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im p o r ta n t  r o le  a t  a  s m a l l e r  s c a le .  M i c r o s a te l l i t e  D N A  s h o w e d  th a t  w h i le  g la c ia t i o n  a n d  

r e c o l o n i z a t i o n  w e r e  l ik e ly  im p o r ta n t  in  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  p o p u la t i o n s  i t  a p p e a r s  

c u r r e n t  g e o g r a p h i c a l  b a r r i e r s ,  s u c h  a s  th e  R e d  R i v e r  o f  th e  N o r t h ,  a r e  k e e p in g  p o p u l a t i o n s  

o n  e i th e r  s id e  g e n e t i c a l l y  d iv e r g e n t .

v m



C H A P T E R  I

G L A C I A T I O N , M I C R O S A T E L L I T E S  A N D  P A T T E R N S

I n t r o d u c t io n

O n e  o f  th e  m o s t  im p o r ta n t  e v e n t s  in  r e c e n t  g e o lo g ic  h i s to r y  a f f e c t in g  b o th  th e  

d i s t r i b u t io n  a n d  p o p u la t i o n  g e n e t i c s  o f  n o r th e r n  s p e c i e s  i s  g la c ia t io n  ( A ls o s  e t  a l . 2 0 0 5 ) .  

T h e  t r a n s i t i o n  f r o m  th e  P le i s to c e n e  to  th e  H o lo c e n e  ( 1 0 ,0 0 0  y e a r s  a g o )  m a r k s  th e  e n d  o f  

th e  m o s t  r e c e n t  g la c i a t io n ,  th e  W i s c o n s i n  g la c ia t io n .  D u r i n g  th e  l a s t  g la c ia l  m a x im u m  a  

l a r g e  i c e  s h e e t ,  c a l l e d  th e  L a u r e n t i d e  i c e  s h e e t  ( F ig u r e  1 ), c o v e r e d  m o s t  o f  p r e s e n t  d a y  

C a n a d a  a n d  e x t e n d e d  s o u t h  o f  th e  G r e a t  L a k e s  ( S c h w a lb  a n d  D e a n  1 9 9 8 ) .  T h e  

L a u r e n t i d e  i c e  s h e e t  la y  j u s t  e a s t  o f  th e  C o r d i l l e r a n  ic e  s h e e t  o r  i c e  f i e l d  th a t  c o v e r e d  

w e s t e r n  C a n a d a  a n d  p o s s ib ly  p a r t  o f  A la s k a .  B e c a u s e  o f  th e  a m o u n t  o f  w a te r  s e q u e s te r e d  

in  th e s e  a n d  o th e r  ic e  s h e e t s  s e a  l e v e l  w a s  8 5  to  1 3 0  m e te r s  b e l o w  c u r r e n t  l e v e l .  L o w e r  

s e a  l e v e l s  e x p o s e d  m o r e  a r e a s  o f  c o n t in e n t a l  s h e lv e s .  A  l a n d  b r id g e  c o n n e c t i n g  E u r a s i a  

a n d  N o r t h  A m e r ic a  l a s t e d  u n t i l  a p p r o x im a te ly  1 5 ,5 0 0  y e a r s  a g o ,  f o l lo w in g  a  p e r io d  w h e n  

th e  v o lu m e  o f  ic e  in  th e  w o r l d ’s  i c e  s h e e t s  d e c r e a s e d  r a p id ly  a n d  s e a  l e v e l s  r o s e  ( P ie io u  

1 9 9 1 ) .

M e l t i n g  d id  n o t  o c c u r  e v e n ly  o v e r  a  p e r io d  o f  t im e  s u b s e q u e n t  to  g la c ia t io n .  

P e r io d s  o f  s t a g n a t io n  a n d  r e v e r s e s  in  th e  m e l t in g  m a y  h a v e  l a s t e d  c e n tu r i e s  ( L e v e s q u e  e t  

a l .  1 9 9 7 ) .  T h e  ‘" p ra ir ie  p o t h o l e s ”  o f  th e  n o r th e r n  G r e a t  P la in s  a r e  th e  r e s u l t  o f  s m a l l  a r e a s
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o f  ic e  l e f t  a f t e r  th e  u n e v e n  r e t r e a t  o f  th e  m a in  ic e  s h e e t  l e a d in g  e d g e .  F o s s i l  e v id e n c e  

in d ic a t e s  m a n y  o f  th e  sm a l l  la k e s  o f  th i s  r e g io n  c o n t a in e d  f i s h  a n d  b iv a lv e s  t e n  th o u s a n d  

y e a r s  a g o ,  m o s t  l ik e ly  b r o u g h t  in  b y  m ig r a t in g  w a te r f o w l .  I n  o th e r  p a r t s  o f  N o r t h  

A m e r ic a  l a r g e  p r o g l a c ia l  f r e s h w a te r  l a k e s  f o rm e d  a s  th e  ic e  m e l t e d  a n d  th e  w a t e r  w a s  

t r a p p e d  ( F e n to n  e t  a l . 1 9 8 3 , A s h w o r t h  a n d  C v a n c a r a  1 9 8 3 ) .  A l t h o u g h  th e  e x a c t  d a t e s  o f  

th e s e  l a k e s  is  d i s p u te d ,  i t  i s  c l e a r  th a t  th e s e  l a r g e  b o d ie s  o f  w a te r  c o n t i n u a l ly  c h a n g e d  

o v e r  t im e ,  im p a c t e d  th e  lo c a l  c l im a te  a t  th e  t im e ,  a n d  th e  l a n d s c a p e  th a t  e x i s t s  in  th o s e  

a r e a s  to d a y  ( P i e lo u  1 9 9 1 ) .

F ig u r e  1. E s t im a t e  o f  th e  L a u r e n t i d e  I c e  s h e e t  a t  i t s  m a x im u m . R e d r a w n  f r o m  P i e lo u  

( 1 9 9 1 ) .

A r o u n d  1 2 ,0 0 0  y e a r s  a g o  th e  L a u r e n t i d e  i c e  s h e e t  h a d  r e c e d e d  to  r o u g h ly  th e  

C a n a d a /U n i t e d  S ta te s  b o r d e r .  V e g e ta t i o n  q u ic k ly  c o l o n iz e d  e x p o s e d  l a n d ,  th o u g h  th e  

ty p e  o f  v e g e ta t io n  v a r i e d  b y  r e g io n .  In  s o m e  a r e a s  t u n d r a  d e v e lo p e d ,  l ik e ly  d u e  to  

r e m a in in g  p e r m a f r o s t .  T h e  r a t e  o f  th a w i n g  o f  p e r m a f r o s t  n o t  o n ly  a f f e c te d  th e  v e g e ta t io n
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in  th e  a r e a ,  b u t  a l s o  th e  a n im a l  c o m m u n i ty .  B e c a u s e  th e  p e rm a f r o s t  th a w e d  m o r e  

g r a d u a l ly  th a n  th e  i c e  s h e e t s  th e r e  w e r e  a s s o c ia te d  g r a d u a l  c h a n g e s  to  t e m p e r a te  p la n t  

a n d  a n im a l  c o m m u n i t i e s .  I t w a s  n o t  u n t i l  a b o u t  6 5 0 0  y e a r s  a g o  t h a t  th e  L a u r e n t i d e  ic e  

s h e e t  f i n a l ly  d i s a p p e a r e d  ( P i e lo u  1 9 9 1 ) .

