e c yl –

t ri m et h yl a m m o ni u m  b r o mi d e  p r ot o c ol o u tli n e d i n

C h a n g et al. ( 1 9 9 3) , a n d f r o m s e e dli n g s a m pl e s  u si n g a

s m all- s c al e  m o di fi c ati o n of t hi s  p r ot o c ol a s  d e s c ri b e d

i n P a v y et al. ( 2 0 0 8) .  R N A  q u a ntit y a n d  q u ali t y  w e r e

m e a s u r e d  wit h a n I n fi nit e  M 2 0 0 P R O  N a n o Q u a nt ( T e c a n,

M ä n n e d o rf, S wit z e rl a n d) a n d 2 1 0 0  Bi o a n al y z e r ( A gil e nt,

Mi s si s s a u g a,  O N,  C a n a d a). F o u r bi ol o gi c al r e pli c at e s

w e r e  p r e p a r e d f o r e a c h of t h e 2 0 diff e r e nt c o m bi n ati o n s

of s p e ci e s, t r e at m e nt s, ti m e  p oi nt s, a n d ti s s u e s, f o r a

t ot al of 8 0 s a m pl e s.

St r a n d e d, i n d e x e d  R N A- S e q li b r a ri e s  w e r e g e n e r at e d

f o r e a c h of t h e s e 8 0 s a m pl e s  u si n g t h e T r u S e q St r a n d e d

m R N A L T S a m pl e P r e p  kit (Ill u mi n a, S a n  Di e g o,  C A,

U S A) b y  m e a n s of t h e st a n d a r d  p r o c e d u r e o utli n e d b y

t h e  m a n uf a ct u r e r.  A g e n c o u rt  A m p u r e b e a d s ( B e c k m a n

C o ult e r, I n di a n a p oli s, I N,  U S A) a n d S u p e r s c ri pt II  R e v e r s e

T r a n s c ri pt a s e (I n vit r o g e n,  C a rl s b a d,  C A,  U S A)  w e r e s u b sti-

t ut e d f o r t h e e q ui v al e nt c o m p o n e nt s i n t h e T r u S e q  kit s.

P ri o r t o p o oli n g, q u a nti fi c ati o n  w a s c a r ri e d o ut  u si n g a

Q u bit Fl u o r o m et ri c  Q u a ntit ati o n (I n vit r o g e n), a n d q u alit y

a n d f r a g m e nt si z e  w e r e a s s e s s e d vi a t h e 2 1 0 0  Bi o a n al y z e r.

P o ol e d s a m pl e s  w e r e s e nt t o t h e  U ni v e r sit y of  Al b e rt a  M o-

l e c ul a r  Bi ol o g y S e r vi c e s  U nit f o r f u rt h e r  p r o c e s si n g a n d

s e q u e n ci n g. S e q u e n ci n g  w a s c a r ri e d o ut o n a n Ill u mi n a

N e xt S e q 5 0 0  u si n g  N e xt S e q 5 0 0/ 5 5 0  Hi g h  O ut p ut v 2 c a r-

t ri d g e s (Ill u mi n a).

Fi g. 1. S a m pl e l o c ati o n s of l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e
p r o v e n a n c e s i n cl u d e d i n si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m o r p hi s m
a n al y s e s o v e rl ai d  wit h s p e ci e s r a n g e s ( wit hi n  C a n a d a).
N u m b e r of i n di vi d u al s  p e r l o c ati o n a n d e x a ct c o o r di n at e s
u s e d t o  m a r k s a m pli n g l o c ati o n s a r e  p r o vi d e d i n T a bl e 2 .
L o c ati o n i nf o r m ati o n  w a s d o w nl o a d e d f r o m t h e  N ati o n al
T r e e S e e d  C e nt r e ( htt p s:// w w w. n r c a n. g c. c a/ s ci e n c e- d at a/
r e s e a r c h- c e nt r e s-l a b s/f o r e st r y- r e s e a r c h- c e nt r e s/ atl a nti c-
f o r e st r y- c e nt r e/ n ati o n al-t r e e- s e e d- c e nt r e/1 3 4 4 9 # c oll e cti o n).
Fi g u r e  w a s c o m pl et e d  u si n g  A r c M a p v 1 0. 5 ( E S RI) a n d
s p e ci e s r a n g e s  w e r e a p p r o xi m at e d f r o m B u r n s et al. ( 2 0 1 9)
a n d c o r r e ct e d f o r  pi n e di st ri b uti o n i n  C a n a d a ( Y e m s h a n o v
et al. 2 01 2 ).

T a bl e 2. S a m pli n g l o c ati o n s of  p r o v e n a n c e s i n cl u d e d i n  p o p ul ati o n g e n eti c a n al y s e s of si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m o r p hi s m l o ci
i n cl u di n g l atit u d e a n d l o n git u d e,  n u m b e r of i n di vi d u al s a s s e s s e d (n ),  p e r  p r o v e n a n c e a v e r a g e d Q v al u e  u s e d t o d et e r mi n e s p e ci e s,
o b s e r v e d  h et e r o z y g o sit y ( H O ),  wit hi n  p r o v e n a n c e  h et e r o z y g o sit y (H S ), t ot al  h et e r o z y g o sit y (H T ), a n d i n b r e e di n g c o effi ci e nt ( G I S) of
l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e  p r o v e n a n c e s a s s e s s e d  wit h 2 1 9 0 7 S N P l o ci.

S p e ci e s P r o v e n a n c e l o c ati o n L atit u d e L o n git u d e n Q  H O H S H T G I S

L o d g e p ol e  pi n e  Mi nt o,  Y T 6 2. 6 – 1 3 6. 8 3 1 5 0. 9 9 1 0. 2 6 7 0. 3 2 8 0. 3 2 8 0.1 8 7
B al d y  H u g h e s,  B C 5 3. 6 7 – 1 2 2. 9 5 6 0. 9 8 6 0. 3 0 2 0. 3 3 2 0. 3 3 2 0. 0 9 1
E d g e w o o d,  B C 4 9. 9 2 – 1 1 8.1 8 7 0. 9 8 3 0. 3 2 5 0. 3 3 0 0. 3 3 0 0. 0 1 7
C y p r e s s  Hill s,  A B 5 0. 0 0 – 1 1 0. 0 0 7 0. 9 7 4 0. 2 9 6 0. 3 1 8 0. 3 1 8 0. 0 6 9

J a c k  pi n e  C r ei g ht o n, S K 5 4. 8 5 – 1 0 2. 4 2 1 0. 0 1 3  N A  N A  N A  N A
L o n d o n,  O N 5 2. 0 0 – 9 2. 5 0 1 0 0. 0 0 3 0.1 1 3 0.1 2 4 0.1 2 4 0. 0 9 3
W e a g a m o w L a k e,  O N 4 3. 0 0 – 8 1. 0 0 5 0. 0 0 2 0.1 2 4 0.1 2 3 0.1 2 3 – 0. 0 0 8
D e p r e s L a k e,  N B 4 6. 6 5 – 6 5. 5 7 1 3 0. 0 0 1 0.1 2 2 0.1 2 4 0.1 2 4 0. 0 1 6

P e e r y et al. 3 5 9
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https://www.nrcan.gc.ca/science-data/research-centres-labs/forestry-research-centres/atlantic-forestry-centre/national-tree-seed-centre/13449#collection
https://www.nrcan.gc.ca/science-data/research-centres-labs/forestry-research-centres/atlantic-forestry-centre/national-tree-seed-centre/13449#collection
https://www.nrcan.gc.ca/science-data/research-centres-labs/forestry-research-centres/atlantic-forestry-centre/national-tree-seed-centre/13449#collection


T r a n s c ri p t o m e a s s e m bl y a n d a n n o t a ti o n

All s a m pl e s  w e r e  p r o c e s s e d f oll o wi n g t h e  w o r k fl o w

f o r t r a n s c ri pt o m e a s s e m bl y a n d a n n ot ati o n o utli n e d i n

Fi g. 2 . S e q u e n c e s  w e r e bi n n e d, a d a pt e r s  w e r e r e m o v e d,

a n d f a st q fi l e s  w e r e g e n e r at e d  wit hi n Ill u mi n a’s B a s e S p a c e

e n vir o n m e nt ( htt ps:// b as es p a c e.ill u mi n a. c o m/ h o m e/i n d e x ).

F o ur l a n es fr o m e a c h r u n  w er e e v al u at e d i n F ast Q C v 0.11. 8

(A n d r e w s et al. 2 01 8 ) t o q ui c kl y c h e c k d at a q u alit y.  R e a d s

w e r e t ri m m e d b y l a n e  u si n g T ri m m o m ati c v 0. 3 6 ( B ol g er

et al. 2 01 4 )  wit h t h e f oll o wi n g p ar a m et er s: I L L U MI N A C LI P:/

A d a pt erI n d e x.f a: 2: 3 0:1 0 S LI DI N G WI N D O W: 4:1 5  MI N L E N: 51.

All t ri m mi n g  w a s d o n e  wit hi n  C o m p ut e  C a n a d a ’s H P C

e n vi r o n m e nt ( w w w. c o m p ut e c a n a d a. c a ).

D at a f o r all 8 0 i n di vi d u al s  w e r e c o m bi n e d i n sili c o t o

g e n er at e t h e  m ast er tr a ns cri pt o m es,  w hil e t h e 4 4 p at h o g e n-

c h all e n g e d s a m pl e s  w e r e r e m o v e d t o g e n e r at e c o nt r ol

t r a n s c ri pt o m e s f r o m t h e r e m ai ni n g 3 6 i n di vi d u al s.  A s s e m-

bli e s  w e r e it e r ati v e, b e gi n ni n g  wit h a s s e m bl y  u si n g s e v e r al

k - m e r s f o r e a c h i n di vi d u al, f oll o w e d s e q u e nti all y b y

m e r gi n g t r e at m e nt g r o u p s, e x p e ri m e nt s, a n d s p e ci e s.

All a s s e m bli e s  w e r e g e n e r at e d  u si n g  C o m p ut e  C a n a d a ’s

H P C e n vir o n m e nts.  As s e m bli es  w er e g e n er at e d  wit h T r a n s-

A B y S S v 1. 5. 5 ( R o b e rt s o n et al. 2 01 0 ).  V al u e s f o r k - m e r s  w e r e

o pti mi z e d t o b al a n c e t ot al  n u m b e r of c o nti g s  wit h a s s e m-

bl y q u alit y, a s d et e r mi n e d b y t h e st ati sti c s r e p o rt e d i n

A B y S S v 1. 5. 2 ( Si m p s o n et al. 2 0 0 9 ).  A s s e m bli e s f o r e a c h

i n di vi d u al  w e r e r u n f o r k - m e r v al u e s 2 5, 2 9, 3 3, a n d 3 6,

a n d w e u s e d a m o di fi e d ass e m bl e.s h s c ri pt  w ritt e n b y  K a

Mi n g  Ni p ( htt p s:// git h u b. c o m/ b c g s c/ ). T h e  p r o g r a m s c d- hit

v 4. 6. 8 ( Li a n d  G o d zi k 2 0 0 6 ) a n d  C A P 3 (H u a n g 1 9 9 9 ) w e r e

u s e d t o c oll a p s e t h e o v e r- a s s e m bl e d t r a n s c ri pt o m e s at

9 9 % si mil a rit y f oll o w e d b y 9 5 % si mil a rit y. T h e  m e r g e d

a n d c oll a p s e d t r a n s c ri pt o m e s  w e r e t h e n fi lt e r e d f o r

f u n g al s e q u e n c e s a n d g r e e n  pl a nt s  wit h c u st o m d at a b a s e s

g e n e r at e d f r o m fi lt e ri n g t h e  n o n- r e d u n d a nt d at a b a s e

( a c c e s s e d 2 5 J a n u a r y 2 01 8).  C o nti g s l e s s t h a n 2 5 0 b p  w e r e

r e m o v e d  u si n g  G e n ei o u s v 1 0. 2 ( Bi o m att e r s I n c.,  NJ,  U S A),

f oll o w e d b y a n a d diti o n al c oll a p si n g of t h e t r a n s c ri pt o m e s

at 9 5 % si mil a rit y  wit h  C A P 3 ( H u a n g 1 9 9 9 ).  At e a c h st a g e,

t r a n s c ri pt o m e q u alit y  w a s a s s e s s e d  wit h t h e a b y s s-f a c

c o m m a n d i n  A B y S S v 1. 5. 2 ( Si m p s o n et al. 2 0 0 9 ) a n d

i nf e r r e d t h r o u g h r et e nti o n a n d q u alit y of o rt h ol o g o u s

g e n e s,  w hi c h  w a s a s s e s s e d  u si n g  B U S C O v 2. 0.1 ( Si m ã o

et al. 2 01 5 ).

C o nt r ol t r a n s c ri pt o m e s  w e r e s u b mitt e d t o t h e  M e r c a-

t o r 4 v 1. 0  w e b  p o rt al ( htt p s:// w w w. pl a bi p d. d e/ p o rt al/

m e r c at o r 4 ) t o g e n e r at e M A P M A N a n n ot ati o n s ( T hi m m

et al. 2 0 0 4 ; L o h s e et al. 2 0 1 4 ), a n d  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s

w e r e s u b mitt e d t o a v a ri et y of a n n ot ati o n t o ol s ( Fi g. 2 B )

t o g e n e r at e a f u n cti o n al a n n ot ati o n of t h e s e d at a.  W e

i d e ntifi e d t h e l o n g e st o p e n r e a di n g f r a m e s ( O R F s) i n

e a c h c o nti g of t h e a s s e m bl y  wit h T r a n s D e c o d e r v 3. 0.1

(H a a s et al. 2 0 1 3 ) a n d T R A PI D (V a n  B el et al. 2 0 1 3 ).

A n n ot ati o n of t r a n s c ri pt o m e c o nti g s a n d i d e nti fi e d

O R F s  w a s  p r ef o r m e d t o g e n e r at e  G O,  C O G s,  K E G G, a n d

M A P M A N c at e g o ri e s. T h e s e  w e r e i d e nti fi e d  wit h T R A PI D

(V a n  B el et al. 2 0 1 3 ), e g g N O G (H u e rt a- C e p a s et al. 2 0 1 6 ,

2 0 1 7 ), g h o st K O A L A (K a n e hi s a et al. 2 0 1 6 ), a n d  M e r c at o r 4

v 1. 0 ( T hi m m et al. 2 0 0 4 ; L o h s e et al. 2 0 1 4 ), r e s p e cti v el y.

O p e n r e a di n g f r a m e s i d e nti fi e d b y T r a n s D e c o d e r a n d

T R A PI D s e a r c h e s  w e r e  u s e d t o q u e r y d at a b a s e s g e n e r at e d

f r o m: (i)  A c r o g y m n o s p e r m a e i d e nti c al  p r ot ei n s d at a b a s e

( a c c e s s e d 1 8 F e b r u a r y 2 0 1 8;  G e n B a n k s e a r c h “ t xi d1 4 3 7 1 8 0

[ O r g a ni s m: e x p]  N O T  u n k n o w n” ); (ii) all a n n ot at e d c o nif e r

t r a n s c ri pt o m e  d at a  wit hi n t h e T r e e G e n e s  d at a b a s e

(W e g r z y n et al. 2 0 0 8 ),  C o n G e nI E  d at a b a s e, a n d t h e

c o nif e r  E S T  d at a b a s e o n  G e n B a n k ( a c c e s s e d 1 8  A p ril

2 0 1 7); ( iii)  p r ot ei n s e q u e n c e  d at a f r o m T AI R1 0 ( T h e

A r a bi d o p si s I nf o r m ati o n  R e s o u r c e); a n d ( i v) t h e G e n B a n k

n o n- r e d u n d a nt d at a b a s e r e st ri ct e d t o g r e e n pl a nt p r ot ei n

r ef e r e n c e s e q u e n c e s  wit h a n e v al u e of 5.  V e n n di a g r a m s

c o m p a ri n g  n u m b e r of c o nti g s a n n ot at e d  w e r e g e n e r at e d

wit h  V e n n Di a g r a m v 1. 6. 0 ( C h e n a n d  B o ut r o s 2 0 11 ) a n d

g ri d E xt r a v 2. 3 ( B a pti st e 2 01 7 ) p a c k a g e s i n  R v 3. 5. 2 (R C o r e

T e a m 2 01 8 ) a n d  R St u di o v 1.1. 4 6 3 (R St u di o T e a m 2 01 8 ).

C o m p a r a ti v e t r a n s c ri p t o mi c s

T h e r e ci p r o c al b e st  hit ( R B H)  m et h o d,  w hi c h  u s e s

B L A S T al g o rit h m s t o i d e ntif y  p ut ati v e o rt h ol o g s b a s e d

o n s e q u e n c e si mil a rit y ( Alt e n h off a n d  D e s si m o z 2 0 0 9 ;

C a m a c h o et al. 2 0 0 9 ),  w a s  u s e d t o c o m p a r e t r a n s c ri p-

t o m e c o n t e n t  b e t w e e n t h e l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e

m a s t e r t r a n s c ri p t o m e s t o c o nif e r s  wi t h  m o r e t h a n

1 0 0 0 0 0 c o nti g s  p u bli s h e d o n T r e e G e n e s. T h e s e  R B H

p ai r wi s e c o m p a ri s o n s, si m pli fi e d  wit h a  p yt h o n s c ri pt

Fi g. 2. A s s e m bl y ( A) a n d a n n ot ati o n ( B)  w o r k fl o w s f o r g e n e r ati n g t h e c o nt r ol a n d  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s f o r  b ot h
l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e. St a g e s a r e  wit hi n  b o x e s a n d  p r o g r a m s  u s e d a r e i n it ali c s  b el o w.

3 6 0 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1
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(C o c k et al. 2 0 1 5 ), i n cl u d e d  w hit e s p r u c e (Pi c e a gl a u c a

( M o e n c h)  V o s s; W a r r e n et al. 2 0 1 5 ),  w hit e b a r k  pi n e

(Pi n us al bic a ulis E n g el m.; B a k e r et al. 2 0 1 8 );  C hi n e s e r e d

pi n e ( Pi n us  m ass o ni a n a L a m b.; F a n et al. 2 0 1 4 ),  M e xi c a n

w e e pi n g  pi n e ( Pi n us p at ul a S c hi e d e e x S c hlt dl.  &  C h a m.;

Vi s s e r et al. 2 0 1 5 ), a n d  D o u gl a s-fi r ( Ps e u d ots u g a  m e n zi esii

( Mi r b.) F r a n c o; Littl e et al. 2 01 6 ). T h e s e t r a n s c ri pt o m e s

w e r e g e n e r at e d f r o m eit h e r  n e e dl e ( w hit e s p r u c e a n d

w hit e b a r k  pi n e), st e m ( M e xi c a n  w e e pi n g  pi n e),  w h ol e

s e e dli n g ( C hi n e s e r e d  pi n e), o r  m e g a g a m et o p h yt e ti s s u e s

( D o u gl a s-fi r). T h e  p r e vi o u sl y  p u bli s h e d l o d g e p ol e a n d

j a c k  pi n e t r a n s c ri pt o m e s (H all et al. 2 0 1 3 ) w e r e al s o

c o m p a r e d.  C o m m o n aliti e s a n d  diff e r e n c e s i n  p ut ati v e

o rt h ol o g o u s c o nti g s f r o m  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s  w e r e

vi s u ali z e d  u si n g  V e n n  di a g r a m s g e n e r at e d i n t h e s a m e

f a s hi o n a s  d e s c ri b e d f o r a n n ot ati o n c o m p a ri s o n s.

T r a n s c ri p t o m e- wi d e c hi ti n a s e i d e n ti fi c a ti o n a n d
p h yl o g e n e ti c a n al y si s

T o i d e ntif y  p ut ati v e c hiti n a s e c o nti g s  wit hi n t h e  m a s-

t e r t r a n s c ri pt o m e,  w e g e n e r at e d c u st o m  B L A S T d at a-

b a s e s  wit h r ef e r e n c e c hiti n a s e s e q u e n c e s.  D at a b a s e s

w e r e g e n e r at e d f r o m r ef e r e n c e s e q u e n c e s  u si n g t h e

w hit e s p r u c e g e n e c at al o g ( Ri g a ult et al. 2 0 1 1 ),  N o r w a y

s p r u c e ( G o n z ál e z et al. 2 0 1 5 ; S u n d ell et al. 2 0 1 5 ), l o d g e-

p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e c hiti n a s e s e q u e n c e s ( G e n B a n k

a c c e s si o n  n u m b e r s i n S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e S 1), 1

a n d a n y s e q u e n c e s i d e nti fi e d a s c hiti n a s e o r c hiti n a s e-

li k e o n  G e n B a n k ( a s of 2 9 J u n e 2 0 1 8). T hi s a p p r o a c h  w a s

d e si g n e d t o c a pt u r e all  p ot e nti al c hiti n a s e g e n e f a mil y

s e q u e n c e s  wit hi n t h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s.  All  p ut a-

ti v e c hiti n a s e c o nti g s f r o m  G H-1 8 a n d  G H-1 9  w e r e t h e n

t r a n sl at e d i nt o d e d u c e d a mi n o a ci d s e q u e n c e s a n d

ali g n e d a s t w o s e p a r at e g r o u p s i n  G e n ei o u s  u si n g g a p

p e n alt y of 2. 7 a n d t h e  M A F F T  pl u g-i n ( K at o h 2 0 0 2 ) wit h

r e p r e s e nt ati v e c hiti n a s e g e n e s i n cl u d e d ( S u p pl e m e nt a r y

d at a T a bl e S 1). 1 C o nti g s i d e nti fi e d b y  B L A S T s e a r c h e s  w e r e

n ot i niti all y fi lt er e d f o r f als e p o siti v es, s h ort, or p o or- q u alit y

m at c h es; t h er ef o r e,  w e  h e a vil y pr u n e d t h e d at a  m at ri x at

t h e ali g n m e nt st a g e of p h yl o g e n eti c a n al ysis. P o orl y ali g n e d

s e q u e n c e s a n d s e q u e n c e s  wit h f e w e r t h a n 1 0 0 a mi n o

a ci d s  w e r e di s c a r d e d. T h e fi n al ali g n m e nt s  w e r e s u b mit-

t e d t o t h e  CI P R E S S ci e n c e  G at e w a y t o g e n e r at e a  m a xi-

m u m li k eli h o o d, b o ot st r a p p e d  p h yl o g e n y  u si n g  R A x M L

v 8. 2.1 2 al g o rit h m ( St a m at a ki s 2 01 4 ) a n d t h e  W A G s u b stit u-

ti o n  m o d el.  W A G  w a s c h o s e n b e c a u s e it  w a s t h e b e st fi t

m o d el d et e r mi n e d b y t h e s u g g e st e d  m et h o d a n d P e rl

s c ri pt  p r o vi d e d  wit h  R A x M L o n  Git H u b ( htt p s:// git h u b.

c o m/ st a m at a k/ st a n d a r d- R A x M L ).

T o d et e r mi n e t h e s el e cti o n  p r e s s u r e o n  n e wl y i d e nti-

fi e d  pi n e c hiti n a s e g e n e s,  w e s u b s a m pl e d t h e c hiti n a s e

ali g n m e nt t o g e n e r at e  p e r cl a s s ali g n m e nt s.  B y c al c ul at-

i n g s el e cti o n  p r e s s u r e o n c o n s e n s u s s e q u e n c e s g e n e r-

at e d t h r o u g h b uil di n g t h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e, t h e

t s/t v (k ) a n d d N/ d S (v ) r ati o s a r e c o n s e r v ati v e e sti m at e s

of t h e t r u e a m o u nt of s el e cti o n  wit hi n e a c h c hiti n a s e

g e n e cl a s s. T h e s e ali g n m e nt s  w e r e  p r u n e d t o o nl y t h o s e

s e q u e n c e s t h at c o ul d b e  u n a m bi g u o u sl y c at e g o ri z e d

( S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e S 9)1 a n d  w e r e f ull l e n gt h.

O ut g r o u p o rt h ol o g s  w e r e  mi n e d f r o m Pi n us s p e ci e s

i n cl u d e d i n  R B H c o m p a ri s o n s a n d ali g n e d i n f r a m e.

T h e r e s ult a nt ali g n m e nt s  w e r e s u b mitt e d t o I Q- T R E E 2

( p a r a m et e r s: - B, 5 0 0 0; - m,  T E S T;  Mi n h et al. 2 0 2 0) t o

g e n e r at e a  p h yl o g e n y f o r i n p ut t o t h e c o d e ml s c ri pt

wit hi n t h e P A M L 4  p a c k a g e ( p a r a m et e r s: r u n m o d e = 0,

s e qt y p e = 1,  C o d o n Fr e q = 2, cl o c k = 0,  m o d el = 0,  N Ssit es = 0,

cl e a n d at a = 1; Y a n g 2 0 0 7).

C hi ti n a s e e x p r e s si o n  p r o fi li n g

R e a d  m a p pi n g of t ri m m e d r e a d s t o t h e  m a st e r t r a n s c ri p-

t o m e  w a s c a r ri e d o ut u si n g B o wti e 2 v 2. 3. 4.1 (L a n g m e a d

a n d S al z b e r g 2 01 2 ) o n t h e  C o m p ut e  C a n a d a  H P C cl u st e r

u si n g a c u st o m  w o r k fl o w ( htt p s:// git h u b. c o m/ r m p e e r y/

d at a P r o c e s si n g ).  C o nti g s i d e ntifi e d a s c hiti n a s e t h r o u g h

p h yl o g e n eti c a n al y si s  w e r e  u s e d t o g e n e r at e si m pli fi e d,

S A F f o r m att e d a n n ot ati o n fi l e s; t h e s e  w e r e s u b mitt e d

al o n g  wit h b a m fi l e s t o f e at u r e C o u nt s v 1. 6. 2 (Li a o et al.

2 0 1 4 ) t o g e n e r at e c o u nt t a bl e s. T h e s e t a bl e s  w e r e i n p ut

i nt o e d g e R v 3. 2 2. 5 (R o bi ns o n a n d  Os hl a c k 2 01 0 ; R o bi ns o n

et al. 2 01 0 ; M c C art h y et al. 2 01 2 ; Z h o u et al. 2 01 4 ) t o c al c ul at e

l o g2 -f ol d- c h a n g e s a n d p v al u e s. T r a n s c ri pt a b u n d a n c e

c o m p a ri s o n s  w e r e al w a y s g e n e r at e d b et w e e n t r e at m e nt

( p at h o g e n c h all e n g e) a n d c o nt r ol ( m o c k i n o c ul ati o n s),

wit h ot h er e x p eri m e nt al f a ct ors s u c h as  nit r o g e n t r e at m e nt

or tiss u e t y p e i n cl u d e d as a d diti v e t r ait s i n t h e  m o d el.

C o m p a ri s o n s  w e r e c o n si d e r e d si g ni fi c a nt at p ≤ 0. 0 5 a n d a

mi ni m u m l o g 2 -f ol d- c h a n g e of 1.  H e at m a p s  w e r e g e n e r at e d

u si n g g g pl ot 2 v 3.1. 0. 9 ( Wi c k h a m 2 01 6 ),  R v 3. 5. 0 (R C o r e

T e a m 2 01 8 ), a n d  R St u di o v1.1. 3 8 3 (R St u di o T e a m 2 01 7 ).

Hi g h- t h r o u g h p u t S N P g e n o t y pi n g a n d S N P a n n o t a ti o n

Si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m o r p hi s m g e n ot y pi n g  w a s c a r-

ri e d o ut at  G e n e S e e k ( N e o g e n; Li n c ol n,  N E,  U S A) o n

s e e dli n g s d e s c ri b e d i n t h e “ Pl a nt  m at e ri al f o r  p o p ul a-

ti o n g e n eti c s” s e cti o n.  G e n ot y p e s  w e r e g e n e r at e d  u si n g

t h e  A d a p T r e e  pi n e  Aff y m et ri x  A xi o m 5 0  K S N P a r r a y

(S u r e n et al. 2 0 1 6 ; M a c L a c hl a n et al. 2 0 1 8 ; M a h o n y et al.

2 0 2 0 ).  G e n ot y p e s  w e r e c all e d  wit hi n  A xi o m  A n al y si s

S uit e v 3.1 ( T h e r m o Fi s h e r S ci e nti fi c,  W alt h a m,  M A,

U S A). P a r a m et e r s f o r s a m pl e q u alit y a n d g e n ot y p e c all-

i n g r e s ult s  w e r e o pti mi z e d a s:  p a s s v al u e ≥ 9 2;  mi ni m u m

c all r at e ≥ 9 2; a v e r a g e c all r at e ≥ 9 3; a n d c all r at e c ut off

≥ 9 0. Si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m o r p hi s m l o ci c at e g o ri z e d

i n t h e “ p ol y  hi g h r e s ol uti o n ” cl u st e r t y p e,  m e a ni n g t h o s e

cl u st e r s t h at  w e r e  p e rf e ctl y bi- all eli c,  w e r e s el e ct e d, t h e n

a s s e s s e d  u si n g t h r e e q u alit y c o nt r ol s t o g e n e r at e d at a

wit h t h e  hi g h e st st a n d a r d s of q u alit y ( L a u ri e et al. 2 01 0 ).

Fi r st, b e c a u s e  p a r al o g o u s g e n e s a r e  p r e v al e nt  wit hi n  pi n e

g e n o m e s ( C ui et al. 2 0 0 6 ),  w e e x a mi n e d t h e  h a pl oi d ti s s u e

a n d fi lt e r e d o ut l o ci  wit h  hi g h  h et e r o z y g o sit y a s s u mi n g

1S u p pl e m e nt a r y d at a a r e a v ail a bl e  wit h t h e a rti cl e at htt p s:// d oi. o r g/ 1 0.1 1 3 9/ cj b- 2 0 2 0- 0 1 2 5 .

P e e r y et al. 3 6 1
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t h o s e  w e r e f r o m  p a r al o g s. S e c o n d,  w e l o o k e d f o r diff e r e n-

c e s b et w e e n i n di vi d u al s e x hi biti n g a n o v e r a b u n d a n c e of

u ni q u e all el e s c o m p a r e d t o i n di vi d u al s  wit hi n t h e s a m e

p r o v e n a n c e 2. 7.1 ( K a m v a r et al. 2 01 4 , 2 01 5 ). Fi n all y,  w e  u s e d

S T R U C T U R E ( P rit c h a r d et al. 2 0 0 0 ) t o v ali d at e e x p e ct e d s p e-

ci e s i d e ntit y a s l o d g e p ol e pi n e, j a c k pi n e, o r a  h y b ri d of

l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s. S p e ci e s i d e ntit y c ut off v al u e s

f oll o w r e c o m m e n d e d Q v al u e s f r o m C ulli n g h a m et al.

( 2 0 1 3b ). If a s a m pl e  di d  n ot t y p e a s t h e e x p e ct e d s p e ci e s,

it  w a s e x cl u d e d f r o m f u rt h e r a n al y si s.

Si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m o r p hi s m l o ci  w e r e a n n ot at e d

u si n g t h e Pi n us t a e d a a s s e m bl y v 1. 0 1 ( Zi mi n et al. 2 0 1 4 ).

A n i n- h o u s e P E R L s c ri pt  w a s  u s e d t o s e p a r at e r el e v a nt

c o nti g s f r o m t h e g e n o m e a s s e m bl y  m ultif a st a fi l e (htt p s://

git h u b. c o m/ r m p e e r y/ d at a P r o c e s si n g ).  A P yt h o n s c ri pt  w a s

u s e d t o e xt r a ct 5 0 0 b p o n eit h e r si d e of t h e S N P l o c ati o n

f r o m e a c h of t h e s e c o nti g s (K o zi k 2 01 0 ). Si n gl e  n u cl e oti d e

p ol y m o r p hi s m l o ci  w e r e t h e n a n n ot at e d  b y s e q u e n c e

h o m ol o g y usi n g B L A S T + ( Alt s c h ul et al. 1 9 9 0 ; C a m a c h o et al.

2 0 0 9 ) a n d c ust o m d at a b as es  w er e g e n er at e d f or tr a ns cri pt o m e

a n n o t a ti o n a s  d e s c ri b e d i n t h e “ T r a n s c ri p t o m e- wi d e

c hiti n as e i d e nti fi c ati o n a n d p h yl o g e n eti c a n al y sis ” s e cti o n

of t h e  m et h o d s.

I d e n tifi c a ti o n  of c hi ti n a s e S N P a n d  p o p ul a ti o n l e v el
g e n e ti c  di v e r si t y

T h e s u b s et of S N P  p ut ati v el y  wit hi n c hiti n a s e c o nti g s

w e r e i d e nti fi e d b y c o m p a ri n g t h e s e q u e n c e fl a n ki n g t h e

S N P l o c u s t o t h e v e ri fi e d c hiti n a s e c o nti g s  u si n g B L A S T N.

M at c h e s  w e r e fi lt e r e d f o r a  p e r c e nt i d e ntit y of ≥ 9 8 % t o

t h e c o nti g s e q u e n c e s a n d a si n gl e  mi s m at c h b et w e e n

p r o b e a n d c o nti g s e q u e n c e s. T h e s e st ri n g e nt c ut off v al-

u e s  w e r e a p pli e d t o  mi ni mi z e f al s e  p o siti v e i d e nti fi c a-

ti o n s of S N P  wit hi n t r a n s c ri pt o m e c o nti g s.