F o l lo w in g  th e  d i s a p p e a r a n c e  o f  th e  i c e  s h e e t s  in te rm i t t e n t  d r o u g h t s  o c c u r r e d  in  

th e  R o c k y  M o u n ta in s  a n d  th e  n o r th e r n  G r e a t  P la in s  th a t  r i v a l e d  th e  in te n s i ty  o f  th e  

1 9 3 0 ’s  d u s tb o w l  (L a i r d  e t  a l .  1 9 9 6 ) .  In  c o n t r a s t ,  t h e  c l im a te  o f  th e  l a s t  7 5 0  y e a r s  is  

w e t t e r  a n d  c o o l e r  th a n  th e  p r e c e d in g  1 5 0 0  y e a r s  ( L a i r d  e t  a l .  1 9 9 6 , V a le r o -G a r c e s  e t  a l .

1 9 9 7 ) .  T h e s e  c h a n g e s  in  c l i m a te  g r e a t l y  a f f e c te d  th e  p o p u la t i o n  g e n e t i c s  o f  th e  r e g io n a l  

f a u n a  d u e  to  lo c a l  e x t in c t io n s  a n d  r e c o l o n iz a t i o n s  ( P ie lo u  1 9 9 1 ) .

A t  th e  e n d  o f  th e  W i s c o n s i n  g la c i a t io n  p o p u la t i o n s  c o u ld  a g a in  e x p a n d  in t o  th e  

n e w ly  a v a i l a b le  t e r r a in .  T h e  n a t u r e  o f  th e  r a n g e  e x p a n s io n  a n d  h o w  q u ic k ly  i t  o c c u r r e d  

w o u ld  a f f e c t  th e  p o p u la t i o n  s t r u c tu r e  o f  lo c a l  s p e c ie s .  R a p id  n o r th w a r d  e x p a n s io n  w o u ld  

le a d  to  a  r e d u c t io n  in  a l l e l i c  d iv e r s i t y  in  n o r th e r n  p o p u la t i o n s  b e c a u s e  th e  r e l a t i v e l y  f e w  

f o u n d e r s  o f  n e w  p o p u la t i o n s  w i l l  l i k e ly  n o t  c a r r y  a l l  o f  th e  a l l e l e s  p r e s e n t  in  th e  o r ig i n a l  

p o p u la t i o n  ( N ic h o l s  a n d  H e w i t t ,  1 9 9 4 ;  I b r a h im  e t  a l ,  1 9 9 6 ;  H e w i t t  2 0 0 1 ,  2 0 0 4 ) .  I b r a h im  

e t  a l . ’ s  ( 1 9 9 6 )  m o d e l i n g  s tu d y  f o u n d  r a p id  l e p to k u r t i c  d i s p e r s a l  o f  i n d iv i d u a l s  ( i .e .  l o n g  

d i s t a n c e  d i s p e r s a l  o c c u r r in g  m o r e  o f t e n  th a t  w o u ld  o c c u r  u n d e r  a  n o r m a l  d i s t r i b u t i o n  o f  

d i s p e r s a l  d i s t a n c e s )  p r o d u c e d  p a t c h e s  o f  h o m o g e n e i t y -  E s s e n t i a l ly  lo n g  d i s t a n c e  

f o u n d e r s  w o u l d  b e  a b l e  to  c o l o n iz e  a n  a r e a  a n d  e x p a n d  th e  p o p u la t i o n  to  f i l l  t h a t  s u i t a b le  

h a b i t a t  a n d  n e a r b y  h a b i t a t s .  B e c a u s e  th e s e  f e w ,  s u b s e q u e n t  f o u n d e r s  w o u ld  a g a in  c a r r y  

f e w e r  a l l e l e s  th a n  th e  o r i g in a l  p o p u l a t i o n  o r  th e  s e c o n d a r y  s o u r c e  p o p u la t i o n ,  t h e s e  a r e a s  

w o u ld  e x p e r i e n c e  g e n e t i c  h o m o g e n e i ty .
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A  m o r e  n o rm a l  d i s t r ib u t io n  o f  c o l o n iz a t i o n  d i s t a n c e s ,  m o r e  r e c e n t ly  c a l l e d  

H e w i t t 's  ‘‘p h a l a n x ”  m o d e l  ( N i c h o l s  a n d  H e w i t t .  1 9 9 4 ) ,  e x p e c t s  r e c e n t ly  f o u n d e d  

p o p u la t i o n s  to  r e t a in  m o r e  g e n e t i c  d iv e r s i ty  a n d  p r o d u c e  le s s  p o p u la t i o n  s t r u c t u r e .  In  th i s  

ty p e  o f  r e c o l o n iz a t i o n  f o u n d i n g  in d iv i d u a l s  t e n d  to  c o lo n iz e  n e a r b y  s u i t a b le  h a b i t a t s  m o r e  

o f t e n  a n d  f u r th e r  a w a y  h a b i t a t s  l e s s  o f t e n .  In  th i s  c a s e ,  th e  m a in  f r o n t  o f  c o l o n i s t s  r a th e r  

th a n  a  f e w  lo n g  d i s t a n c e  c o l o n iz e r s  e x p a n d s  to  f i l l  b y  n e a r b y  a r e a s .  T h i s  p a t t e r n  o f  

c o l o n i z a t i o n  a l lo w s  m o r e  g e n e  f lo w  b e t w e e n  th e  s o u r c e  a n d  th e  n e w ly  f o u n d e d  

p o p u la t i o n s  a n d  p o te n t i a l ly  l a r g e r  n u m b e r s  o f  c o l o n i s t s .  L a r g e  n u m b e r s  o f  c o l o n i s t s  a n d  

in c r e a s e d  g e n e  f lo w  w o u ld  a l lo w  f o r  r e t e n t i o n  o f  g e n e t i c  v a r i a t i o n  s e e n  in  th e  r e f u g ia l  

p o p u l a t io n .  P o p u l a t io n s  in  r e f u g ia l  a r e a s  w o u ld  h a v e  b e e n  a b l e  to  b o th  d iv e r g e  

g e n e t i c a l l y  a n d  b e c o m e  g e o g r a p h i c a l ly  s u b d iv i d e d  a s  g e n e t i c  d r i f t ,  m u ta t io n ,  n o n r a n d o m  

m a t i n g  a n d  l a c k  o f  g e n e  f lo w  w o u ld  a l l  p o t e n t i a l l y  h a v e  h a d  t im e  to  a c t  ( I b r a h im  e t  a l ,  

1 9 9 6 ;  H e w i t t  2 0 0 1 ,  2 0 0 4 ) .

T h e s e  m o d e s  o f  r e c o l o n iz a t i o n  h a v e  b e e n  s u p p o r te d  b y  m a n y  s t u d ie s  o f  s p e c i e s  

o c c u p y in g  p r e v io u s l y  g la c i a te d  a r e a s  in  N o r t h  A m e r i c a .  In  th e  S t e l l a r ’s  j a y .  Cyanociita 

stelleri, a n d  c h e s tn u t - b a c k e d  c h ic k a d e e ,  Poecile rufescen, g e n e t i c  s im i la r i t y  m e a s u r e d  b y  

m ic r o s a te l l i t e s  b e t w e e n  p o p u la t i o n s  in  p r e v io u s l y  g la c ia te d  r e g io n s  is  n o t  f o u n d  in  

g e o g r a p h i c a l ly  p r o x im a l  p o p u la t i o n s  ( B u r g  e t  a l .  2 0 0 5 ,  B u r g  e t  a l .  2 0 0 6 ,  r e s p e c t i v e ly )  a s  

w o u ld  b e  e x p e c te d  u n d e r  th e  p h a l a n x  m o d e l  o f  c o l o n iz a t i o n .  C h e s t n u t - b a c k e d  

c h i c k a d e e s  s h o w  s i g n i f i c a n t  g e n e t i c  s t r u c t u r e  in  th e  m o r e  r e c e n t ly  c o l o n iz e d  a r e a s  o f  t h e i r  

r a n g e ,  t h o u g h  th e  n o r th w e s t  s o n g  s p a r r o w .  Melospiza melodia, s h o w e d  a  d i f f e r e n t  

p a t t e r n .  In  th e  n o r th w e s t  s o n g  s p a r r o w  g e o g r a p h i c a l ly  c l o s e  p o p u la t i o n s  w e r e  th e  m o s t  

g e n e t i c a l l y  s im i la r ,  s u g g e s t in g  a  s t e p p i n g - s t o n e  m o d e l  o f  r e c o l o n iz a t i o n  in  w h ic h
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A  n u m b e r  o f  a m p h ib ia n s  s h o w  a  s im i l a r  e a s t - w e s t  s p l i t  to  s o n g  b i r d s .  In  l e o p a r d  

f r o g s ,  Rana pipiens, t h e r e  a r e  tw o  m a in  g e n e t i c  l i n e a g e s  s e e n  in  m i t o c h o n d r ia l  D N A ,  a  

w e s t e r n  a n d  a n  e a s t e r n  l in e a g e  (H o f f m a n  &  B l o u i n  2 0 0 4 ) .  T h e  w e s te r n  r e f u g ia  a p p e a r s  

to  b e  lo c a te d  in  N e b r a s k a ,  w h i l e  th e  e a s t e r n  r e f u g ia  o c c u r s  f r o m  I l l i n i o s  to  N e w  Y o r k .  

T h e  z o n e  o f  o v e r l a p  b e t w e e n  th e s e  l i n e a g e s  is  in  c e n t r a l  O n ta r io .  A  s t u d y  th a t  in c lu d e d  

m i c r o s a te l l i t e s  a l s o  f o u n d  th a t  w e s t  a n d  e a s t  l e o p a r d  f r o g s  w e r e  g e n e t i c a l ly  d i s s im i l a r  

( H o f f m a n  &  B lo u in  2 0 0 4 ) .  A  s tu d y  o f  s p r in g  p e e p e r s  r e v e a le d  th a t  n o r th e r n  p o p u la t i o n  

a r e  c l o s e ly  r e l a t e d  a n d  p r o b a b ly  o r ig in a t e d  f r o m  a  s in g le  r e f u g e ,  o r  f r o m  c lo s e ly  r e l a t e d  

r e f u g i a l  p o p u la t i o n s  ( A u s t in  e t  a l . 2 0 0 2 ) .  A u s t i n  e t  a l .  ( 2 0 0 2 )  c o n c lu d e d  th a t  d i s p e r s in g  

s p r in g  p e e p e r s  w e n t  n o r th  in to  e a s t e r n  O n t a r io ,  th e n  w e s t w a r d  in to  M a n i t o b a .  T h e  

a u t h o r s  h y p o th e s iz e  th a t  h i s t o r i c a l  b a r r i e r s  to  d i s p e r s a l  m a y  h a v e  p r e v e n te d  w e s te r n  

( A r k a n s a s  to  K a n s a s  to  s o u th w e s t  I l l in o i s )  h a p l o ty p e s  f r o m  e x p a n d in g  n o r th  in to  O n ta r i o  

a n d  M a n i to b a .  D iv e r s e  h a p l o ty p e s  in  V i r g i n i a  a n d  O n ta r i o  s u g g e s te d  a  p o s s i b le  r e c e n t  

c o l o n iz a t i o n  e v e n t  f r o m  m u l t ip le  r e f u g ia .  T h e  p o s s i b i l i t y  th a t  a  s i n g le  r e f u g ia l  p o p u la t i o n  

c o n t a in i n g  v e r y  h ig h  l e v e l s  o f  g e n e t i c  d iv e r s i ty  o r  th a t  g e n e  f lo w  is  h ig h e r  th a n  

p r e v i o u s l y  th o u g h t  in  a n u r a n s  c a n n o t  b e  r u l e d  o u t  ( A u s t i n  e t  a l .  2 0 0 2 ) .  T h e  e v i d e n c e  is  

l e s s  c l e a r  in  th e  to a d  Bufo fowleri ( S m i th  a n d  G r e e n  2 0 0 4 ) .  In  th i s  s p e c ie s ,  p o p u la t i o n s  

o n  th e  C a n a d ia n  s h o r e  o f  L a k e  E r ie  p o s s e s s  s im i l a r  m i t o c h o n d r ia l  D N A  h a p l o ty p e s  to  

p o p u la t i o n s  o n  th e  o p p o s i t e  s h o r e .  A n o th e r  p o p u la t i o n  o n  th e  C a n a d ia n  s h o r e  o f  L a k e  

E r i e  i s  m o s t  s im i la r 1 to  a  p o p u la t i o n  o n  L a k e  M ic h ig a n ,  g e o g r a p h ic a l ly  f u r th e r  a w a y  th a n  

o th e r  p o p u la t i o n s  a l o n g  th e  C a n a d ia n  s h o r e  o f  L a k e  E r ie .  T h e s e  p a t t e r n s  o b s c u r e  

p o s tg l a c i a l  r o u te s  o f  r e c o l o n iz a t i o n  ( S m i t h  a n d  G r e e n  2 0 0 4 ) .
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T h e r e  is  l im i te d  e v i d e n c e  o n  w h ic h  to  b a s e  a n y  in f e r e n c e  o f  w o o d  f r o g  

p h y lo g e o g r a p h ic  h i s to r y .  C u r r e n t ly ,  th e y  a r e  f o u n d  t h r o u g h o u t  th e  A p p a la c h ia n  

M o u n ta in s  a s  f a r  s o u th  a s  n o r t h e r n  G e o r g ia ,  a s  w e l l  a s  w e s t  o f  th e  M is s i s s i p p i  in  M is s o u r i  

( S te b b in s  1 9 8 5 ) ,  a n d  d i s j u n c t  lo c a t io n s  in  A r k a n s a s  a n d  n o r t h e r n  C o l o r a d o / s o u th e m  