If a l o c u s i s  u n d e r s el e cti o n, t h e r e i s oft e n a c h a n g e i n

t h e F S T v al u e of t h at l o c u s ( L e w o nti n a n d  K r a k a u e r 1 9 7 3 ).

T o d et e r mi n e if c hiti n a s e S N P l o ci a r e  u n d e r s el e cti o n,

w e g r o u p e d t h e  mi n e d c hiti n a s e S N P ( 2 0 l o ci) t o i n c r e a s e

p o w e r i n o u r a n al y si s a n d d et e r mi n e t h e b et w e e n s p e-

ci e s F S T v al u e. T o g e n e r at e a  n ull di st ri b uti o n f o r c o m-

p a ri s o n,  w e s u b s et 2 0 l o ci r a n d o ml y f r o m t h e c o m pl et e

d at a s et (l e s s t h e c hiti n a s e S N P = 2 1 8 9 4 l o ci) 1 0 0 ti m e s

a n d c al c ul at e d t h e b et w e e n s p e ci e s F S T v al u e s f o r e a c h

s u b s et. T h e s e d at a  w e r e s u m m a ri z e d a s a  hi st o g r a m  pl ot

u si n g t h e g g pl ot 2  p a c k a g e v 3. 2.1 ( Wi c k h a m 2 0 1 6 ).  A d di-

ti o n all y,  w e c al c ul at e d t h e  p e r l o c u s F S T v al u e s a m o n g

all l o ci t o s e e  w h e r e t h e c hiti n a s e l o ci f all  wit hi n t hi s

g r e at e r di st ri b uti o n t o d et e r mi n e if a n y c hiti n a s e l o ci

w e r e  p ot e nti al o utli e r s. T hi s a n al y si s i s al s o vi s u ali z e d

wit h a  hi st o g r a m.  W e vi s u ali z e d t h e r el ati o n s hi p s a m o n g

all el e f r e q u e n ci e s  wit hi n a n d b et w e e n l o d g e p ol e a n d j a c k

pi n e s vi a  p ri n ci p al c o m p o n e nt a n al y si s ( P C A) i n  R  u si n g

t h e  p a c k a g e s a d e g e n et v 2.1.1 ( J o m b a rt a n d  A h m e d 2 01 1)

a n d  hi e rf st at v 0. 0 4- 2 2 ( G o u d et a n d J o m b a rt 2 01 5 ) a n d

u si n g t h e g g pl ot 2  p a c k a g e v 3. 2.1 ( Wi c k h a m 2 01 6 ).

R e s ult s

G e n e r a ti o n  of l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e
t r a n s c ri p t o m e s

T o c r e at e r o b u st,  hi g h- q u alit y a n d  hi g h- c o v e r a g e t r a n-

s c ri pt o m e s s uit a bl e f o r c o m p a r ati v e g e n o mi c st u di e s,

c D N A li b r a ri e s of 4 8 l o d g e p ol e a n d 3 2 j a c k  pi n e i n di vi d u-

al s  w e r e s e q u e n c e d f r o m t h r e e i n d e p e n d e nt e x p e ri-

m e nt s ( Bi o P r oj e ct P RJ N A 5 2 4 8 6 6). I n t ot al, f o u r bi ol o gi c al

r e pli c at e s f o r e a c h of 2 0 diff e r e nt t r e at m e nt s  w e r e  u s e d

t o g e n e r at e t r a n s c ri pt o m e s. T h e s e 2 0 t r e at m e nt s c o m-

p ri s e d c o nt r ol t r e e s a n d t r e e s c h all e n g e d  wit h eit h e r t h e

n e c r ot r o p hi c  p at h o g e n G. cl a vi g e r a o r t h e bi ot r o p hi c

p at h o g e n C r o n a rti u m h a r k n essii ; i n s o m e c a s e s, t r e e s  w e r e

si m ult a n e o u sl y c h all e n g e d  wit h ot h e r bi oti c a n d a bi oti c

st r e s s e s ( T a bl e 1 ). T h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e i n cl u d e d all

8 0 i n di vi d u al s,  w hi c h  w e r e s el e ct e d t o r e p r e s e nt di v e r s e

st e m- e x p r e s s e d d ef e n s e- a s s o ci at e d t r a n s c ri pt o m e c o n-

ti g s  wit hi n t h e r e s ult a nt a s s e m bl y.  W e al s o c o n st r u ct e d a

c o nt r ol t r a n s c ri pt o m e f o r b ot h s p e ci e s, c o m p ri si n g t h e

2 4 l o d g e p ol e a n d 1 2 j a c k  pi n e i n di vi d u al s t h at  w e r e  n ot

s u bj e ct e d t o t h e bi oti c st r e s s e s of G. cl a vi g e r a , C r o n a rti u m

h a r k n essii , o r A rc e ut h o bi u m a m e ric a n u m .  R e a d g e n e r ati o n

r a n g e d f r o m j u st o v e r 1 8. 5  milli o n  p ai r s i n t h e s m all e st

li b r a r y t o al m o st 1 1 5. 5  milli o n i n t h e l a r g e st li b r a r y ( S u p-

pl e m e nt a r y d at a T a bl e S 2). 1 O v e r all, t h e li b r a ri e s  w e r e of

hi g h q u alit y, s u p p o rt e d b y t h e  n u m b e r of  p ai r e d r e a d s

a n d E m b r y o p h yt a (l a n d  pl a nt s) c o n s e r v e d o rt h ol o g o u s

g r o u p s ( C O G s) r et ai n e d aft e r all q u alit y fi lt e r s (T a bl e 3 ).

T h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s r et ai n e d 5 8 2 a n d 6 0 8  C O G s

i n l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e, a n d t h e c o nt r ol t r a n-

s c ri pt o m e s r et ai n e d 5 7 5 a n d 6 2 1, r e s p e cti v el y.

M a n y of t h e  C O G s i d e nti fi e d i n t h e i niti al,  u n fi lt e r e d

a s s e m bli e s  w e r e  p r e s e nt a s d u pli c at e s a n d t h e t ot al

n u m b e r of c o nti g s g e n e r at e d  w e r e i n t h e  milli o n s ( T a bl e 3 ).

T hi s r e fl e ct s t h e g e n eti c s of t h e i n di vi d u al  pi n e t r e e s

i n cl u d e d — e a c h i s a  u ni q u e,  hi g hl y  h et e r o z y g o u s i n di-

vi d u al  wit h  n o f a mil y o r  p r o v e n a n c e st r u ct u r e.  C o m bi n-

i n g t h e s e i n di vi d u al s  wit h a l ot of i n h e r e nt v a ri a bilit y

l e d t o s plitti n g  h o m ol o g o u s g e n e s d u e t o  hi g h all eli c v a r-

i ati o n r at h e r t h a n c oll a p si n g t h e c o nti g s i nt o o n e  u nit.

T h e r ef o r e, t o i m p r o v e t h e  utilit y of t h e s e  m a st e r t r a n-

s c ri pt o m e s f o r s u b s e q u e nt a n al y s e s s u c h a s  R N A- S e q,

c o nti g s  w e r e al s o  m e r g e d b a s e d o n  p e r c e nt si mil a rit y.

A d diti o n all y,  w e fi lt e r e d o ut c o nti g s t h at  w e r e  n ot i d e nti-

fi e d a s b el o n gi n g t o  Vi ri di pl a nt a e ( g r e e n al g a e a n d  pl a nt s)

t h r o u g h  B L A S T P s e a r c h e s ( S u p pl e m e nt a r y  d at a T a bl e s

S 3 – S 6). 1 T h e s e eff o rt s  mi ni mi z e d r e d u n d a n c y  w hil e

r et ai ni n g t h e  m a xi m u m  n u m b e r of  C O G s ( S u p pl e m e n-

t a r y  d at a T a bl e S 6).1 T h e  m a st e r a s s e m bli e s f o r j a c k a n d

l o d g e p ol e  pi n e s c o m p ri s e 4 7 3 4 0 6 a n d 3 7 5 6 3 2 c o nti g s,

r e s p e cti v el y ( T a bl e 3 ).  B ot h c o nt r ol t r a n s c ri pt o m e s  h a v e

f e w e r t ot al c o nti g s at 2 2 7 0 7 2 (j a c k  pi n e) a n d 2 5 3 9 1 3

(l o d g e p ol e  pi n e).

T h e  m a st e r a n d c o nt r ol t r a n s c ri pt o m e s  w e r e b ot h

a n n ot at e d  u si n g  G O,  G e n B a n k  n r d at a b a s e,  M e r c at o r/

M A P M A N ,  C O G/ K O G, a n d  K E G G.  A n n ot ati o n s f o r a gi v e n

3 6 2 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1

P u bli s h e d b y  C a n a di a n S ci e n c e P u bli s hi n g
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c o nti g  w e r e c o n si d e r e d  m o r e r o b u st if t h e s a m e o r v e r y

si mil a r a n n ot ati o n i nf o r m ati o n  w a s o bt ai n e d f r o m  m o r e

t h a n o n e d at a b a s e (Fi g. 3 ). T h e  G e n B a n k  n o n r e d u n d a nt

d at a b a s e  p r o d u c e d t h e  m o st  u ni q u el y a n n ot at e d c o nti g s,

1 3 9 3 51 (l o d g e p ol e  pi n e) a n d 9 8 6 2 3 (j a c k  pi n e),  w hil e

K E G G  p r o d u c e d t h e s m all e st  n u m b e r ( 4 3 7 a n d 9 9 9) of

u ni q u el y a n n ot at e d c o nti g s f o r l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e.

O v e r all, o nl y 8. 6 % of c o nti g s i n l o d g e p ol e a n d 1 3. 6 % of t h e

j a c k  pi n e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s di d  n ot c o nt ai n s o m e

f o r m of a n n ot ati o n i nf o r m ati o n.  R e s ult s f r o m t h e  pl a nt

f o c u s e d  M e r c at o r 4 a n n ot ati o n s h o w e d t h at all  m aj o r c at e-

g o ri e s ( bi n s) a r e r e p r e s e nt e d i n t h e  m a st e r a n d c o nt r ol

t r a n s c ri pt o m e s (T a bl e 4 ; S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e S 7),1

a n d t h e r e  w e r e  m o r e  M e r c at o r 4 s u b c at e g o ri e s r e p r e-

s e nt e d i n t h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s t h a n i n t h e c o nt r ol

t r a n s c ri pt o m e s. Si mil a r t o  u si n g  C O G s a s a  m e a s u r e of

t r a n s c ri pt o m e c o m pl et e n e s s, t h e  n u m b e r of  M e r c at o r 4

f u n cti o n al c at e g o ri e s r e p r e s e nt e d c a n b e  u s e d t o i nf e r t h e

c o m pl et e n e s s of t h e t r a n s c ri pt o m e s.  Of all t h e s u b c at e g o-

ri e s c o n si d e r e d, c o nti g s  w e r e a n n ot at e d f o r 6 2. 2 % – 9 0 % f o r

all f o u r t r a n s c ri pt o m e s g e n e r at e d.

O n e of t h e  k e y o bj e cti v e s of t hi s st u d y  w a s t o  p r o d u c e

t r a n s c ri pt o m e s f o r c o m p a r ati v e g e n o mi c s. T o i d e ntif y

p ut ati v el y o rt h ol o g o u s c o nti g s b et w e e n l o d g e p ol e a n d

j a c k  pi n e t r a n s c ri pt o m e s,  w e  u s e d a  p ai r wi s e  R B H

m et h o d t h at fi n d s c o nti g s i n  w hi c h t h e b e st  m at c h i n

S p e ci e s  A i s al s o t h e b e st  m at c h i n S p e ci e s  B ( a v ail a bl e at

htt p s:// d oi. o r g/1 0. 7 9 3 9/ D V N/ A 7 B W B 8 ). P r o p o rti o n all y, t h e

t w o  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s  w e r e d et e r mi n e d t o b e a b o ut

2 0 % o rt h ol o g o u s ( 8 4 4 4 6  R B H). T h e l o d g e p ol e c o nt r ol a n d

m a st e r t r a n s c ri pt o m e s c o nt ai n e d 1 7 5 8 8 0  R B H,  m e a ni n g

a p p r o xi m at el y 3 8 % of t h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e  w a s

u ni q u e. T h e c o nt r ol a n d  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s of j a c k

pi n e yi el d e d si mil a r r e s ult s ( 1 4 1 1 0 7  R B H), i n di c ati n g t h at

a p p r o xi m at el y 3 1 % of t h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e r e p r e-

s e nt e d  u ni q u e c o nti g s.

W h e n b ot h j a c k  pi n e a n d l o d g e p ol e  pi n e  m a st e r t r a n-

s c ri pt o m e s  w e r e c o m p a r e d t o c o nti g s of t h e s e fi v e Pi n a-

c e a e t r a n s c ri pt o m e s  u si n g  R B H, c o n si d e r a bl e v a ri ati o n

w a s f o u n d i n t h e t ot al  n u m b e r s of c o nti g s s h a r e d  wit h

eit h e r l o d g e p ol e  pi n e ( Fi g. 4 A ) o r j a c k pi n e (Fi g. 4 B ).  M e x-

i c a n  w e e pi n g  pi n e i s t h e cl o s e st r el ati v e e x a mi n e d i n

t h e c o m p a r ati v e  R B H st u d y a n d  w e f o u n d t h at 3. 4 % –

4. 2 % of l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s c o nti g s  w e r e s h a r e d

( S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e S 8)1 b et w e e n s p e ci e s, r e s p e c-

ti v el y.  C hi n e s e r e d pi n e s h a r e d t h e  m o st p ut ati v e o rt h o-

l o g s  wit h l o d g e p ol e ( 8. 2 %) a n d j a c k pi n e ( 6. 4 %).  C oll e cti v el y

t h e r e  w e r e o v e r 2 0 0 0 c o nti g s i n c o m m o n a m o n g all p ai r-

wi s e c o m p a ri s o n s. T h e c o nti g s c o m m o n t o all Pi n a c e a e

i n cl u d e d i n t hi s a n al y si s, i. e., t h e c o r e s et of g e n e s, f ell

wit hi n all f u n cti o n al c at e g o ri e s r e p r e s e nt e d i n M A P M A N bi n s.

I d e n tifi c a ti o n, i n sili c o c h a r a c t e ri z a ti o n, a n d e x p r e s si o n
a n al y si s  of c hi ti n a s e s

C a n di d at e c hiti n a s e c o nti g s  w e r e i d e nti fi e d t h r o u g h

mi ni n g a n n ot ati o n s of t h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e, al o n g

wit h s e q u e n c e si mil a rit y d et e r mi n e d b y  B L A S T P t o ( i)  p u b-

li s h e d c hiti n a s e g e n e s i n A r a bi d o psis a n d  w hit e s p r u c e

(Ri g a ult et al. 2 01 1 ; G o n z ál e z et al. 2 01 5 ), a n d (ii) s e q u e n c e s

f et c h e d f r o m t h e  G e n B a n k  p r ot ei n d at a b a s e  u si n g a q u e r y

f o r c hiti n a s e a n d fi lt e r e d t o c o nt ai n r e s ult s o nl y f r o m S p e-

ci e s: pl a nt s, a n d S o u r c e d at a b a s e: R ef S e q. T hi s a p p r o a c h

i nt e nti o n all y c a pt u r e d all  p ot e nti al c hiti n a s e c o nti g s,

i n cl u di n g r el at e d gl y c o s yl  h y d r ol a s e s; t h e r ef o r e, t h e li st

T a bl e 3. A s s e m bl y q u alit y  w a s a s s e s s e d  u si n g  B U S C O ( c o n s e r v e d o rt h ol o g o u s g r o u p s) a n d  N 5 0 (l e n gt h  w ei g ht e d  m e di a n) f o r t h e
i niti al a n d fi n al c o nt r ol a n d  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s of b ot h j a c k a n d l o d g e p ol e  pi n e s ( a b o v e s oli d li n e).

T r a n s c ri pt o m e St a g e

B U S C O A B y S S

Ti s s u e

C o m pl et e

F r a g m e nt e d  Mi s si n g  N 5 0  N o. of c o nti g sSi n gl e c o p y  D u pli c at e d

L o d g e p ol e c o nt r ol I niti al 8 0 1 1 7 0 3 0 1 6 0 1 7 8 8 2 1 7 5 2 5 0 St e m
Fi n al 5 7 5 4 8 2 7 6 3 0 7 1 9 3 6 2 5 3 9 1 3 St e m

L o d g e p ol e  m a st e r I niti al 5 6 1 1 9 3 3 7 1 5 4 1 8 7 8 7 4 4 6 6 9 5 St e m
Fi n al 5 8 2 5 6 4 6 8 2 2 6 2 0 0 1 3 7 5 6 3 2 St e m

J a c k c o nt r ol I niti al 4 8 1 1 9 8 3 7 1 5 7 1 8 1 9 3 5 9 8 7 7 3 St e m
Fi n al 6 2 1 4 3 7 7 3 3 0 9 1 9 3 1 2 2 7 0 7 2 St e m

J a c k  m a st e r I niti al 3 8 1 2 0 6 3 9 1 5 7 1 8 5 1 1 0 1 7 0 0 0 0 St e m
Fi n al 6 0 8 5 3 7 6 2 3 2 1 8 6 8 4 7 3 4 0 6 St e m

Pic e a gl a uc a Fi n al 3 0 8 5 9 1 1 7 7 3 6 4 1 7 0 3 4 5 5 5 0 4  N e e dl e
Pi n us al bic a ulis Fi n al 4 7 1 1 5 7 4 5 1 9 1 2 0 2 6 3 5 7 8 7 2  N e e dl e
Pi n us b a n ksi a n a Fi n al 9 1 3 2 9 2 4 4 1 9 1 1 8 4 9 1 5 8 6 6 6 St e m
Pi n us c o nt o rt a Fi n al 7 6 7 1 9 2 1 3 4 3 4 7 1 5 0 3 1 4 6 7 3 1 St e m
Pi n us  m ass o ni a n a Fi n al 2 5 9 9 7 1 3 4 1 7 6 1 7 5 8 2 6 4 4 0 6 S e e dli n g
Pi n us p at ul a Fi n al 1 1 1 2 1 3 0 3 0 1 6 8 1 9 8 8 1 0 5 4 5 4 St e m
Ps e u d ots u g a  m e n zi esii Fi n al 4 5 7 7 8 0 4 2 1 6 1 1 8 2 5 3 3 1 7 2 5  M e g a g a m et o p h yt e

N o t e: Q u alit y  w a s a s s e s s e d  u si n g t h e s a m e  p a r a m et e r s f o r t r a n s c ri pt o m e s i n cl u d e d i n t h e r e ci p r o c al b e st- hit a n al y si s ( b el o w s oli d li n e; Fi g. 4 ) a n d
p r e vi o u sl y  p u bli s h e d l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e t r a n s c ri pt o m e s.  D et ail s o n a s s e m bli e s f o r i n di vi d u al l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e li b r a ri e s at e a c h st a g e of
a s s e m bl y i n cl u di n g st e p s b ef o r e t h e i niti al a s s e m bl y st a g e a r e r e p o rt e d i n S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e s S 1 – S 5. 1

P e e r y et al. 3 6 3
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of  p ut ati v e c hiti n a s e s  w a s  p r u n e d t h r o u g h s e q u e n c e

ali g n m e nt, a s s e s s m e nt of  h o m ol o g y vi a  p r eli mi n a r y  p h y-

l o g e ni e s, a n d  p a r a m et ri c  p h yl o g e n eti c i nf e r e n c e  u si n g

m a xi m u m li k eli h o o d. T h e s e a n al y s e s yi el d e d a fi n al d at a-

s et c o nt ai ni n g 1 3 4 l o d g e p ol e  pi n e c hiti n a s e s a n d 9 4 j a c k

pi n e c hiti n a s e s ( T a bl e 5 ; S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e S 9).1

T h e fi n al ali g n m e nt of  G H-1 8 c o m p ri s e d 6 1 s e q u e n c e s

( d at a b a s e s e q u e n c e s a r e li st e d i n S u p pl e m e nt a r y d at a T a-

bl e S 1) 1 a n d 4 3 4 ali g n e d c h a r a ct e r s. T h e  G H-1 9 ali g n m e nt

c o m p ri s e d 2 61 s e q u e n c e s a n d 4 7 9 ali g n e d c h a r a ct e r s.

Ali g n m e nt of  G H-1 8 a n d  G H-1 9 c hiti n a s e s  w a s s plit

b e c a u s e t h e y a r e  h y p ot h e si z e d t o  h a v e diff e r e nt e v ol u-

ti o n a r y o ri gi n s (H o s s ai n et al. 2 0 1 0 ) a n d  w e f o u n d  n o  h o-

m ol o g o u s sit e s s h a r e d b et w e e n t h e t w o g r o u p s. T h e s e a r e

st r o n g i n di c at o r s t h at t h e y s h o ul d  n ot b e c o m bi n e d f o r

ri g o r o u s  p h yl o g e n eti c a n al y si s. T h e  m a st e r t r a n s c ri p-

t o m e s of b ot h l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e c o nt ai n e d c o nti g s

t h at c o r r e s p o n d e d t o c hiti n a s e cl a s s e s I – V a n d  VII. T h e s e

cl a s si fi c ati o n s a r e b a s e d b ot h o n  p o siti o n  wit hi n  m o n o-

p h yl eti c g r o u p s  wit hi n t h e  p h yl o g e n eti c t r e e ( Fi g. 5 ) a n d

t h e  p r e s e n c e o r a b s e n c e of di a g n o sti c c a n o ni c al  m otif s

( S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e S 9).1 A s t h e s e c a n o ni c al  m otif s

a r e di a g n o sti c ( G r o v e r 2 0 1 2 ; G o n z ál e z et al. 2 01 5 ),  w e

i n v e sti g at e d t h ei r  p r e s e n c e o r a b s e n c e i n e v e r y c hiti n a s e

c o nti g f r o m t h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s ( S u p pl e m e nt a r y

d at a T a bl e S 9) 1 a n d  u s e d t h e s e t o v ali d at e c hiti n a s e d e si g-

n ati o n s. T hi s  w a s e s p e ci all y c riti c al f o r g r o u p s I a n d II,

w hi c h  w e r e  n ot  m o n o p h yl eti c i n o u r a n al y si s. F r o m t h e

R B H a n al y si s,  w e f o u n d 2 9 v e ri fi e d c hiti n a s e c o nti g s t h at

a r e  p ut ati v e o rt h ol o g s b et w e e n t h e t w o s p e ci e s. L a stl y,

w e i n v e sti g at e d t h e s el e cti o n  p r e s s u r e o n e a c h cl a s s of

c hiti n a s e g e n e a n d f o u n d t h at all c hiti n a s e g e n e s a r e

u n d e r  p u rif yi n g s el e cti o n ( T a bl e 5 a n d S u p pl e m e nt a r y

d at a T a bl e S 1 0 1; ali g n m e nt s a v ail a bl e at htt p s:// d oi. o r g/

1 0. 7 9 3 9/ D V N/ A 7 B W B 8 ).

T o e x a mi n e  p at h o g e n r e s p o n si v e n e s s of t h e s e c hiti-

n a s e s, t h e  R N A- S e q d at a  w e r e  u s e d t o g e n e r at e e x p r e s-

si o n  p r o fi l e s f o r t h e 1 3 4 l o d g e p ol e  pi n e a n d 9 4 j a c k  pi n e

c hiti n a s e s t h at  w e r e i d e nti fi e d f r o m t h e a b o v e a n al y s e s

( S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e S 8).1 M o st c hiti n a s e s  h a d d e-

t e ct a bl e l e v el s of e x p r e s si o n i n at l e a st o n e t r e at m e nt

(p ≤ 0. 0 5; S u p pl e m e nt a r y d at a Fi g. S 1 1). 1 Wit hi n t h e

G. cl a vi g e r a e x p e ri m e nt s, l o d g e p ol e  pi n e  h a d  ni n e c o n-

ti g s b el o w d et e ct a bl e l e v el s of e x p r e s si o n a n d j a c k  pi n e

h a d 3 6. I n t h e C r o n a rti u m h a r k n essii e x p e ri m e nt s, t h e r e

w e r e 1 1 l o d g e p ol e a n d 1 1 j a c k  pi n e c hiti n a s e c o nti g s

wit h  u n d et e ct a bl e l e v el s of e x p r e s si o n.

Wit hi n t h e e x p r e s si o n  p r o fi l e,  w e f o u n d di sti n ct diff e r-

e n c e s i n G. cl a vi g er a - r e s p o n si v e, diff e r e nti all y e x p r e s s e d

( D E) c hiti n a s e s b et w e e n s p e ci e s (p ≤ 0. 0 5; Fi g. 6 ).  At l e a st

o n e c o nti g f r o m cl a s s e s I – V a n d  VII  w a s si g ni fi c a ntl y  D E i n

G. cl a vi g er a -i nf e ct e d st e m ti s s u e s r el ati v e t o c o nt r ol l o d g e-

p ol e  pi n e,  w hil e o nl y cl a s s e s I V a n d  VII  w e r e si g ni fi c a ntl y

D E i n j a c k  pi n e.  Wit hi n l o d g e p ol e  pi n e, 3 3. 6 % of i d e nti fi e d

c hiti n a s e c o nti g s  w e r e si g ni fi c a ntl y  D E b et w e e n c o nt r ol

a n d G. cl a vi ge r a - c h all e n g e d i n di vi d u al s,  w hil e i n j a c k  pi n e

Fi g. 3. T ot al  n u m b e r of c o nti g s a n n ot at e d  wit h s e v e r al t o ol s ( s e e Fi g. 2 B ) i n  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s of l o d g e p ol e  pi n e ( A)
a n d j a c k  pi n e ( B).  V e n n  di a g r a m s s h o w c o m m o n aliti e s a m o n g a n n ot ati o n s of l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e  u si n g g e n e
o nt ol o g y ( G O) c at e g o ri e s, t h e  G e n B a n k  n o n- r e d u n d a nt s e q u e n c e s  d at a b a s e li mit e d t o  Vi ri di pl a nt a e s e q u e n c e s ( n r), t h e
K y ot o  E n c y cl o p e di a of  G e n e s a n d  G e n o m e s ( K E G G), c o n s e r v e d o rt h ol o g o u s g r o u p s ( C O G/ K O G), a n d t h e  pl a nt s p e ci fi c
M A P M A N d at a b a s e  pl a Bi. [ C ol o u r o nli n e.]

3 6 4 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1
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1 8.1 % of c o nti g s  w e r e si g ni fi c a ntl y  D E. L o d g e p ol e  pi n e

s h o w e d si g ni fi c a nt  u p r e g ul ati o n a n d d o w n r e g ul ati o n of

e x p r e s si o n  wit hi n all c hiti n a s e cl a s s e s. T hi s p att e r n i s dif-

f e r e nt t h a n  w h at  w a s s e e n i n j a c k pi n e  w h e r e o nl y u p r e g u-

l ati o n o c c u r r e d a n d  w a s li mit e d t o cl a s s e s I V a n d  VII. T hi s

r e s ult s u g g e st s t h at t h e  G H-1 8 c hiti n a s e s  w e i d e nti fi e d

w e r e  n ot i n v ol v e d i n j a c k pi n e r e s p o n s e t o G. cl a vi g er a .

C hiti n a s e s f r o m cl a s s e s I, III – V a n d VII w e r e si g ni fi -

c a ntl y  D E i n r e s p o n s e t o C r o n a rti u m h a r k n essii i n o c ul a-

ti o n (p ≤ 0. 0 5; Fi g. 6 ). L o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e

s h o w e d c o nt r a sti n g  D E c hiti n a s e  p r o fi l e s i n r e s p o n s e t o

C r o n a rti u m h a r k n essii .  C o n v e r s el y, 8. 2 % of l o d g e p ol e  pi n e

c hiti n a s e c o nti g s  w e r e si g ni fi c a ntl y  D E i n r e s p o n s e t o

C r o n a rti u m h a r k n essii i n o c ul ati o n, 3 0. 9 % of j a c k  pi n e c hi-

ti n a s e c o nti g s  w e r e si g ni fi c a ntl y  D E. I n l o d g e p ol e  pi n e,

w h e n C r o n a rti u m h a r k n essii - c h all e n g e d r e pli c at e s  w e r e

c o m p a r e d t o c o nt r ol r e pli c at e s d o w n r e g ul at e d a n d  u p-

r e g ul at e d cl a s s e s  w e r e  m ut u all y e x cl u si v e. T h e d o w n r e-

g ul at e d c o nti g s  w e r e f r o m cl a s s e s I,  V, a n d  VII,  w hil e t h e

u p r e g ul at e d c o nti g s  w e r e f r o m cl a s s e s III a n d I V. T h e

s a m e c o m p a ri s o n i n j a c k  pi n e r e s ult e d i n a  mi x e d eff e ct.

T h e r e  w e r e  u p r e g ul at e d a n d d o w n r e g ul at e d c o nti g s i n

e a c h r e p r e s e nt e d cl a s s e x c e pt cl a s s III ( a n d II si n c e t h e r e

w e r e  n o si g ni fi c a nt c h a n g e s i n t h o s e c o nti g s).

Si n gl e  n u cl e o ti d e  p ol y m o r p hi s m g e n o t y pi n g,
i d e n tifi c a ti o n  of c hi ti n a s e S N P, a n d c hi ti n a s e g e n e ti c
di v e r si t y

T o e x a mi n e g e n eti c diff e r e nti ati o n i n i n di vi d u al s, a s

o p p o s e d t o  p o ol e d d at a,  w e  mi n e d t h e l a r g e- s c al e S N P

g e n ot y pi n g d at a s et f o r c hiti n a s e s p e ci fi c l o ci.  A t ot al of

6 9 l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e i n di vi d u al s  w e r e s u c c e s sf ull y

g e n ot y p e d ( T a bl e 2 ; a v ail a bl e at htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 7 9 3 9/

D V N/ A 7 B W B 8 ). T h e i niti al d at a s et c o nt ai n e d 2 2 0 0 3 bi-

all eli c S N P.  Ni n et y- si x of t h e s e S N P  w e r e r e m o v e d b e c a u s e

t h e y  w er e s us p e ct e d t o b e l o c at e d  wit hi n p ar al o gs ( S u p pl e-

m e nt ar y d at a Fi g. S 21). 1 N o i n di vi d u als  h a d a n a b u n d a n c e

of  u ni q u e all el e s i n  p ri v at e all el e a n al y s e s, s u g g e sti n g

t h at t h e r e  w a s  n o c r o s s c o nt a mi n ati o n of s a m pl e s.

L o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e c a n f o r m  h y b ri d s ( C ulli n g h a m

et al. 2 0 1 2 ); t h e r ef o r e,  w e v e rifi e d s p e ci e s  d e si g n ati o n s

(T a bl e 2 ). Fi v e i n di vi d u al s s h o w e d a  d e g r e e of i nt r o-

g r e s si o n t h at e x c e e d e d o u r c rit e ri a f o r  d e si g n ati o n a s

T a bl e 4. N u m b e r of f u n cti o n al c at e g o ri e s ( d e fi n e d b y M A P M A N ) r e p r e s e nt e d  wit hi n e a c h t r a n s c ri pt o m e
a n d t h e t ot al  n u m b e r of s u b c at e g o ri e s  p e r l a r g e r f u n cti o n al c at e g o r y.

M e r c at o r
bi n c o d e F u n cti o n al c at e g o r y

T ot al
p o s si bl e

T r a n s c ri pt o m e

J a c k
c o nt r ol

J a c k
m a st e r

L o d g e p ol e
c o nt r ol

L o d g e p ol e
m a st e r

1 P h ot o s y nt h e si s 2 2 6 1 5 9 1 5 6 1 5 7 1 5 2
2  C ell ul a r r e s pi r ati o n 1 3 6 1 2 3 1 3 3 1 1 9 1 3 1
3  C a r b o h y d r at e  m et a b oli s m 9 2 8 6 9 0 8 6 8 9
4  A mi n o a ci d  m et a b oli s m 1 3 5 1 2 5 1 3 1 1 2 3 1 3 1
5 Li pi d  m et a b oli s m 1 7 3 1 6 1 1 6 9 1 5 6 1 6 6
6  N u cl e oti d e  m et a b oli s m 5 3 4 9 5 1 4 6 5 1
7  C o e n z y m e  m et a b oli s m 1 5 8 1 4 1 1 5 3 1 4 4 1 5 0
8 P ol y a mi n e  m et a b oli s m 1 2 9 9 9 9
9 S e c o n d a r y  m et a b oli s m 9 3 6 1 6 3 5 8 6 3

1 0  R e d o x  h o m e o st a si s 4 7 4 4 4 5 4 3 4 5
1 1 P h yt o h o r m o n e s 1 4 0 1 1 0 1 1 2 1 1 1 1 1 7
1 2  C h r o m ati n o r g a ni z ati o n 1 1 3 1 0 3 1 0 5 1 0 6 1 0 7
1 3  C ell c y cl e 2 5 8 2 2 6 2 3 4 2 2 1 2 3 7
1 4  D N A d a m a g e r e s p o n s e 6 7 6 2 6 5 6 4 6 5
1 5  R N A bi o s y nt h e si s 2 9 6 2 6 6 2 7 5 2 6 4 2 7 5
1 6  R N A  p r o c e s si n g 3 2 8 2 7 5 3 0 0 2 7 2 3 0 4
1 7 P r ot ei n bi o s y nt h e si s 3 2 8 2 9 6 3 0 3 2 7 9 2 9 6
1 8 P r ot ei n  m o di fi c ati o n 2 9 9 2 6 7 2 8 9 2 7 4 2 9 0
1 9 P r ot ei n d e g r a d ati o n 1 8 7 1 6 6 1 8 1 1 6 0 1 8 2
2 0  C yt o s k el et o n 1 0 7 8 8 9 9 9 0 9 7
2 1  C ell  w all 1 2 6 9 6 1 0 3 1 0 0 1 0 4
2 2  V e si cl e t r af fi c ki n g 2 1 2 1 9 4 2 0 6 1 9 3 2 0 3
2 3 P r ot ei n t r a n sl o c ati o n 1 3 5 1 2 3 1 3 0 1 2 0 1 2 5
2 4 S ol ut e t r a n s p o rt 1 7 4 1 6 4 1 6 7 1 6 3 1 6 5
2 5  N ut ri e nt  u pt a k e 5 2 3 8 3 8 3 7 3 9
2 6 E xt e r n al sti m uli r e s p o n s e 1 1 1 6 9 7 5 6 9 7 6
2 7  M ulti- p r o c e s s r e g ul ati o n 3 8 3 1 3 3 3 1 3 3
3 5  N ot a s si g n e d 2 2 2 2 2
5 0 E n z y m e cl a s si fi c ati o n 5 0 4 6 4 6 4 3 4 5

N o t e: E a c h c ol u m n f o r t h e t r a n s c ri pt o m e r e p o rt s t h e  n u m b e r of s u b c at e g o ri e s f o r  w hi c h at l e a st o n e
t r a n s c ri pt o m e c o nti g  w a s a s si g n e d.