W y o m in g  ( F i g u r e  2 )  a l th o u g h  th e r e  i s  s o m e  e v i d e n c e  th a t  th e  R o c k y  M o u n ta in  

p o p u la t i o n s  m a y  r e p r e s e n t  a  s e p a r a t e  s p e c i e s  ( P o r te r  1 9 6 9 ) . W o o d  f r o g s  p r o b a b ly  

p e r s i s t e d  d u r in g  th e  P le i s to c e n e  in  th e  s o u th e a s t e r n  ( in c l u d i n g  s o u th e r n  a r e a s  o f  w h a t  is  

r e f e r r e d  to  a s  th e  M id w e s t )  a n d  s o u th  c e n t r a l  p la in s  r e g io n s  o f  th e  U n i t e d  S ta t e s ,  b a s e d  o n  

t h e i r  c u r r e n t  a n d  h i s t o r i c a l  d i s t r ib u t io n s  a n d  m a y  h a v e  s u r v iv e d  g la c i a t io n  n o r th w e s t  o f  

th e  c o n t in e n t a l  ic e  s h e e t s  a s  w e l l  ( S te w a r t  a n d  L in d s a y  1 9 8 3 ) .  C o l o n iz a t i o n  o f  th e  

f o r m e r l y  g la c i a te d  p a r t s  o f  th e  r a n g e ,  th e r e f o r e ,  m a y  h a v e  c o m e  f r o m  m u l t ip le  s o u r c e s .  

O n e  h y p o th e s i s  i s  th a t  p o p u la t i o n s  in  th e  g la c i a te d  n o r th e a s t  w o u ld  h a v e  c o m e  n o r th  f r o m  

th e  s o u th e r n  A p p a l a c h ia n s  o r  m id - A t l a n t i c  ( a n  e a s t  o f  th e  M is s i s s i p p i  c l a d e ) ,  w h e r e a s  

p o p u la t i o n s  in  th e  n o r th  c e n t r a l  ( n o r t h e r n  p la in s  n o r t h  in to  C a n a d a )  a n d  n o r th w e s t  

( w e s t e r n  C a n a d ia n  p r o v in c e s  a n d  A la s k a )  w o u ld  h a v e  c o m e  f r o m  th e  s o u t h  c e n t r a l  p la in s  

a n d / o r  R o c k y  M o u n t a in s  ( a  w e s t  o f  th e  M is s i s s i p p i  c l a d e ) .  A l t e r n a t iv e l y ,  th e  

w e s t e r n m o s t  p o r t io n  o f  th e  r a n g e  ( A la s k a ,  n o r th w e s te r n  C a n a d a )  m a y  h a v e  b e e n  

c o l o n iz e d  f r o m  a  n o r th w e s te r n  r e f u g e .  T h e  lo g ic  o f  th e  h y p o th e s i s  o f  a n  e a s t - w e s t  s p l i t  

s t e m s  f ro m  b o th  th e  c u r r e n t  o r  h i s t o r i c a l  d i s t r ib u t io n  a n d  th a t  th e  M is s i s s ip p i  R i v e r  a n d  

g la c ia l  L a k e  A g a s s iz  r e p r e s e n te d  m a j o r  b a r r i e r s  to  d i s p e r s a l .  H a b i t a t  c h a n g e s  s u b s e q u e n t  

to  th e  r e t r e a t  o f  g l a c i e r s  p e r m i t t e d  th e  w o o d  f r o g  to  p e r s i s t  in  th e  s o u th e a s t ,  b u t  l a r g e ly  

e l im in a te d  p r e s u m p t iv e  p o p u la t i o n s  f r o m  th e  s o u t h - c e n t r a l  p la in s .
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S u p p o r t i n g  th e  e a s t  to  w e s t  r e c o l o n iz a t i o n  h y p o th e s i s ,  s e v e r a l  m o r p h o lo g ic a l  

c h a r a c te r s  e x h ib i t  d i n e s  f o l lo w in g  a n  e a s t - w e s t  p a t t e r n  (M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) .  It 

i s  p o s s i b le ;  h o w e v e r ,  t h e s e  c h a r a c te r s  m a y  b e  u n d e r  s e le c t io n  d r iv e n  b y  c l im a te  o r  

h a b i t a t ,  a n d  m a y  n o t  s im p ly  r e f l e c t  c o l o n iz a t i o n  h i s to r y  ( F i s h b e c k  a n d  U n d e r h i l l  1 9 7 1 ) .  

B a s e d  o n  m u s e u m  s p e c i m e n s ,  M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  ( 1 9 5 9 )  f o u n d  th a t  b o d y  s i z e  

d e c r e a s e s  g r a d u a l ly  g o in g  n o r th  f r o m  th e  s o u th e r n  A p p a l a c h ia n s ,  w i th  a  w e a k e r  g r a d ie n t  

in  th e  w e s te r n  p o r t i o n  o f  C a n a d a .  R e la t iv e  l e g  l e n g th  s h o w s  th e  s a m e  o v e r a l l  p a t t e r n

F ig u r e  2 . G e o g r a p h ic  r a n g e  o f  Rana sylvatica o u t l i n e d  in  th e  b o ld  l in e .  R e d r a w n  f r o m  

S te b b in s  ( 1 9 8 5 ) .

( M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) .  T h e  m id d o r s a l  w h i t e  s t r ip e  p r e s e n t  in  m o s t  A la s k a n  a n d

n o r th e r n  C a n a d ia n  i n d iv i d u a l s  i s  a b s e n t  f r o m  th e  s o u th e a s te r n  p o r t io n  o f  th e  g e o g r a p h i c

r a n g e  o f  w o o d  f r o g s  ( M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) .  D o r s a l  s t r ip e  is  t h o u g h t  to  b e

in h e r i t e d  in  a  s im p le  M e n d e l i a n  f a s h io n  (1 lo c u s ,  w i t h  2  a l l e l e s ,  B r o w d e r  e t  a l . 1 9 6 6 ) ,  a n d
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m a y ,  th e r e f o r e ,  b e  t r e a te d  a s  a  s in g l e - lo c u s  g e n e t i c  m a r k e r .  T h e  p a t t e r n  ( a l b e i t  b a s e d  o n  

l i m i t e d  s a m p l in g )  a p p e a r s  to  e x h i b i t  a  r e l a t iv e l y  a b r u p t  t r a n s i t io n  in  th e  n o r th e r n  p la in s  

a n d  in  n o r th e a s t e r n  C a n a d a ,  w i th  s t r ip e d  in d iv i d u a l s  a b s e n t  in  th e  e a s t  a n d  s o u th e a s t ,  

i n f r e q u e n t  a t  m id l a t i tu d e s  in  C a n a d a ,  a n d  c o m m o n  in  th e  n o r th w e s t e r n  p o r t io n  o f  th e  

r a n g e .  T h e  R o c k y  M o u n ta in  p o p u la t i o n s  a l s o  e x h i b i t  a  h ig h  f r e q u e n c y  o f  s t r ip e d  

in d iv id u a l s ,  w i t h  C o lo r a d o  a n d  W y o m in g  p o p u la t i o n s  a p p a r e n t ly  f ix e d  f o r  th e  s t r ip e d  

a l l e l e  ( M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) .