P e e r y et al. 3 6 5
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p u r e l o d g e p ol e o r p u r e j a c k pi n e b a s e d o n a Q v al u e

b et w e e n 0.1 a n d 0. 9 ( C ulli n g h a m et al. 2 01 2 , 2 01 3 b ) a n d

w e r e r e m o v e d.  A s a r e s ult of a p pl yi n g t h e s e q u alit y c o nt r ol

fi lt e r s, t h e fi n al d at a s et t h at  w a s  u s e d f o r s u b s e q u e nt

p o p ul ati o n g e n eti c a n al y s e s c o n si st e d of 6 4 i n di vi d u al s

a n d 21 9 0 7 S N P.

W e i d e nti fi e d 2 0  p ut ati v e c hiti n a s e S N P l o ci, 1 1 of

w hi c h  w e r e  wit hi n ali g n e d e x o n s a n d  ni n e  w e r e i n  n o n-

c o di n g fl a n ki n g s e q u e n c e s. Ei g ht of t h e 2 0 S N P l o ci  w e r e

l o c at e d  wit hi n 1 0  m a st e r t r a n s c ri pt o m e c o nti g s i d e ntifi e d

a s si g ni fi c a ntl y  D E i n r e s p o n s e t o at l e a st o n e  p at h o g e n.

Si x of t h e 1 0 c o nti g s  w e r e f r o m l o d g e p ol e  pi n e ( Fi g. 6 A ),

w hil e t h e ot h e r f o u r  w e r e f r o m j a c k  pi n e ( Fi g. 6 B ). F o u r

l o d g e p ol e  pi n e S N P l o ci  w e r e l o c at e d  wit hi n c o nti g s t h at

w e r e si g ni fi c a ntl y  D E  w h e n c h all e n g e d  wit h G. cl a vi g e r a ,

w hil e t h e ot h e r t w o  w e r e si g ni fi c a ntl y  D E  w h e n c h al-

l e n g e d  wit h C r o n a rti u m h ar k n essii . T h r e e j a c k  pi n e S N P l o ci

w e r e l o c at e d  wit hi n c o nti g s t h at  w e r e o nl y e x p r e s s e d

w h e n c h all e n g e d  wit h Cr o n a rti u m h a r k n essii , w hil e t h e

ot h e r  w a s l o c at e d  wit hi n a c o nti g t h at  w a s si g ni fi c a ntl y  D E

i n r e s p o n s e t o b ot h G. cl a vi g er a a n d Cr o n arti u m h ar k n essii .

O b s e r v e d  h et e r o z y g o sit y a m o n g  p r o v e n a n c e s r a n g e d

f r o m 0. 2 9 6 7 t o 0. 3 2 5 i n l o d g e p ol e  pi n e a n d 0.1 3 3 t o 0.1 2 4

i n j a c k  pi n e.  G e n eti c diff e r e nti ati o n (F S T )  b et w e e n

Fi g. 4. S u m m a r y of  p ut ati v e o rt h ol o g o u s c o nti g s i n c o nif e r t r a n s c ri pt o m e s i d e nti fi e d vi a t h e r e ci p r o c al  b e st- hit s  m et h o d.
P ai r wi s e c o m p a ri s o n s  w e r e  d o n e  b et w e e n l o d g e p ol e  pi n e ( A) a n d j a c k  pi n e ( B)  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s t o  p u bli s h e d
t r a n s c ri pt o m e s  wit h ≥ 1 0 0 0 0 0 c o nti g s i n t h ei r fi n al a s s e m bl y. S p e ci e s a b b r e vi ati o n s ( cl o c k wi s e f r o m t h e t o p of e a c h fi g.):
P A G L, Pi c e a gl a u c a (W a r r e n et al. 2 0 1 5 ); P S M E, Ps e u d ots u g a  m e n zi esii (Littl e et al. 2 0 1 6 ); PI P T, Pi n us p at ul a (Vi s s e r et al. 2 0 1 5 );
PI M A, Pi n us  m ass o ni a n a (F a n et al. 2 0 1 4 ); PI A L, Pi n us al bi c a ulis (B a k e r et al. 2 0 1 8 ). [ C ol o u r o nli n e.]

T a bl e 5. T ot al  n u m b e r of c hiti n a s e c o nti g s, t h e  n u m b e r of  u n a m bi g u o u sl y i d e nti fi e d c o nti g s  wit h
f ull l e n gt h c o di n g s e q u e n c e s ( C D S), a n d  m e a s u r e s of s el e cti o n ( k a n d v )  p e r c hiti n a s e cl a s s  wit hi n
l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e v ali d at e d t h r o u g h i n sili c o  m otif i d e ntifi c ati o n a n d  p h yl o g e n eti c
a n al y si s.

Cl a s s

M a st e r t r a n s c ri pt o m e V ali d at e d  C D S

k (t s/t v) v ( d N/ d S)L o d g e p ol e  pi n e J a c k  pi n e L o d g e p ol e  pi n e J a c k  pi n e

G H-1 8 2 1 1 9 1 3 9
III 9 7 8 6 1. 8 5 8 0 0. 2 8 2 4
V 1 2 1 2 5 3 1. 6 3 6 1 0. 2 8 3 1

G H-1 9 1 1 3 7 5 6 8 5 4
I + II 2 5 1 9
I 1 1 5 2. 0 5 0 6 0. 2 1 5 0
II 6 5 1. 2 6 5 0 0. 4 3 1 3
I V 3 4 2 6 1 9 1 5 1. 4 2 9 0 0. 3 0 4 3
VII 5 4 3 0 3 2 2 0 1. 8 5 7 3 0. 3 8 0 1

3 6 6 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1
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s p e ci e s  w a s 0. 2 8 1. Si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m o r p hi s m s

l o c at e d  wit hi n c hiti n a s e l o ci  h a d a n F S T of 0.1 2 6. T hi s F S T

v al u e  w a s l o w e r t h a n t h e o v e r all F S T b et w e e n s p e ci e s,

a n d l o w e r t h a n t h e  m e a n F S T ( 0.1 9 3) a n d l o w e st 5 % of F S T

v al u e s ( 0.1 2 7) f o r 1 0 0 r e pli c at e s of 2 0 r a n d o ml y s el e ct e d

l o ci f r o m  wit hi n t h e r e m ai ni n g 2 1 8 9 4 S N P (Fi g. 7 ). T h e

P C A of c hiti n a s e S N P s h o w e d a cl e a r di sti n cti o n b et w e e n

s p e ci e s, b ut  n ot  p r o v e n a n c e s ( S u p pl e m e nt a r y d at a Fi g.

S 31). 1 T h e a m o u nt of o b s e r v e d v a ri ati o n  wit hi n t h e c hiti-

n a s e S N P i n b ot h t h e P C A a n d F S T a n al y s e s  w a s l o w e r t h a n

w h at  w a s e x p e ct e d b y c h a n c e ( Fi g. 7 ).  W h e n  p e r l o c u s F S T

v al u e s  w e r e c o n si d e r e d, c hiti n a s e S N P  w e r e d et e r mi n e d

n ot t o b e o utli e r s, b ut r at h e r f alli n g  wit hi n t h e r a n g e of

all ot h e r l o ci ( S u p pl e m e nt a r y d at a Fi g. S 4 1). 1

Di s c u s si o n

L o d g e p ol e pi n e a n d j a c k pi n e ar e sist er s p e ci es wit h dis-

ti n ct b ut o v erl a p pi n g g e o gr a p hi c r a n g es (C ulli n g h a m et al.

2 01 2 ; B ur ns et al. 2 01 9 ). T h es e s p e ci es o c c u p y q u a ntifi a bl y dif-

f er e nt e c ol o gi c al ni c h es, e v e n i n t h e  m os ai c h y bri d z o n e

w h er e t h e r a n g es of t h es e s p e ci es o v erl a p ( C ulli n g h a m et al.

2 01 2 ).  C o ns e q u e ntl y,  w e e x p e ct t h at diff er e nt e n vir o n m e nt al

pr ess ur es, i n cl u di n g bi oti c a n d a bi oti c str ess es, a ct as dri v ers

of a d a pt ati o n. T his is p arti c ul arl y tr u e  w h e n  w e c o nsi d er

s c e n ari os  w h er e ( i) a p at h o g e n s h ar es a l o n g c o e v ol uti o n ar y

hist or y  wit h o n e of t h e pi n e s p e ci es b ut n ot t h e ot h er ( G. cl a vi-

ger a ), a n d (ii) a p at h o g e n s h ar es a l o n g c o e v ol uti o n ar y hist or y

wit h b ot h pi n e s p e ci es ( Cr o n arti u m h ar k nessii ). T h es e t w o s c e-

n ari os of  h ost a n d p at h o g e n i nt er a cti o n c a n l e a d t o diff er e n-

c es i n p att er ns of l a n ds c a p e l e v el g e n eti c diff er e nti ati o n a n d

diff er e nt r es p o ns es i n g e n e e x pr essi o n. I n t h e fi rst s c e n ari o,

r e pr es e nt e d  wit h G. cl a vi ger a e x p eri m e nts, diff er e n c es i n  h ost

r es p o ns es  w er e e x p e ct e d.  R es p o ns es of a c o e v ol v e d  h ost t o a

p at h o g e n  m a y b e s p e ci fi c t o t h at p at h o g e n, or alt er n ati v el y

m a y o nl y b e s us c e pti bl e t o c ert ai n p at h o g e n g e n ot y p es

(L a m br e c hts 2 01 0 ).  W e  mi g ht als o o bs er v e t h at t h e n o n-

c o e v ol v e d h ost e x hi bits a s m all er a m plit u d e, d el a y e d, or g e n er-

ali z e d r es p o ns e. I n t his c as e,  w e pr e di ct l ar g e F S T v al u es i n

g e n es i n v ol v e d i n t h e p at h o g e n r es p o ns e a n d e vi d e n c e f or b al-

a n ci n g s el e cti o n i n t h e c o e v ol v e d s p e ci es t h at  w o ul d n ot b e

pr es e nt i n t h e s p e ci es t h at h as a n i n d e p e n d e nt e v ol uti o n ar y

hist or y ( All e n et al. 2 0 0 4 ).  A d diti o n all y,  w e pr e di ct c o ntr asti n g

e x pr essi o n r es p o ns es b et w e e n t h e t w o s p e ci es i n r es p o ns e t o

p at h o g e n c h all e n g e. T his p att er n is t h e o p p osit e of  w h at is pr e-

di ct e d  w h e n b ot h h osts s h ar e a c o e v ol uti o n ar y hist or y, e x e m-

pli fi e d b y Cr o n arti u m h ar k nessii e x p eri m e nts. I n t his s e c o n d

s c e n ari o, b ot h h osts s h o ul d h a v e si mil ar g e n eti c r es p o ns es

Fi g. 5. C hiti n a s e g e n e f a mil y  G H-1 8 (l eft) a n d  G H-1 9 ( ri g ht) cl a d o g r a m s d e ri v e d f r o m  m a xi m u m li k eli h o o d i nf e r e n c e, c o nt ai ni n g
all c hiti n a s e t r a n s c ri pt s f r o m t h e t w o  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s  wit h c o nif e r a n d a n gi o s p e r m o ut g r o u p s.  A c c e s si o n i nf o r m ati o n f o r
s e q u e n c e s i n cl u d e d i n p h yl o g e n eti c a n al y si s ( n ot p r o d u c e d b y t hi s st u d y) a r e a v ail a bl e i n S u p pl e m e nt a r y d at a T a bl e S1. 1

R el ati o n s hi p s a m o n g c o nti g s a n d r ef e r e n c e s e q u e n c e s  w e r e e sti m at e d u si n g  R A x M L o n t h e  CI P R E S S ci e n c e  G at e w a y  wit h t h e
W A G s u b stit uti o n  m o d el.  N u m b e r of b o ot st r a p r e pli c at e s  w e r e d et e r mi n e d b y  R A x M L  wit h t h e a ut o M R E fl a g.  N o d e s  wit h l e s s
t h a n 5 0 % b o ot st r a p s u p p o rt ( B S)  w e r e c oll a p s e d a n d B S v al u e s f o r i nt e ri o r  n o d e s a r e gi v e n.

P e e r y et al. 3 6 7
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a n d F S T v al u es f or g e n es i n v ol v e d i n p at h o g e n r es p o ns e.

L o d g e p ol e a n d j a c k pi n e ar e t h us i d e all y s uit e d f or c o m p ar a-

ti v e g e n o mi c a n al ys es d esi g n e d t o u n c o v er g e n ot y p e– p h e n o-

t y p e c o n n e cti o ns f or a d a pti v e tr aits s u c h as h ost r es p o ns es t o

p at h o g e ns.

G e n e r a ti n g t r a n s c ri p t o m e s f o r c o m p a r a ti v e g e n o mi c
s t u di e s

Vit al t o a n y c o m p a r ati v e g e n o mi c s st u d y i s t h e a v ail a bil-

it y of  hi g h- q u alit y g e n o mi c- s c al e s e q u e n c e r e s o u r c e s f o r

e a c h s p e ci e s t h at  h a v e b e e n d e v el o p e d i n s u c h a  w a y t h at

c o m p a ri s o n b et w e e n t h e m i s  n ot s u bj e ct e d t o s y st e m ati c

bi a s.  O u r a n al y s e s of E m b r y o p h yt a  C O G s ( vi a B U S C O),

a n n ot ati o n, a n d c o m p a ri s o n t o e xi sti n g t r a n s c ri pt o m e s

i n di c at e t h at l o d g e p ol e pi n e a n d j a c k pi n e  m a st e r t r a n-

s c ri pt o m e s a r e  w ell a s s e m bl e d  wit h g o o d c o v e r a g e of c o d-

i n g r e gi o n s. T h e d e g r e e of o v e r- a s s e m bl y r e m ai ni n g i n o u r

d at a a r e li k el y d u e t o i n sili c o p o oli n g of  n u m e r o u s i n di vi d-

u al t r a n s c ri pt o m e s a n d s pli c e v a ri a nt s. T h e fi v e Pi n a c e a e

s p e ci e s i n o u r  R B H c o m p a ri s o n r a n g e d i n si z e f r o m 1 0 5 4 5 4

Fi g.  6. R N A- S e q e x p r e s si o n  p r o fi li n g of si g nifi c a ntl y  diff e r e nti all y e x p r e s s e d ( p ≤ 0. 0 5) l o d g e p ol e  pi n e ( A) a n d j a c k  pi n e ( B)
c hiti n a s e t r a n s c ri pt s i n r e s p o n s e t o i n o c ul ati o n  wit h eit h e r G. cl a vi g e r a , a  n e c r ot r o p hi c  p at h o g e n, o r C r o n a rti u m h a r k n essii , a
bi ot r o p hi c  p at h o g e n. I n all c a s e s, l o g 2 -f ol d- c h a n g e v al u e s,  wit h a d diti o n al e x p e ri m e nt al v a ri a bl e s a s a d diti v e i n t h e  m o d el,
a r e  d e ri v e d f r o m c o m p a ri s o n s of at l e a st f o u r r e pli c at e li b r a ri e s r e p r e s e nti n g i n o c ul at e d s a m pl e s c o m p a r e d t o t h ei r
c o u nt e r p a rt r e pli c at e c o nt r ol s a m pl e s. T h e y - a xi s i s o r d e r e d  b y c hiti n a s e cl a s s  d et e r mi n e d  b y  p h yl o g e n eti c a n d c a n o ni c al
m otif i d e nti fi c ati o n  wit hi n  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s. S u p e r s c ri pt “ a ” n e xt t o a cl a s s i d e nti fi e r  d e si g n at e s c o nti g s  wit h
c o r r e s p o n di n g si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m o r p hi s m  d at a.  Cl a s s i d e nti fi e r s  wit h a dj a c e nt s y m b ol s §, † , ¥, X , o r i n di c at e
c o nti g s i d e nti fi e d a s o rt h ol o g o u s  p ai r s  b et w e e n t h e t w o s p e ci e s.  N o n- si g ni fi c a nt c o m p a ri s o n s a r e  d e pi ct e d  wit h g r e y.