R e c o n s t r u c t i o n  o f  th e  b io g e o g r a p h ic  h i s t o r y  o f  a  s p e c ie s  m a y  b e  b a s e d  o n  a  

v a r i e ty  o f  s o u r c e s .  F o s s i l  e v id e n c e  is  a v a i l a b le  f o r  s o m e  t a x a  ( e .g . ,  H o lm a n  1 9 9 5 , S te w a r t  

a n d  L in d s a y  1 9 8 3 ) , b u t  i s  g e n e r a l ly  l i m i te d  b o th  in  s p a t i a l  c o v e r a g e  a n d  t im e  p e r io d .  

W o o d  f r o g  f o s s i l s  d a t i n g  to  th e  P le i s to c e n e  a r e  k n o w n  f r o m  th e  c e n t r a l  p la in s  ( K a n s a s ,  

N e b r a s k a ) ,  th e  M id w e s t  ( s o u th e r n  I n d ia n a ) ,  a s  w e l l  a s  n u m e r o u s  s i t e s  in  th e  A p p a la c h ia n  

M o u n ta in s  ( H o l m a n  1 9 9 5 ) , s u g g e s t in g  th e s e  a r e a s  a s  p o s s ib le  r e f u g ia .  G e n e t i c  d a t a  h a v e  

b e c o m e  th e  to o l  o f  c h o i c e  f o r  p h y lo g e o g r a p h ic  s t u d i e s  ( A v is e  2 0 0 0 )  in  th e  a b s e n c e  o f  o r  

to  c o m p le m e n t  f o s s i l  e v id e n c e .

T h e  f i e l d  o f  p o p u la t i o n  g e n e t i c s  a n d  in  p a r t i c u la r  m o le c u l a r  p o p u la t i o n  g e n e t i c s  

h a s  g r o w n  a s  a  f i e ld  o f  s tu d y  in  th e  l a s t  f e w  d e c a d e s  d u e  to  th e  in c r e a s in g  u n d e r s ta n d in g  

a n d  u s e  o f  m o le c u l a r  m a r k e r s  ( A v is e  2 0 0 4 ) .  M o le c u la r  p o p u la t i o n  g e n e t i c s  a l l o w s  

in s i g h t s  in to  th e  d e v e lo p m e n t  o f  a  s p e c i e s ’ r a n g e  a n d  th e  im p a c t  o f  h a b i t a t  a n d  c l im a t i c  

c h a n g e  o n  th e  p o p u la t i o n  g e n e t i c s  w i t h in  a  s p e c ie s .  U n d e r s ta n d in g  th e  h i s to r y  o f  a  

s p e c i e s ’ r e s p o n s e  to  h i s to r i c a l  e n v i r o n m e n ta l  c h a n g e s  c a n  a l s o  a l lo w  p r e d ic t i o n s  o f  th e  

p o te n t i a l  im p a c t  o f  f u tu r e  e n v i r o n m e n ta l  c h a n g e  ( D a v i s  a n d  S h a w  2 0 0 1 ) .
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M ic r o s a l e l l i t e s

M ic r o s a te l l i t e s  a r e  t a n d e m  r e p e a t s  f o u n d  th r o u g h o u t  th e  g e n o m e .  M ic r o s a te l l i t e  

lo c i  m o s t  o f t e n  c o n t a in  5 to  4 0  r e p e a t s  o f  2 - 4  n u c l e o t i d e s .  M ic r o s a te l l i t e s  a r e  h ig h ly  

v a r i a b le  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6  &  r e f s  th e r e in ,  E is e n  1 9 9 9 ) .  In  m a n y  e u k a r y o t e s  

m ic r o s a te l l i t e s  o c c u r  a l m o s t  e n t i r e ly  in  n o n c o d i n g  r e g io n s  ( s e e  L i e t .  a l .  2 0 0 2  f o r  r e v ie w ) .  

T r i p le t  r e p e a t s ,  b e c a u s e  th e y  d o  n o t  c a u s e  f r a m e s h i f t  m u ta t i o n s ,  a r e  m o r e  l ik e ly  th a n  

d in u c l e o t i d e  o r  t e t r a n u c le o t i d e  r e p e a t s  to  b e  f o u n d  in  p r o te in  c o d in g  r e g io n s  o f  th e  

g e n o m e  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6  &  r e f s  th e r e in  &  H a n c o c k  1 9 9 9 ) .

M ic r o s a te l l i t e s  h a v e  g e n e r a l ly  b e e n  th o u g h t  to  m u ta te  th r o u g h  o n e  o f  tw o  

p r o c e s s e s .  T h e  f i r s t  is  s l i p p a g e  d u r in g  D N A  r e p l i c a t i o n  a n d  th e  s e c o n d  is  g e n e t i c  

r e c o m b in a t i o n  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ,  E i s e n  1 9 9 9 ,  H a n c o c k  1 9 9 9 ) .  S tu d ie s  in  y e a s t  

a n d  E. coli s u p p o r t  r e p l i c a t i o n  s l i p p a g e  a s  th e  p r im a r y  m e c h a n i s m  f o r  m ic r o s a te l l i t e  

l e n g t h  c h a n g e .  A l le l e  l e n g t h s  o f t e n  c l u s te r ,  f u r t h e r  s u p p o r t in g  th e s e  f i n d in g s  ( H a n c o c k  

1 9 9 9 ) .

M ic r o s a te l l i t e s  h a v e  d e s i r a b le  t r a i t s  a n d  a d v a n ta g e s  o v e r  o th e r  g e n e t i c  m a r k e r s .  

M ic r o s a te l l i t e s  a r e  p r e f e r a b le  to  a l lo z y m e s  a n d  m i t o c h o n d r ia l  D N A  f o r  m a n y  a p p l i c a t i o n s  

b e c a u s e  o f  t h e i r  h ig h  m u ta t io n  r a te ,  w h ic h  v a r i e s  g r e a t l y  b e t w e e n  s p e c ie s ,  r e s u l t in g  in  

g r e a t e r  v a r i a t i o n  ( A v is e  2 0 0 4 ,  Z h a n g  a n d  H e w i t t  2 0 0 3 )  a n d  m o r e  p r e c i s e  e s t i m a t e s  o f  

g e n e t i c  d i s t a n c e  b e t w e e n  p o p u la t i o n s  ( K a l in o w s k i  2 0 0 2 ) .  M i t o c h o n d r ia l  D N A  is  a l s o  a  

s i n g le  lo c u s  w h i le  m i c r o s a te l l i t e s  o f f e r  m o r e  lo c i  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ) .  M o r e  lo c i  

a l s o  a l lo w  m o r e  p r e c i s e  e s t i m a te s  o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  b e t w e e n  p o p u la t i o n s  ( K a l i n o w s k i  

2 0 0 2 ).
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T h e r e  a r e  lo g i s t i c  a d v a n ta g e s  to  m ic r o s a te l l i t e s  a s  w e l l .  S a m p le  p r e p a r a t io n  is  

e a s ie r  th a n  f o r  o t h e r  g e n e t i c  m a r k e r s  d u e  to  o n ly  s m a l l  p ie c e s  o f  D N A  b e i n g  r e q u i r e d  to  

b e  a m p l i f i e d .  A ls o ,  b e c a u s e  o f  th e  s m a l l  f r a g m e n t  s i z e ,  D N A  d e g r a d a t i o n  is  l e s s  o f  a n  

i s s u e  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ) .  B e c a u s e  th e  p r im e r s  f o r  e a c h  lo c u s  a r e  d e s ig n e d  b a s e d  

o n  th e  D N A  s e q u e n c e  f l a n k in g  th e  m ic r o s a te l l i t e  th e  c h a n c e s  o f  p r im e r s  a m p l i f y in g  a 

r e g io n  o f  D N A  in  o t h e r  u n r e l a te d  t a x a  d u r in g  P C R  i s  v e r y  lo w . C r o s s - c o n t a m in a t i o n  is  

th e r e f o r e  l e s s  o f  a n  i s s u e  a s  w e l l  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ) .  A d d i t i o n a l ly ,  m i c r o s a te l l i t e s  

a r e  in h e r i t e d  in  a  M e n d e l i a n  m a n n e r  a n d  a r e  g e n e r a l ly  p r e s u m e d  to  b e  s e le c t iv e l y  n e u t r a l  

a s  th e y  t e n d  to  o c c u r  in  n o n c o d in g  r e g io n s  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ) .