3 6 8 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1
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c o nti g s i n  M e xi c a n  w e e pi n g pi n e ( Vi s s e r et al. 2 01 5 ) t o 4 5 5

5 0 4 i n  w hit e s p r u c e ( W a r r e n et al. 2 01 5 ).  O u r  n e wl y g e n e r-

at e d t r a n s c ri pt o m e a s s e m bli e s r e p o rt e d a si mil a r  n u m-

b e r t o t h e g e n e s, b et w e e n 3 2 0 0 0 a n d 5 0 0 0 0,  p r e di ct e d

wit hi n c o nif e r t r a n s c ri pt o m e s ( Vi s s e r et al. 2 0 1 5 ).

T h e f o u r l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e  m a st e r t r a n s c ri p-

t o m e s r e p o rt e d  h e r e r e p r e s e nt a n a d v a n c e m e nt f r o m

p r e vi o u sl y a v ail a bl e l o d g e p ol e a n d j a c k t r a n s c ri pt o m e

r e s o u r c e s,  w hi c h  w e r e a s s e m bl e d f r o m S a n g e r,  R o c h e

4 5 4 Tit a ni u m, Ill u mi n a  G A, a n d  Hi S e q 2 0 0 0 d at a ( H all

et al. 2 0 1 3 ). Fi r stl y, o u r  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s i n cl u d e d

m o r e t r e at m e nt s a n d t r e e a g e s. T h e v a ri et y of t r e at m e nt s,

t o g et h e r  wit h i n c r e a s e d d e pt h of s e q u e n ci n g aff o r d e d b y

u si n g  n e w e r t e c h n ol o g y, e n a bl e d  u s t o d e v el o p a  m o r e

c o m p r e h e n si v e c at al o g u e of st e m- e x p r e s s e d g e n e s. S e c-

o n dl y, t h e t r a n s c ri pt o m e s i n cl u d e d bi ol o gi c al r e pli c at e s

f o r e a c h of t h e t r e at m e nt s, e n a bli n g  R N A- S e q g e n e e x p r e s-

si o n a n al y s e s. T hi r dl y, o u r  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s  w e r e

d e v el o p e d f r o m 4 4 g e n eti c all y  u ni q u e l o d g e p ol e  pi n e

i n di vi d u al s a n d 3 6 g e n eti c all y  u ni q u e j a c k  pi n e i n di vi d u-

al s. I n c o nt r a st, t h e l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e t r a n s c ri p-

t o m e s  p u bli s h e d b y H all et al. ( 2 0 1 3) w e r e g e n e r at e d

f r o m 1– 4 i n di vi d u al s d e p e n di n g o n s e q u e n ci n g  m et h o d

a n d s p e ci e s. T h e l a r g e  n u m b e r of i n di vi d u al s t h at  w e

i n cl u d e d i n o u r t r a n s c ri pt o m e s  m a d e a s s e m bl y of t h e

m a st e r t r a n s c ri pt o m e s  m o r e c h all e n gi n g a n d  h a s v e r y

li k el y c o nt ri b ut e d t o a n i nfl at e d  n u m b e r of c o nti g s d u e

t o t h e s plitti n g of all el e s r e p r e s e nti n g t h e s a m e l o c u s.

H o w e v e r, t h e s e q u e n c e v a ri a nt s e m b o di e d i n t h e t r a n-

s c ri pt o m e s t h at a ri s e f r o m i n cl u di n g  m ulti pl e g e n eti-

c all y  u ni q u e i n di vi d u al s i n t h e a s s e m bl y r e p r e s e nt a n

i m p o rt a nt r e s o u r c e f o r f ut u r e S N P a n d i n d el di s c o v e r y.

A d diti o n all y, r e pli c at e s a n d d e pt h of s e q u e n ci n g all o w e d

u s t o i d e ntif y a d diti o n al l o w- e x p r e s si o n t r a n s c ri pt s. T h e

a d diti o n of  hi g h- q u alit y r e s o u r c e s f o r f ut u r e S N P di s c o v-

e r y a n d e x p r e s si o n a n al y s e s i s e s p e ci all y i m p o rt a nt f o r

j a c k  pi n e,  w hi c h  h a s f e w e r a v ail a bl e g e n o m e l e v el r e s o u r-

c e s f r o m  m ulti pl e i n di vi d u al s a n d e x p e ri m e nt al t r e at-

m e nt s.  H o w e v e r, b ot h t h e s e t r a n s c ri pt o m e s a n d t h o s e

r e p o rt e d b y H all et al. ( 2 01 3) f o c u s e d s ol el y o n st e m ti s s u e s.

C o n s e q u e ntl y, g e n e s  u ni q u el y e x p r e s s e d i n ot h e r ti s s u e s

a r e  n ot r e p r e s e nt e d i n eit h e r t r a n s c ri pt o m e r e s o u r c e.

Of t h e s p e ci e s i n cl u d e d i n o u r di r e ct c o m p a ri s o n s,

M e xi c a n  w e e pi n g  pi n e i s t h e  m o st cl o s el y r el at e d s p e-

ci e s t o l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s ( G e r n a n dt et al. 2 0 0 5 ).

T h e  M e xi c a n  w e e pi n g  pi n e t r a n s c ri pt o m e r e s o u r c e  w a s

g e n e r at e d f r o m si x- m o nt h- ol d s e e dli n g s i n o c ul at e d

wit h F us a ri u m ci rci n at u m Ni r e n b e r g  &  O ’D o n n ell a n d

Fi g. 7. N ull  di st ri b uti o n of  p ai r wi s e F S T v al u e s  b et w e e n l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s.  R e pli c at e s  w e r e g e n e r at e d f r o m 1 0 0
r a n d o mi z e d s u b s et s of 2 0 l o ci.  D a s h e d li n e i n di c at e s t h e c al c ul at e d F S T v al u e  b et w e e n i d e nti fi e d c hiti n a s e si n gl e  n u cl e oti d e
p ol y m o r p hi s m l o ci i n l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e.

P e e r y et al. 3 6 9
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h a r v e st e d at 1 d pi.  W e i d e nti fi e d t h o u s a n d s of o rt h ol o-

g o u s c o nti g s b et w e e n l o d g e p ol e/j a c k  pi n e a n d  M e xi c a n

w e e pi n g  pi n e. T h e  n u m b e r of o rt h ol o g o u s c o nti g s f o u n d

b et w e e n  M e xi c a n  w e e pi n g  pi n e a n d l o d g e p ol e a n d j a c k

pi n e s  w a s l o w e r t h a n t h at f o u n d b et w e e n l o d g e p ol e/

j a c k a n d b ot h  C hi n e s e r e d  pi n e (F a n et al. 2 0 1 4 ) a n d

w hit e b a r k  pi n e ( B a k e r et al. 2 0 1 8 ).  C hi n e s e r e d  pi n e  h a d

t h e l a r g e st  n u m b e r of  p ut ati v e o rt h ol o g s t o l o d g e p ol e/

j a c k  pi n e s. T h e  C hi n e s e r e d  pi n e t r a n s c ri pt o m e d at a  w a s

g e n e r at e d f r o m t h r e e diff e r e nt  p h o s p h o r o u s t r e at m e nt s

a n d s e e dli n g s  w e r e  n ot e x p o s e d t o a n y  p e st s/ p at h o g e n s

b ef o r e  h a r v e sti n g at 2 2, 3 4, 5 8, a n d 7 0 d a y s  p o st e m e r-

g e n c e. It i s s u r p ri si n g t h at t hi s s et of t r a n s c ri pt s  h a d t h e

hi g h e st  n u m b e r of  p ut ati v e o rt h ol o g s c o n si d e ri n g t h e

s e e dli n g s  w e r e  n e v e r  p at h o g e n c h all e n g e d. It i s al s o

s u r p ri si n g b e c a u s e  M e xi c a n  w e e pi n g  pi n e i s t h e  m o r e

c o m pl et e ( hi g h e st  n u m b e r of si n gl e c o p y  C O G s) a n d

p ot e nti all y b ett e r a s s e m bl e d ( hi g h e r  N 5 0 s c o r e) t r a n-

s c ri pt o m e i n c o m p a ri s o n t o  C hi n e s e r e d  pi n e. T h e  M e xi-

c a n  w e e pi n g  pi n e a s s e m bl y  h a s t h e f e w e st o v e r all

c o nti g s s o t h e l o w e r  n u m b e r of i d e nti fi e d o rt h ol o g s

c o ul d b e d u e t o a bi a s b e c a u s e, li k e l o d g e p ol e a n d j a c k

pi n e s, t h e  C hi n e s e r e d  pi n e t r a n s c ri pt o m e i s o v e r-

a s s e m bl e d c r e ati n g a f al s e i n fl ati o n of  R B H.

L o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e c hi ti n a s e g e n e f a mili e s

A t ot al of 1 3 4 l o d g e p ol e a n d 9 4 j a c k  pi n e c hiti n a s e c o n-

ti g s  w e r e i d e ntifi e d i n t h e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e t h r o u g h

s e q u e n c e si mil a rit y s e a r c h e s,  p h yl o g e n eti c a n al y s e s, a n d

m otif e v al u ati o n. Si mil a r t o  w h at  h a s b e e n d e s c ri b e d i n

ot h e r st u di e s of c o nif e r c hiti n a s e s,  w e i d e nti fi e d c hiti-

n a s e s f r o m cl a s s e s I – V a n d  VII i n b ot h l o d g e p ol e  pi n e a n d

j a c k  pi n e  m a st e r t r a n s c ri pt o m e s.  W e al s o f o u n d t h at

cl a s s e s I, II, I V, a n d  VII  h a d si g n al  p e pti d e d o m ai n s,  C B D,

a n d v a r yi n g  p r e s e n c e of l o o p d o m ai n s a n d c a r b o x y-t e r mi-

n al e xt e n si o n.  Cl a s s e s III a n d  V  h a d t h e  G H-1 8 c at al yti c d o-

m ai n a n d, i n s o m e c o nti gs, t h e p e pti d e si g n ali n g d o m ai n

w as i d e nti fi e d. T hr o u g h p h yl o g e n eti c a n al ysis  w e i d e nti fi e d

t h e s a m e p h yl o g e n eti c gr o u ps as p r es e nt e d i n K ol os o v a

et al. ( 2 01 4) a n d G o n z ál e z et al. ( 2 01 5) , alt h o u g h i n o ur a n al y-

s es c hiti n as es i d e nti fi e d as cl ass III  w er e  n ot  m o n o p h yl eti c.

T h e l a c k of r e c o v er e d  m o n o p h yl y c o ul d b e d u e t o s a m pli n g

a n d  n ot b e c a us e cl ass III c hiti n as es i n t h es e s p e ci es ar e  n ot

m o n o p h yl eti c.

N o r w a y a n d  w hit e s p r u c e b ot h  h a v e e x p a n d e d c hiti-

n a s e g e n e f a mili e s i n c o m p a ri s o n t o A r a bi d o psis (G o n z ál e z

et al. 2 01 5 ). Li k e wi s e, t h e c o p y  n u m b e r e vi d e n c e  p r e-

s e nt e d  h e r ei n s u p p o rt s t h e e x p a n si o n of t h e c hiti n a s e

g e n e f a mil y i n l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s a s  w ell. T h e

e x p a n si o n a p p e a r s t o b e f o c u s e d  wit hi n cl a s s e s I V a n d  VII.

T h e e x a ct  n at u r e of t h e e x p a n si o n c a n n ot b e e x pli citl y

d e s c ri b e d  wit h t h e s e d at a,  h o w e v e r, b e c a u s e  m a st e r a n d

c o nt r ol t r a n s c ri pt o m e s a n al y z e d c o m p ri s e s e v e r al i n di-

vi d u al s. T hi s c o ul d l e a d t o t h e  p o s si bilit y t h at c o p y  n u m-

b e r s a r e i n fl at e d d u e t o all eli c di v e r sit y a s  w ell a s  p h y si c al

n u m b e r s of g e n e s. T h e e x p a n si o n of cl a s s I V  m a y  p r o v e

i nt e r e sti n g si n c e t h e r e i s di r e ct e vi d e n c e t h at  n o v el cl a s s

I V c hiti n a s e g e n e( s) a r e c o r r el at e d  wit h r e si st a n c e t o

C r o n a rti u m ri bi c ol a J. C. Fi s c h i n  w e st e r n  w hit e  pi n e (Pi n us

m o nti c ol a ; Li u et al. 2 0 1 1 ).

Alt h o u g h  w e a c hi e v e d d e e p c o v e r a g e i n o u r t r a n s c ri p-

t o m e s e q u e n ci n g,  w e di d  n ot fi n d e vi d e n c e of cl a s s  VI

c hiti n a s e s  wit hi n l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e. T hi s i s  p e r-

h a p s  u n s u r p ri si n g a s t h e r e i s  n o e vi d e n c e of cl a s s  VI

c hiti n a s e s i n t h e f e w ot h e r c o nif e r t r a n s c ri pt o m e s  p u b-

li s h e d t o d at e ( s u m m a ri z e d i n I sl a m et al. 2 0 1 0).  C hiti-

n a s e cl a s s  VI  w a s d e s c ri b e d o ri gi n all y i n s u g a r b e et

(C hi a 6 ) a s  h a vi n g a  p r oli n e- ri c h  hi n g e a n d  h a vi n g o nl y

h alf of t h e  C B D ( B e r gl u n d et al. 1 9 9 5 ; G r o v e r 2 0 1 2 ). T h e

di s si mil a rit y of t h e  n o n- C B D s e q u e n c e p r e cl u d e s t h e pl a c e-

m e nt of t h e  n o v el c hiti n a s e s i nt o p r e vi o u sl y d e s c ri b e d

cl a ss e s, a n d t h e i n st a n c e s of d et e ct e d cl as s  VI c hiti n a s e s

r e m ai n s m all. T h e ot h e r c hiti n a s e v a ri a nt d e s c ri b e d a s

b el o n gi n g t o cl a s s  VI, C hic1 (M el c h e r s et al. 1 9 9 4 ),  h a s a f ull

C B D ( Z h a o a n d  C h y e 1 9 9 9 ). T hi s cl as s c o ul d b e a c at c h all

f o r t h e f e w  n e wl y d e s c ri b e d c hiti n a s e-li k e g e n e s, s p e cifi c

t o a n gi o s p e r m s, r e s ult a nt f r o m e x p a n si o n of t h e f a mil y.

Alt e r n ati v el y, cl as s  VI c o ul d b e a n a rti fi ci al cl a ss t h at i s

d e s c ri bi n g si n g ul a r e v ol uti o n a r y e v e nt s  wit hi n a n gi o-

s p e r m s.  O ur st u d y s u p p o rt s e a rli e r r e p o rt s t h at t h e r e i s  n o

e vi d e n c e of cl a s s  VI c hiti n a s e s i n c o nif er s.

W e d et e r mi n e d t h at  G H-1 8 a n d  G H-1 9 c hiti n a s e s r e q ui r e d

s e p a r at e p h yl o g e n eti c a n al y s e s d u e t o t h e l a c k of  h o m ol-

o g y b et w e e n  G H-1 8 a n d  G H-1 9 s e q u e n c e s. B y d e fi niti o n,

m ulti s e q u e n c e ali g n m e nt s a r e  h y p ot h e s e s of  h o m ol o g y

a m o n g s e q u e n c e s ( P hilli p s et al. 2 0 0 0 ) a n d t h e g o al of p h y-

l o g e n eti c a n al y si s i s t o d et e r mi n e t h e e v ol uti o n a r y r el a-

ti o n s hi p s a m o n g  h o m ol o g o u s  m a r k e r s. T h e a b s e n c e of

h o m ol o g o u s sit e s f o r ali g n m e nt b et w e e n  G H-1 8 a n d  G H-1 9

c hiti n a s e s,  w hi c h al s o  h a v e  n o c o m m o n c at al yti c bi n di n g

d o m ai n s a n d o nl y t h e s h o rt si g n al p e pti d e  m otif t o b a s e

h o m ol o g y o n, c all s i nt o q u e sti o n  w h et h e r o r  n ot t h e t w o

f a mili e s s h o ul d b e c o m bi n e d f o r p h yl o g e n eti c a n al y si s.

M o vi n g f o r w a r d, i d e nti fi c ati o n of cl a s s  u si n g p h yl o g e n eti c

m et h o d s s h o ul d b e li mit e d t o cl u st e ri n g al g o rit h m s t o

d et e r mi n e t h e f a mil y. T o i nf e r e v ol uti o n a r y r el ati o n s hi p s

a n d f o r f u rt h e r p h yl o g e n eti c i nf e r e n c e,  G H-1 8 a n d  G H-1 9

s h o ul d b e a n al y z e d s e p a r at el y. It  w o ul d b e b e st t o  m a k e

d et e r mi n ati o n s a b o ut e v ol uti o n a r y  hi st o r y of d u pli c ati o n s,

l o s s e s, a n d ot h e r e v ol uti o n a r y p r o c e s s e s t h r o u g h a n c e st r al

c h a r a ct e r st at e r e c o n st r u cti o n o r c o m p a r ati v e p h yl o g e-

n eti c  m et h o d s.

G r os m a n ni a cl a vi g e r a - a n d C r o n a rti u m h a r k n essii -i n d u c e d
c hi ti n a s e  p r o fi l e s i n l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e: c o r e
si mil a ri ti e s a n d  diff e r e n c e s

I n a n gi o s p e r m s, c hiti n a s e s b el o n gi n g t o e v e r y cl a s s

h a v e b e e n a s s o ci at e d  wit h d ef e n s e r e s p o n s e s t o fi l a m e n-

t o u s  p at h o g e ni c f u n gi ( v a n L o o n et al. 2 0 0 6 ). T hi s i s

r e fl e ct e d i n t h ei r d e si g n ati o n a s P R  p r ot ei n s, f alli n g i nt o

g r o u p s P R- 3 ( cl a s s e s I – VII), P R- 4 ( cl a s s e s I – II), P R- 8 ( cl a s s

III), a n d P R-1 1 ( cl a s s I; v a n L o o n et al. 2 0 0 6 ).  O u r  R N A- S e q

a n al y s e s i n di c at e t h at  w hil e c hiti n a s e s b el o n gi n g t o

cl a s s e s I – V a n d  VII  w e r e r e s p o n si v e t o f u n g al  p at h o g e n s

3 7 0 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1

P u bli s h e d b y  C a n a di a n S ci e n c e P u bli s hi n g
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i n l o d g e p ol e a n d ( o r) j a c k  pi n e, t h e  m aj o rit y of t h e

p at h o g e n- r e s p o n si v e c hiti n a s e s b el o n g e d t o cl a s s e s I,

I V, a n d  VII.  A s i n di c at e d i n t h e  p r e vi o u s s e cti o n, c hiti-

n a s e s b el o n gi n g t o cl a s s e s I a n d I V a r e  p r e di ct e d t o  h a v e

c hiti n ol yti c a cti vit y,  wit h t h e  k e y diff e r e n c e b ei n g t h at

cl a s s I c hiti n a s e s a r e oft e n t a r g et e d t o t h e v a c u ol e,  w hil e

cl a s s I V c hiti n a s e s a r e t a r g et e d t o t h e s e c r et o r y p at h w a y

a n d r e si d e i n t h e a p o pl a sti c s p a c e ( N e u h a u s et al. 1 9 9 1 ;

D o m b r o w s ki et al. 1 9 9 3 ). I n l o d g e p ol e  pi n e,  u p r e g ul a-

ti o n of cl a s s I c hiti n a s e s i n r e s p o n s e t o G. cl a vi g e r a i s

c o n si st e nt  wit h  p r e vi o u s r e p o rt s of G. cl a vi g e r a - u p r e g u-

l at e d cl a s s I c hiti n a s e s i n l o d g e p ol e  pi n e b y K ol o s o v a

et al. ( 2 0 1 4) . T h e g r e at e st  p r o p o rti o n of  u p r e g ul at e d

c hiti n a s e s i n l o d g e p ol e a n d j a c k pi n e i n r e s p o n s e t o b ot h

G. cl a vi g er a a n d Cr o n arti u m h ar k n essii w e r e cl a s s I V c hiti-

n a s e s.  U p r e g ul ati o n of cl a s s I V c hiti n a s e s i s c o n si st e nt  wit h

n u m e r o u s st u di e s t h at  h a v e i m pli c at e d cl a s s I V c hiti n a s e s

i n d ef e n s e r e s p o n s e s a c r o s s c o nif e r s p e ci e s (Hi et al a et al.

2 0 0 4 ; M o r s e et al. 2 0 0 4 ; Li u et al. 2 0 0 5 , 2 011 , 2 01 7 ; J ø h n k

et al. 2 0 0 5 ; M y b u r g et al. 2 0 0 6 ; I sl a m et al. 2 01 0; K ol o s o v a

et al. 2 01 4 ).

C hiti n ol yti c c hiti n a s e s, li k e cl a s s I a n d I V c hiti n a s e s,

pl a y  k e y r ol e s i n  p at h o g e n- a s s o ci at e d  m ol e c ul a r  p att e r n

( P A M P)-t ri g g e r e d i m m u nit y ( P TI).  C hit o oli g o s a c c h a ri d e s

( c hiti n f r a g m e nt s) d e ri v e d f r o m pl a nt c hiti n a s e a cti vit y o n

f u n g al c ell  w all c hiti n s e r v e a s eff e cti v e P A M P (M e n gi st e

2 01 2 ; B u e n di a et al. 2 01 8 ). P TI i n v o k e d b y c hit o oli g o s a c-

c h a ri d e s i s oft e n r ef e r r e d t o a s c hiti n-t ri g g e r e d i m m u-

nit y ( C TI) ( E s pi n o z a et al. 2 0 1 7 ; V ol k et al. 2 0 1 9 ).  Gi v e n

t h at  m a n y f u n g al  p at h o g e n s i niti at e  h o st i n v a si o n vi a

t h e a p o pl a sti c s p a c e (R o v e ni c h et al. 2 0 1 4 ), c o n stit uti v el y

e x p r e s s e d a p o pl a sti c cl a s s I V c hiti n a s e s li k el y g e n e r at e

t h e i niti al  w a v e of c hit o oli g o s a c c h a ri d e P A M P,  w hi c h a r e

d et e ct e d b y p att e r n r e c o g niti o n r e c e pt o r s at t h e pl a s m a

m e m b r a n e s u rf a c e b el o n gi n g t o t h e L y s M r e c e pt o r-li k e ki-

n a s e f a mil y ( B u e n di a et al. 2 0 1 8 ). T h e  C TI r e s p o n s e i n cl u d e s

u p r e g ul ati o n of a d diti o n al c hiti n a s e s, i n cl u di n g cl a s s I a n d

cl a s s I V c hiti n a s e s t h at i n d u c e l y si s of p at h o g e n  h y p h a e

(R o v e ni c h et al. 2 01 4 ). T h e p r e v al e n c e of c o nif e r c hiti n a s e s,

p a rti c ul a rl y cl a s s I V c hiti n a s e s, e x p r e s s e d i n s e c o n d a r y

st e m ti s s u e s u n d e r c o n stit uti v e o r p at h o g e n-i n d u c e d

c o n diti o n s r e p o rt e d i n t hi s st u d y a n d ot h e r s ( r e vi e w e d i n

K ol o s o v a a n d B o hl m a n n 2 01 2 ) r ai s e s t h e  p o s si bilit y t h at

C TI i s i m p o rt a nt f o r c o nif e r  d ef e n s e a g ai n st  w o o d y

st e m f u n g al  p at h o g e n s s u c h a s G. cl a vi g e r a a n d C r o n a r-

ti u m h a r k n essii. It i s  pl a u si bl e t h at  C TI a s s u m e s g r e at e r

i m p o rt a n c e i n c o nif e r  w o o d y st e m P TI t h a n P TI of  h e r b a-

c e o u s  pl a nt s, gi v e n t h at ot h e r c o m m o n P A M P s u c h a s

c uti n  m o n o m e r s a r e a b s e nt f r o m t hi s  h o st e n vi r o n m e nt

(M e n gi st e 2 0 1 2 ; R o v e ni c h et al. 2 01 4 ).

I n t hi s st u d y,  w e e x a mi n e d t h e r e s p o n s e s of c hiti n a s e s t o

a n e c r ot r o p h — G. cl a vi g er a — a n d a bi ot r o p h — Cr o n arti u m

h ar k n essii . Bi ot r o p h s  n ot o nl y a cti v el y s u p p r e s s c ell d e at h,

t h e y s e e k t o e v a d e  h o st d et e cti o n t h r o u g h  m e c h a ni s m s

t h at s h elt e r o r m a s k P A M P s u c h a s c hit o oli g o s a c c h a ri d e s

(Ö k m e n a n d  D o e hl e m a n n 2 01 4 ; T o r u ñ o et al. 2 01 6 ). B a s e d

o n t hi s p a r a di g m, t h e  n e c r ot r o p hi c G. cl a vi g er a w o ul d b e

p r e di ct e d t o eli cit a st r o n g e r P TI i n l o d g e p ol e a n d j a c k pi n e

t h a n t h e bi ot r o p hi c Cr o n arti u m h ar k n essii . H o st r e s p o n s e s

t o  n e c r ot r o p h s a r e oft e n  m e di at e d t h r o u g h J A si g n ali n g

n et w o r k s,  w hil e r e s p o n s e s t o bi ot r o p h s a r e oft e n  m e di-

at e d t h r o u g h S A si g n ali n g  n et w o r k s ( T h o m m a et al. 1 9 9 8 ;

Gl a z e b r o o k 2 0 0 5 ; A r a n g o- V el e z et al. 2 0 1 6 ).  T h e r e i s

e vi d e n c e t o s u g g e st t h a t, i n c o nif e r s,  m e m b e r s of t h e

c hiti n a s e f a mil y a r e  u ni q u el y eli ci t e d i n r e s p o n s e t o

a p pli c ati o n of eit h e r J A a n d ( o r) S A — b ot h i m p o rt a nt

d ef e n s e- si g n ali n g  h o r m o n e s i n v ol v e d i n t r e e  h o st d ef e n s e

r es p o n s e. E x o g e n o us a p pli c ati o n of J A i n sl as h pi n e i n d u c e d

e x p r e s si o n of cl a s s I a n d I V c hiti n a s e s,  w hil e a p pli c ati o n

of S A i n d u c e d e x p r e s si o n of t h e s a m e cl a s s I a n d cl a s s I V

c hiti n a s e s a s  w ell a s a cl a s s II c hiti n a s e ( D a vi s et al. 2 0 0 2 ).

T h e di s si mil a r r e s p o n s e of i n d u cti o n a c r o s s t h e c hiti-

n a s e s f a mil y i n r e s p o n s e t o G. cl a vi g e r a c o m p a r e d t o

C r o n a rti u m h a r k n essii o b s e r v e d i n b ot h j a c k a n d l o d g e-

p ol e  pi n e  m a y r e fl e ct a cti v ati o n t h r o u g h di sti n ct d ef e n-

si v e si g n ali n g  p at h w a y s.  M o r e o v e r, t h e c o m p a r ati v el y

g r e at e r  n u m b e r of G. cl a vi g e r a - u p r e g ul at e d c hiti n a s e s

i n b ot h l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e r el ati v e t o Cr o n arti u m

h ar k n essii - u p r e g ul at e d c hiti n a s e s, e s p e ci all y t h o s e b el o n g-

i n g t o cl a s s I V, c o ul d pl a y a n i m p o rt a nt r ol e i n r el e a si n g

eli cit o r s d u ri n g  n e c r ot r o p hi c p at h o g e n c h all e n g e t h e r e b y

t ri g g e ri n g a P TI/ C TI r e s p o n s e. P TI i s q u a ntit ati v e r at h e r

t h a n all- o r- n o n e,  m e a ni n g t h at t h e effi c a c y of P TI ( a n d c o n-

c ei v a bl y  C TI) i n a gi v e n p at h o s y st e m  h a s a g e n ot y p e-

d e p e n d e nt p ot e nti al t o s p a n t h e f ull r a n g e of r e si st a n c e

c a p a cit y f r o m l o w t o  hi g h ( M e n gi st e 2 01 2 ). It i s p o s si bl e

t h at diff e r e nti al P TI, i n cl u di n g  C TI, c o nt ri b ut e s t o t h e

d o c u m e nt e d diff e r e n c e s i n l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e s u s-

c e pti bilit y t o C r o n a rti u m h a r k n essii a n d G. cl a vi g e r a (Y a n g

et al. 1 9 9 9 ; H all et al. 2 0 1 3 ; Cl a r k et al. 2 0 1 4 ; A r a n g o- V el e z

et al. 2 0 1 4 , 2 0 1 6 ; L u s e b ri n k et al. 2 0 1 6 ; E r bil gi n et al.

2 0 1 7 ). J a c k  pi n e,  w hi c h i s c o n si d e r e d t o b e  m o r e r e si st a nt

t o C r o n a rti u m h a r k n essii t h a n l o d g e p ol e  pi n e (Y a n g et al.

1 9 9 9 ), s h o w e d a g r e at e r  n u m b e r of  u p r e g ul at e d cl a s s I V

c hiti n a s e s i n r e s p o n s e t o C r o n a rti u m h a r k n essii i n o c ul a-

ti o n. I nt e r e sti n gl y, cl a s s I c hiti n a s e s  w e r e d o w n r e g ul at e d

i n b ot h l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e i n r e s p o n s e t o C r o n a rti u m

h ar k n essii ,  wit h  m o r e cl a s s I c hiti n a s e s b ei n g d o w n r e g u-

l at e d i n t h e  m o r e r e si st a nt j a c k  pi n e t h a n t h e  m o r e s u s-

c e pti bl e l o d g e p ol e  pi n e. T hi s c o ul d b e a f u n cti o n of t h e

bi ot r o p h ’s s u p p r e s si o n of P TI. I n t h e c a s e of G. cl a vi ge r a ,

t h e  p at h o g e n  m o r e eff e cti v el y c ol o ni z e s it s c o- e v ol v e d

h o st l o d g e p ol e  pi n e i n t h e fi r st f e w d a y s f oll o wi n g i n o c u-

l ati o n t h a n it s  n e w  h o st j a c k  pi n e, alt h o u g h  ulti m at el y

b ot h  h o st s a r e a bl e t o c o n st r ai n t h e G. cl a vi g er a i nf e cti o n

(M c Alli st e r et al. 2 0 1 8 ). I n t hi s st u d y, l o d g e p ol e  pi n e

s h o w e d  u p r e g ul ati o n of b ot h cl a s s I V a n d cl a s s I c hiti-

n a s e s,  w hil e j a c k  pi n e s h o w e d  u p r e g ul ati o n of cl a s s I V

c hiti n a s e s b ut  n ot cl a s s I c hiti n a s e s.  Cl a s s I c hiti n a s e s,

w hi c h a r e oft e n l o c ali z e d t o t h e v a c u ol e, b e c o m e i m p o r-

t a nt t o t h e i n d u c e d d ef e n s e r e s p o n s e if  pl a nt c ell i nt e g rit y

b e c o m e s c o m p r o mi s e d.  A  p o s si bl e e x pl a n ati o n f o r t h e s e

P e e r y et al. 3 7 1
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diff e r e nt i n d u cti o n  p att e r n s i s t h at t h e c o- e v ol v e d l o d g e-

p ol e  pi n e c a n  m o u nt a  m o r e s p e ci ali z e d d ef e n s e r e s p o n s e

t h a n j a c k  pi n e.  A n alt e r n ati v e b ut  n ot  m ut u all y e x cl u si v e

e x pl a n ati o n i s t h at G. cl a vi g er a i s  m o r e eff e cti v e at c ell

i n v a si o n of it s c o- e v ol v e d  h o st t h a n it s  n e w  h o st, i. e.,

e x hi bit s g r e at e r  n e c r ot r o p hi c f a cilit y, l e a di n g t o a g r e at e r

u p r e g ul ati o n of d ef e n s e s d e si g n e d t o  p r ot e ct c ell ul a r c o n-

t e nt s.  O n g oi n g st u di e s a r e t e sti n g t h e s e  h y p ot h e s e s.

R el ati v e t o t h e c hiti n ol yti c c hiti n a s e s b el o n gi n g t o

cl a s s e s I a n d I V, l e s s i s  k n o w n a b o ut c hiti n a s e s b el o n g-

i n g t o cl a s s e s  V ( G H-1 9) a n d  VII ( G H-1 8),  w hi c h  h a v e o nl y

b e e n r e p o rt e d i n c o nif e r s i n t h e l a st d e c a d e ( I sl a m et al.