L ik e  a l l  g e n e t i c  m a r k e r s  m ic r o s a te l l i t e s  a r e  n o t  w i th o u t  th e i r  d r a w b a c k s .  P r i m e r  

s i t e  m u ta t i o n s  m a y  c a u s e  a l l e l e s  to  b e  u n a m p l i f i a b l e  ( n u l l  a l l e l e s ) ,  t h o u g h  p r im e r s  c a n  

o f t e n  b e  r e d e s ig n e d  to  o v e r c o m e  th i s  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ) .  T h e r e  is  a l w a y s  th e  

c h a n c e  o f  h o m o p la s y ,  a i i e l e s  th a t  a r e  id e n t i c a l  in  s i z e  b u t  a r e  n o t  id e n t i c a l  b y  d e s c e n t  

( A v i s e  2 0 0 4 ,  S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ) .  H o m o p la s y  is  d e t e c t a b le  i f  i t  c a n  b e  d e t e c te d  

w h e n  a l l e l e s  a r e  s e q u e n c e d .  S e lk o e  a n d  T o o n e n  ( 2 0 0 6 )  s t a t e  s u c h  d e t e c t a b le  h o m o p la s y  

is  u n c o m m o n  u n le s s  th e  r e p e a t  r e g io n  o f  th e  m ic r o s a te l l i t e  i s  e i th e r  c o m p o u n d  o r  

in te r r u p te d .  U n d e te c ta b le  h o m o p la s y  is  a  p o te n t i a l  p r o b le m  f o r  a l l  t y p e s  o f  g e n e t i c  

m a r k e r s  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ) .

T e c h n ic a l  a n d  h u m a n  f a c t o r s  c a n  b o th  in t r o d u c e  e r r o r s  to  a n y  s tu d y  ( B o n in  e t  a l .  

2 0 0 4 ) .  A l l e l e  d r o p o u t  a n d  f a l s e  a l l e l e s  ( s tu t t e r i n g )  a r e  a d d i t io n a l  p r o b le m s  th a t  h a v e  

r e c e n t l y  b e e n  g iv e n  m o r e  a t t e n t io n .  A l le l e  d r o p o u t s  a r e  a l l e l e s  t h a t  d o  n o t  a m p l i f y  in  

h e t e r o z y g o te s ,  c a u s in g  th o s e  i n d iv i d u a l s  to  a p p e a r  a s  h o m o z y g o te s  ( B r o q u e t  a n d  P e t i t  

2 0 0 4 ,  B o n i n  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  T h i s  ty p e  o f  e r r o r  i s  lo c u s  s p e c i f i c  a n d  m ig h t  b e  m i t ig a t e d  w i th
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r ig o r o u s  s c r e e n in g  o f  lo c i  b e f o r e  t h e i r  u s e  (D e  W o o d y  e t  a l .  2 0 0 6 ) .  F a l s e  a l l e l e s  a r e  

a l l e l e s  th a t  a p p e a r  d u e  to  s l i p p a g e  d u r in g  th e  in i t i a l  c y c le s  o f  th e  p o ly m e r a s e  c h a in  

r e a c t i o n  ( P C R )  ( B r o q u e t  a n d  P e t i t  2 0 0 4 ,  B o n i n  e t  a l . 2 0 0 4 ) .  B o n in  e t  a l .  ( 2 0 0 4 )  f o u n d  t e n  

e r r o r s  in  g e n o ty p in g  in  1 2 0 9  a l l e l e s  in  S c a n d in a v ia n  b r o w n  b e a r s ,  Ursus arctos. S ix  o f  

th e s e  e r r o r s  w e r e  a l l e l i c  d r o p o u t s  w h i le  f a l s e  a l l e l e s  o r  c o n t a m in a n t s  a c c o u n te d  f o r  th e  

o th e r  f o u r .  T h e s e  t e n  e r r o r s  e q u a te  to  a  0 .8 %  e r r o r  r a t e  o r  1 7 .6 %  o f  3 4  s a m p l e s ’ 

m u l t i l o c u s  g e n o t y p e s  w i th  a t  l e a s t  o n e  e r r o r .  E r r o r  r a t e s  w e r e  h i g h e r  f o r  D N A  e x t r a c t e d  

f r o m  f e c a l  s a m p le s  ( B o n in  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  S tu t t e r i n g  c a n  b e  e s p e c ia l ly  t r o u b l e s o m e  w i th  

d in u c le o t id e  r e p e a t s .  E x t e n s iv e  s c r e e n in g  a n d  e l im in a t i o n  o f  lo c i  w i th  th i s  p r o b le m  i s  th e  

e a s ie s t  w a y  to  e l i m in a te  th i s  i s s u e  ( D e W o o d y  e t  a l .  2 0 0 6 ) .

M ic r o s a te l l i t e s  w e r e  c h o s e n  a s  th e  g e n e t i c  m a r k e r  o f  c h o ic e  in  th i s  s tu d y  f o r  a  

v a r i e ty  o f  r e a s o n s .  T h e s e  m ic r o s a te l l i t e  m a r k e r s  w e r e  u s e d  in  p r e v io u s  s t u d ie s  ( N e w m a n  

a n d  S q u i r e  2 0 0 1 ,  S q u i r e  a n d  N e w m a n  2 0 0 2 )  a n d  th e r e f o r e  w e r e  a l r e a d y  a v a i l a b le  a n d  

d e t e r m in e d  to  b e  p o te n t i a l l y  in f o r m a t i v e  f o r  th i s  s tu d y .  M i t o c h o n d r ia l  D N A  s e q u e n c i n g  

w a s  n o t  c h o s e n  b e c a u s e  i t  i s  g e n e r a l l y  n o t  a s  p o ly m o r p h ic  a s  m ic r o  s a te l l i t e s  ( A v is e  2 0 0 4 ,  

Z h a n g  a n d  H e w i t t  2 0 0 3 ) .  O n c e  th i s  s tu d y  w a s  b e g u n  it  w a s  l e a r n e d  t h a t  a  s im i l a r  s tu d y  

u s in g  m i t o c h o n d r ia l  D N A  w a s  u n d e r w a y .  T h e  r e s u l t s  f r o m  th i s  s tu d y  c o n f i r m e d  th a t  

m i t o c h o n d r ia l  D N A  w a s  to o  c o n s e r v e d  to  b r in g  to  b e a r  o n  th i s  s tu d y  ( I r w in ,  p e r s .  

c o m m .) .  A t  th e  t im e  th i s  s tu d y  w a s  b e g u n  o th e r  m a r k e r s  s u c h  a s  A F L P s  a n d  S N P s  w e r e  

n o t  a s  c o m m o n ly  u s e d  a s  th e y  a r e  to d a y ;  i f  th i s  s t u d y  w e r e  c o n t in u e d  I w o u ld  l ik e ly  

in c lu d e  th e s e  m a r k e r s  a s  w e l l ,  b u t  t h a t  i s  b e y o n d  th e  s c o p e  o f  th i s  d i s s e r t a t i o n .
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O b je c t iv e s

T h is  s tu d y  w a s  u n d e r ta k e n  to  in v e s t i g a te  th e  p a t t e r n s  o f  g e n e t i c  v a r i a b i l i t y  a n d  

d i f f e r e n t i a t i o n  in  R. sylvatica a c r o s s  i t s  r a n g e .  T h e  p a t t e r n s  in v e s t ig a te d  w e r e  b o th  

c o n t in e n t  w id e  ( C h a p t e r  2 )  a n d  in  th e  u p p e r  G r e a t  P la in s  r e g io n  ( C h a p t e r  3 ) .  A  c o r o l l a r y  

to  th e  m a in  g o a l s  o f  th e  p r o je c t  w a s  a  lo o k  a t  th e  u s e f u ln e s s  o f  m ic r o s a te l l i t e s ,  a  m a r k e r  

g e n e r a l l y  u s e d  to  in v e s t ig a te  f in e - s c a le  s t r u c tu r e  ( N e w m a n  a n d  S q u i r e  2 0 0 1 ,  S q u i r e  a n d  

N e w m a n  2 0 0 2 ) ,  o n  s p e c i e s  r a n g e - w id e  s c a l e  ( C h a p t e r  4 ) .  T h e  s p e c i f i c  h y p o th e s e s  t e s t e d  

a r e  a s  f o l lo w s :

1. Genetic variation in R. sylvatica will be less in previously glaciated and more 

recently recolonized areas than in putative glacial refugial areas.

M o r p h o l o g ic a l  e v i d e n c e  s h o w s  c l in a l  v a r i a t i o n  in  a  n u m b e r  o f  p h e n o t y p ic  t r a i t s .  

B o d y  s i z e  d e c r e a s e s  g r a d u a l l y  g o in g  n o r th  f r o m  th e  s o u th e r n  A p p a la c h ia n s  ( a  p u ta t i v e  

g la c ia l  r e f u g i a )  w i th  a  w e a k e r  g r a d ie n t  in  th e  w e s t e r n  p o r t i o n  o f  C a n a d a  ( M a r t o f  a n d  

H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) .  R e la t i v e  le g  l e n g t h  s h o w s  th e  s a m e  o v e r a l l  p a t t e r n  ( M a r t o f  a n d  

H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) .  T h e  m id d o r s a l  w h i t e  s t r i p e  p r e s e n t  in  m o s t  A l a s k a n  a n d  n o r th e r n  

C a n a d a  in d iv i d u a l s  i s  n o t  f o u n d  in  i n d iv i d u a l s  f r o m  th e  s o u th e a s te r n  p o r t i o n  o f  th e  w o o d  

f r o g ’s  g e o g r a p h i c  r a n g e  ( M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) .  T h e  m o r p h o lo g ic a l  e v i d e n c e  

s u g g e s t s  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  in  g e n e t i c  v a r i a t i o n  a c r o s s  th e  r a n g e  o f  th i s  s p e c ie s .  

B a s e d  o n  th e  p a t t e r n  o f  m o r p h o lo g ic a l  v a r i a t i o n  a  p a t t e r n  o f  s i g n i f i c a n t  g e n e t i c  

d i f f e r e n t i a t i o n  a c r o s s  th e  g e o g r a p h i c  r a n g e  o f  th e  s p e c ie s  is  e x p e c te d .  A d d i t io n a l l y ,  

p o p u la t i o n s  e x h i b i t in g  th e  s a m e  p h e n o t y p e  in  th e  m o r p h o lo g ic a l  t r a i t s  d e s c r ib e d  w o u ld  

b e  e x p e c te d  to  b e  m o r e  c l o s e ly  g e n e t i c a l l y  r e l a t e d  th a n  th o s e  n o t  e x h i b i t in g  th e  s a m e  

p h e n o t y p e .
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2. R. sylvatica found glacial refugia in the southern Appalachian region of the 

southeast United States.

W o o d  f r o g s  a r e  c o l d  to le r a n t ,  t y p ic a l ly  f o u n d  in  w o o d e d  a r e a s  a n d  a r e  c u r r e n t l y  

f o u n d  a t  h i g h  e le v a t io n s  in  th e  A p p a l a c h ia n s .  T h e  s o u th e r n  A p p a la c h ia n s  r e g io n  a l s o  

f o r m s  th e  s o u th e r n  b o u n d a r y  o f  th e  w o o d  f r o g ’s g e o g r a p h ic  r a n g e  ( S te b b in s  1 9 8 5 ) .  

M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  ( 1 9 5 9 )  id e n t i f i e d  a n  A p p a la c h ia n  p h e n o ty p e  ( a m o n g  o th e r  

p h e n o t y p e s )  a n d  p r o p o s e d  p o s s i b le  r e f u g ia  in  th i s  a r e a .  T h i s  g la c ia l  r e f u g iu m  s h o u l d  

s h o w  a  g r e a t e r  g e n e t i c  d iv e r s i ty  th a n  m o r e  r e c e n t l y  c o l o n iz e d  r e g io n s ,  a n d  p o s s ib ly  

u n iq u e  g e n o t y p e s  d u e  to  th e  lo n g e r  t im e  d u r in g  w h ic h  th e y  a c c u m u l a te d  m u ta t i o n s  

( T a b e r le t  a n d  C h e d d a d i  2 0 0 2 ) .

3. A genetic pattern should be apparent if Manitoba, Canada was a point of 

convergence for dispersing R. sylvatica during range expansion.