2 0 1 1 ).  R el ati v e t o t h e cl a s s I a n d I V c hiti n a s e s, t h e cl a s s  V

a n d  VII c hiti n a s e s e x hi bit e d  m o r e c o m pl e x e x p r e s si o n

p r o fi l e s. F o r e x a m pl e,  m o st of t h e  D E cl a s s  V c hiti n a s e s

w e r e d o w n r e g ul at e d i n l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e i n

r e s p o n s e t o  p at h o g e n c h all e n g e,  w h e r e a s G. cl a vi g e r a

r e s ult e d i n d o w n r e g ul ati o n of  m o r e cl a s s  V c hiti n a s e s i n

l o d g e p ol e  pi n e a n d C r o n a rti u m h a r k n essii r e s ult e d i n

d o w n r e g ul ati o n of  m o r e cl a s s  V c hiti n a s e s i n j a c k  pi n e.

Diff e r e nt cl a s s  VII c hiti n a s e s  w e r e b ot h  u p a n d d o w n r e-

g ul at e d b y  p at h o g e n c h all e n g e i n t h e t w o  h o st s p e ci e s.

W e f o u n d t h at l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e cl a s s  V c hiti-

n a s e s  h a v e o p p o sit e r e s p o n s e s t o  p at h o g e n c h all e n g e.

I n l o d g e p ol e  pi n e, s e v e r al cl a s s  V c hiti n a s e s  w e r e d o w n-

r e g ul at e d  w h e n c h all e n g e d  wit h G. cl a vi g e r a ,  w hil e  n o

cl a s s  V c hiti n a s e s  w e r e  D E i n j a c k  pi n e.  Cl a s s  V a n d  VII

s e q u e n c e s l a c k c hiti n bi n di n g d o m ai n s, a n d t h u s a r e

n ot  p r e di ct e d t o e x hi bit c hiti n ol yti c a cti vit y.  C o n si st e nt

wit h t hi s  p r e di cti o n, K ol o s o v a et al. ( 2 0 1 4) r e p o rt e d a

l a c k of d et e ct a bl e c hiti n ol yti c a cti vit y f o r s e v e r al cl a s s  V

c hiti n a s e s c h a r a ct e ri z e d f r o m i nt e ri o r s p r u c e a n d l o d g e-

p ol e  pi n e.  O n t h e ot h e r  h a n d, a cl a s s  V c hiti n a s e g e n e

w a s c h a r a ct e ri z e d a s  h a vi n g t r a n s gl y c o s yl ati o n a cti vit y

a n d  n o di r e ct a ntif u n g al a cti vit y i n t h e g y m n o s p e r m

C y c as r e v ol ut a T h u n b. ( T ai r a et al. 2 0 0 9 ; I sl a m et al. 2 0 1 1).

Gi v e n t h at cl a s s e s  V a n d  VII a r e l e s s c h a r a ct e ri z e d t h a n

ot h e r c hiti n a s e cl a s s e s, t h e s e  n e w i n si g ht s i n cl a s s  V a n d

VII c hiti n a s e s i n r e s p o n s e s t o  p at h o g e n att a c k  m a y  hi g h-

li g ht  n e w a v e n u e s of i n v e sti g ati o n s r e g a r di n g t h e f u n c-

ti o n of t h e  p r ot ei n s e n c o d e d b y t h e s e g e n e s a n d t h ei r

r ol e i n t r e e r e s p o n s e s t o  p at h o g e n att a c k.

Si n gl e  n u cl e o ti d e  p ol y m o r p hi s m g e n o t y pi n g a n d
p o p ul a ti o n g e n e ti c s

I n a st u d y of  w est er n  w hit e pi n e r esist a n c e t o Cr o n arti u m ri bi-

c ol a, t h e c a us ati v e a g e nt of  w hit e pi n e blist er r ust, Li u et al.

( 2 011) s h o w e d t h at a cl ass I V c hiti n as e g e n e e x hi bit e d hi g h h a p-

l ot y p e di v ersit y, si g nifi c a nt g e n eti c diff er e nti ati o n b et w e e n

s e e dl ots  wit h v ar yi n g d e gr e es of Cr o n arti u m ri bic ol a r esist a n c e,

a n d si g ni fi c a nt a s s o ci ati o n  wit h t h e r e si st a n c e  p h e n o-

t y p e. I sl a m et al. ( 2 0 1 1) r e p o rt e d  wit hi n cl a s s a mi n o a ci d

s e q u e n c e si mil a rit y f r o m 9 0 % i n cl a s s I t o 3 7 % – 9 8 %

wit hi n cl a s s e s II a n d I V c hiti n a s e s, a n d Li u et al. ( 2 0 1 4)

r e p o rt g e n eti c di st a n c e s of  u p t o 0. 5 a m o n g  w e st e r n

w hit e  pi n e cl a s s I V g e n e s. T hi s  p att e r n of  hi g h v a ri a bilit y

i s s e e n o ut si d e t h e c o nif e r s i n ot h e r g y m n o s p e r m s

(F r a n c e s c hi et al. 2 0 0 5 ; I sl a m et al. 2 0 1 1; Li u et al. 2 0 1 1 ,

2 0 1 4 ), s u g g e sti n g t h at t hi s v a ri ati o n i s  n e c e s s a r y t o c o m-

b at t h e l a r g e  n u m b e r of  p at h o g e n  p r e s s u r e s  h o st s f a c e.

W e i n v e sti g at e d g e n eti c diff e r e nti ati o n of c hiti n a s e s

u si n g  p r o v e n a n c e ( wil d- c oll e ct e d) s e e d s o u r c e s f r o m

sit e s a c r o s s  C a n a d a st r at e gi c all y c h o s e n t o r e p r e s e nt dif-

f e r e nt g e n eti c  p o p ul ati o n s t h at  h a d  p r e vi o u sl y b e e n

r e p o rt e d b y G o d b o ut et al. ( 2 0 0 5 , 2 0 0 8) .  Wit hi n s p e ci e s,

w e i d e nti fi e d l o w l e v el s of diff e r e nti ati o n b et w e e n

st a n d s of l o d g e p ol e  pi n e, b ut  w e di d  n ot d et e ct  p o p ul a-

ti o n l e v el diff e r e nti ati o n i n j a c k  pi n e o r t h e  p ut ati v e c hiti-

n a s e S N P d at a s et. Si mil a r t o  p r e vi o u s st u di e s ( P a r c h m a n

et al. 2 01 1 ; C ulli n g h a m et al. 2 0 1 3 a ), t h e v a ri ati o n f o u n d i n

l o d g e p ol e  pi n e  w a s e v e nl y di st ri b ut e d a c r o s s t h e l a n d-

s c a p e.  O u r s el e cti o n a n al y si s o n c hiti n a s e c o nti g s, a c o n-

s e r v ati v e e sti m at e o n c o n s e n s u s s e q u e n c e s, al s o i n di c at e d

t h at t h e r e  w a s st r o n g  p u rif yi n g s el e cti o n a cti n g  u p o n

t h e s e c hiti n a s e g e n e s. T h u s, o u r fi n di n g s di d  n ot s u p p o rt

t h e  h y p ot h e si s t h at c hiti n a s e s  w o ul d e x hi bit si g n at u r e s

of di v e r sif yi n g s el e cti o n.

C o n cl u si o n s

O u r st u d y c o m bi n e d a n al y s e s f r o m t h r e e  m ol e c ul a r

d at a s et s a n d s e v e r al i n q ui r y  m et h o d s i n cl u di n g c o m-

p a r ati v e t r a n s c ri pt o mi c s,  diff e r e nti al g e n e e x p r e s si o n,

p o p ul ati o n g e n eti c s, a n d  p h yl o g e n eti c s t o c o m p a r e t h e

g e n eti c s  u n d e rl yi n g d ef e n s e- r el at e d r e s p o n s e s i n l o d g e-

p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e. F o c u si n g o n c hiti n a s e s,  w e i d e n-

tifi e d  p ut ati v e c o nti g s t h e n c o n fi r m e d t h e m a s g e n e s

wit hi n t h e c hiti n a s e g e n e f a mil y i n b ot h s p e ci e s, a n d  w e

u s e d t h e s e d at a a s t h e i n p ut t o d et e r mi n e c h a n g e s i n

e x p r e s si o n l e v el s i n r e s p o n s e t o  p at h o g e n e x p o s u r e. I n

a d diti o n,  w e  u s e d S N P d at a t o d et e r mi n e t h e l a n d s c a p e

l e v el v a ri ati o n of l o d g e p ol e  pi n e a n d j a c k  pi n e c hiti n a s e

g e n e s b ut  w e r e  u n a bl e t o i d e ntif y si g n at u r e s of s el e cti o n

f o r i n di vi d u al c hiti n a s e S N P. T o i n v e sti g at e t h e c hiti-

n a s e s a s a f a mil y of g e n e s,  w e a n al y z e d t h e c hiti n a s e S N P

a s a g r o u p a n d c o m p a r e d t h e F S T v al u e s of t h e s e l o ci

b et w e e n s p e ci e s t o a  n ull di st ri b uti o n. T hi s a n al y si s i n di-

c at e s t h at t h e c hiti n a s e g e n e f a mil y i s c o n st r ai n e d a n d

m a y b e  u n d e r  p u rif yi n g s el e cti o n.  H o w e v e r, t h e di v e r sit y

s e e n i n t h e a s s e m bl y of t h e t r a n s c ri pt o m e i m pli e s t h at

o v e r d o mi n a n c e  m a y b e a f a ct o r a n d c o ul d b e c o nt ri b uti n g

t o e x c e s si v e  h et e r o z y g o sit y,  w hi c h c o ul d  m e a n i n c r e a s e d

r e si st a n c e. S e q u e n ci n g of g e n e s r at h e r t h a n S N P  will b e

n e c e s s a r y t o f ull y  u n d e r st a n d t h e l a n d s c a p e l e v el di v e r-

sit y of c hiti n a s e s i n l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e.

T h e l a r g e g e n o m e si z e s of t h e Pi n a c e a e  p o s e  u ni q u e

c h all e n g e s i n t h e a g e of g e n o mi c s a n d  n e xt- g e n e r ati o n

s e q u e n ci n g.  D at a r e d u cti o n  m et h o d s s u c h a s t r a n s c ri p-

t o m e s e q u e n ci n g a n d g e n o m e- wi d e S N P d at a s et s ci r c u m-

v e nt t h e still-i nt r a ct a bl e p r o bl e m of c r e ati n g  w ell-

a s s e m bl e d g e n o m e s e q u e n c e s f o r t h e s e s p e ci e s, a n d a s

s u c h  will c o nti n u e t o s e r v e a s v al u a bl e r e s o u r c e s f o r c o n-

if e r g e n o mi c st u di e s i nt o t h e f o r e s e e a bl e f ut u r e. T hi s i s

p a rti c ul a rl y t r u e f o r t h e s e  n o n- m o d el f o r e st t r e e s p e ci e s

f o r  w hi c h t h e r e s e a r c h c o m m u nit y i s r el ati v el y s m all, a s

3 7 2 B ot a n y  V ol. 9 9, 2 0 2 1
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i s t h e c a s e f o r b ot h l o d g e p ol e a n d j a c k  pi n e.  A n al y s e s of

t h e c hiti n a s e g e n e f a mili e s  p r o vi d e d a st ri n g e nt  m e a-

s u r e b y  w hi c h t o a s s e s s t h e  utilit y a n d i nf o r m ati o n

d e pt h of t h e t r a n s c ri pt o m e d at a. T h e t r a n s c ri pt o m e a n d

S N P d at a s et s r e p o rt e d  h e r e r e p r e s e nt i m p o rt a nt r e s o u r-

c e s, i n l a r g e  p a rt b e c a u s e of t h e  p r e s s u r e s t h at  N o rt h

A m e ri c a n c o nif e r o u s f o r e st s a r e f a ci n g f r o m  M P B a n d

ot h e r e m e r gi n g a n d e xi sti n g  p at h o g e n s y st e m s.  C o n-

ti n ui n g t o g e n e r at e a n d e x pl oit g e n o m e s c al e d at a

a c r o s s a di v e r s e s a m pli n g of s p e ci e s i s  k e y t o b ett e r

u n d e r st a n di n g c o nif e r r e s p o n s e t o  p at h o g e n s i n t h e

c o nt e xt of t h e e v ol uti o n a r y  p ot e nti al of t h e s e s p e ci e s o n

t h e l a n d s c a p e,  wit h t h e g o al of li n ki n g g e n ot y p e t o  p h e-

n ot y p e f o r a d a pti v e t r ait s s u c h a s di s e a s e r e si st a n c e.

A c k n o wl e d g e m e nt s

T his r es e ar c h  w as s u p p ort e d b y gr a nts t o J. E. K. C. fr o m t h e

N at ur al S ci e n c e a n d E n gi n e eri n g R es e ar c h  C o u n cil of  C a n a d a

( gr a nt  N o.  N E T  G P 4 3 4 81 0-1 2 a n d gr a nt  N o. S T P G P 5 21 2 0 0-1 8),

fr o m  Al b ert a I n n o v at es Bi o S ol uti o ns ( gr a nt  N o. Bi o-1 4- 0 0 9),

a n d fr o m f RI R es e ar c h ( gr a nt  N o. 2 4 6. 3 3).  Gr a nt  N o.  N E T  G P

4 3 4 81 0-1 2 i n cl u d e d c o ntri b uti o ns fr o m  Al b ert a  A gri c ult ur e a n d

F or estr y; f RI R es e ar c h;  M a nit o b a  C o ns er v ati o n a n d  W at er

St e w ar ds hi p;  N at ur al R es o ur c es  C a n a d a,  C a n a di a n F or est

S er vi c e,  N ort h w est T errit ori es E n vir o n m e nt a n d  N at ur al

R es o ur c es;  O nt ari o  Mi nistr y of  N at ur al R es o ur c es a n d F or estr y;

S as k at c h e w a n  Mi nistr y of E n vir o n m e nt;  W est Fr as er; a n d

W e y er h a e us er.  Gr a nt  N o. Bi o-1 4- 0 0 9 i n cl u d e d c o ntri b uti o ns

fr o m  Al b ert a  A gri c ult ur e a n d F or estr y. T his r es e ar c h  w as

e n a bl e d i n p art b y s u p p ort pr o vi d e d b y  W est Gri d ( htt ps:// w w w.

w est gri d. c a ) a n d C o m p ut e C a n a d a (w w w. c o m p ut e c a n a d a. c a ).

T h e a ut h o r s t h a n k t h e t w o a n o n y m o u s r e vi e w e r s a n d

t h e a s s o ci at e e dit o r at B ot a n y f o r c o m m e nt s a n d f e e d b a c k.

T h e a ut h o r s  w o ul d li k e t o t h a n k  A n h  D a o a n d Bi a n c a

S a c c hi f o r t e c h ni c al a s si st a n c e, E k at e ri n a St ol ni k o v a f o r

g e n e r ati n g a n d s h a ri n g f oli a r  nit r o g e n d at a,  D r.  K at e St.

O n g e f o r di s c u s si o n s a b o ut  m et h o d s, a n d  C oll e e n F o rti e r

f o r r e vi e wi n g e a rl y d r aft s of t h e  m a n u s c ri pt.  W e a r e

g r at ef ul t o J o a n n e  M a n n of  W e st F r a s e r a n d  Gl e n  G o o d will

of P R T  G r o wi n g S e r vi c e s f o r p r o vi di n g t h e l o d g e p ol e pi n e

s e e dli n g s u s e d i n t h e G. cl a vi g er a i n o c ul ati o n e x p e ri m e nt s;

L e o n a r d B a r n h a r dt a n d  D e o g r ati a s  R w e y o n g e z a of  Al b e rt a

A g ri c ult u r e a n d F o r e st r y f o r a c c e s s t o j a c k pi n e st a n d s at

t h e  Al b e rt a T r e e I m p r o v e m e nt S e e d  C e nt r e f o r t h e G.

cl a vi g er a a n d  mi stl et o e e x p e ri m e nt s;  A n d y B e n o wi c z a n d

Li n d s a y  R o b b of  Al b e rt a  A g ri c ult u r e a n d F o r e st r y f o r

p r o vi di n g l o d g e p ol e a n d j a c k pi n e s e e d f o r t h e Cr o n arti u m

h ar k n essii e x p e ri m e nt s; a n d  D al e Si m p s o n ( N ati o n al T r e e

S e e d  C e nt r e,  N at u r al  R e s o u r c e s  C a n a d a,  C a n a di a n F o r e st

S e r vi c e) f o r p r o vi di n g t h e l o d g e p ol e a n d j a c k pi n e s e e d

u s e d i n t h e p o p ul ati o n g e n eti c s c o m p o n e nt of t hi s st u d y.
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