A n  a r e a  o f  c o n v e r g e n c e  w o u ld  s h o w  a n  in c r e a s e  in  g e n e t i c  v a r i a t i o n  o v e r  

g e o g r a p h i c a l ly  p r o x im a l  a r e a s .  I n  a  p r e v io u s  s tu d y  o f  Rana sylvatica, D r . J a s o n  I r w in  

f o u n d  s t r o n g  s u p p o r t  f o r  a n  e a s t e r n  c l a d e  th a t  in c lu d e d  s a m p le s  f r o m  th e  s o u th e a s t e r n  

U n i t e d  S ta te s  n o r t h  th r o u g h  th e  A t la n t i c  s t a t e s  in to  C a n a d a ,  th a t  w a s  d i v e r g e n t  f r o m  a  

w e s te r n  c l a d e  th a t  in c lu d e d  s a m p le s  f r o m  th e  u p p e r  M id w e s t  ( M in n e s o ta  a n d  N o r t h  

D a k o ta ) ,  w e s t e r n  C a n a d a ,  A la s k a ,  a n d  C o l o r a d o  a n d  W y o m in g  b a s e d  o n  a  5 6 2  b a s e  p a i r  

s e q u e n c e  o f  th e  m tD N A  c y t o c h r o m e  b g e n e .  T h e  z o n e  o f  o v e r l a p  a p p e a r e d  to  b e  in  

M a n i t o b a  ( I r w in ,  u n p u b l i s h e d  d a ta ) .  I f  th e  z o n e  o f  o v e r l a p  is  in  M a n i t o b a  th e n  w e  s h o u l d  

s e e  a  m ix t u r e  b e tw e e n  e a s t e r n  a n d  w e s te r n  a l l e l e s  a n d  h ig h e r  a l l e l i c  d iv e r s i ty  th a n  

p o p u la t i o n s  e i th e r  e a s t  o r  w e s t  o f  th i s  z o n e .
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C H A P T E R  II

R A N G E W I D E  A N A L Y S I S  

A b s t r a c t

W o o d  f r o g s ,  Rana sylvatica, a r e  f r e e z e  to l e r a n t .  T h i s  t r a i t  h a s  a l lo w e d  th i s  

s p e c i e s  o n e  o f  th e  n o r th e r n m o s t  g e o g r a p h ic  r a n g e s  o f  a l l  a m p h ib ia n s ,  p r o v id in g  a n  

e x c e p t i o n a l  b io lo g ic a l  s y s t e m  in  w h ic h  to  e x a m in e  th e  e f f e c t s  o f  th e  r e t r e a t  o f  th e  

g la c ie r s .  S ix  m ic r o s a te l l i t e  lo c i  w e r e  u s e d  to  id e n t i f y  l a r g e  s c a le  p a t t e r n s  o f  g e n e t i c  

v a r i a b i l i t y  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  in  th e  w o o d  f r o g .  T h e s e  p a t t e r n s  h a v e  b e e n  a f f e c te d  b y  th e  

p a t t e r n  o f  g la c i a t io n ,  th e  lo c a t io n  o f  g la c ia l  r e f u g ia ,  m o d e s  o f  r e c o l o n iz a t i o n ,  a n d  a r e a s  o f  

s e c o n d a r y  c o n ta c t .

I n t r o d u c t io n

D u r i n g  t h e  l a s t  g la c ia l  m a x im u m  th e  L a u r e n t id e  ic e  s h e e t  c o v e r e d  m o s t  o f  p r e s e n t  

d a y  C a n a d a  a n d  e? 'd e d  f u r t h e r  s o u th  th a n  th e  G r e a t  L a k e s .  T h e  L a u r e n t i d e  i c e  s h e e t  

la y  j u s t  e a s t  o f  th e  C o r d i l l e r a n  i c e  s h e e t  o r  i c e  f i e ld  t h a t  c o v e r e d  w e s te r n  C a n a d a  a n d  

p o s s i b ly  p a r t  o f  A la s k a .  B y  a r o u n d  1 2 ,0 0 0  y e a r s  a g o  th e  L a u r e n t i d e  i c e  s h e e t  h a d  

r e c e d e d  to  r o u g h ly  th e  C a n a d a /U n i t e d  S ta t e s  b o r d e r  b u t  i t  w a s  n o t  u n t i l  a b o u t  6 5 0 0  y e a r s  

a g o  t h a t  th i s  ic e  s h e e t  f in a l l y  d i s a p p e a r e d  ( P ie lo u  1 9 9 1 ) .  In  th e  n o r th e r n  G r e a t  P la in s  th e  

g la c ie r s  w e r e  f o l lo w e d  b y  i n te r m i t t e n t  s e v e r e  d r o u g h t s  l a s t in g  o v e r  a  h u n d r e d  y e a r s .  I t 

h a s  n o t  b e e n  u n t i l  t h e  l a s t  7 5 0  o r  s o  y e a r s  th a t  a  c o o l e r  a n d  w e t t e r  c l im a te  h a s  c o m e  a b o u t
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in  th i s  r e g io n  (L a i r d  e t  a l .  1 9 9 6 ) .  O n e  o f  th e  m o s t  im p o r ta n t  e v e n t s  in  r e c e n t  g e o lo g ic  

h i s to r y  a f f e c t in g  n o r th e r n  s p e c ie s  r a n g e  a n d  g e n e t i c  m a k e u p  is  g la c i a t io n  (A i s o s  e t  a l . 

2 0 0 5 .

T h e  r e c o l o n iz a t i o n  h i s to r i e s  o f  a  v a r i e ty  o f  N o r t h  A m e r ic a n  s p e c ie s  h a v e  b e e n  

in f e r r e d  f r o m  m o le c u l a r  m a r k e r s  ( e .g . .  G o o d  a n d  S u l l i v a n  2 0 0 1 ,  M T o t ,  e t  a l .  2 0 0 0 ,  N e s b o  

e t  a t .  1 9 9 9 ,  S to n e  e t  a l . 2 0 0 2 ) .  In  a d d i t i o n  to  s p a t i a l  d i n e s  in  a l l e l e  o r  h a p lo ty p e  

f r e q u e n c i e s  r e s u l t in g  f r o m  e x p a n s io n  o f  c o l o n i s t s  f r o m  r e f u g ia l  p o p u la t i o n s ,  p o p u la t i o n s  

in  g la c i a te d  r e g io n s  t e n d  to  e x h i b i t  lo w e r  d i f f e r e n t i a t i o n  a m o n g  p o p u la t i o n s  th a n  a m o n g  

p o p u l a t i o n s  p e r s i s t in g  in  i s o la te d  g la c ia l  r e f u g ia ,  a s  w e l l  a s  r e d u c e d  l e v e l s  o f  g e n e t i c  

v a r i a b i l i t y  ( r e v ie w e d  in  H e w i t t  1 9 9 9 , 2 0 0 0 ) .  R a p id  n o r th w a r d  e x p a n s i o n  w o u ld  l e a d  to  a  

r e d u c t io n  in  g e n e t i c  d iv e r s i ty  in  a  s p e c i e s  m o s t  n o r th e r n  p o p u l a t io n s .  A  s l o w e r  

r e c o l o n iz a t i o n  w o u l d  a l lo w  p o p u la t i o n s  to  r e t a in  m o r e  o f  th e i r  g e n e t i c  d iv e r s i ty  

th r o u g h o u t  t h e i r  r a n g e  a n d  a l lo w  r e f u g i a l  a r e a s  t i m e  to  b o th  d iv e r g e  g e n e t i c a l l y  a n d  

b e c o m e  g e o g r a p h i c a l ly  s u b d iv i d e d  ( H e w i t t  2 0 0 1 ,  2 0 0 4 ) .  P a t t e r n s  o f  v a r i a t i o n  m a y  b e  

c o m p le x ,  h o w e v e r ,  d e p e n d in g  o n  th e  n u m b e r  a n d  lo c a t i o n  o f  r e f u g ia l  p o p u la t i o n s ,  r o u te s  

a n d  t i m in g  o f  c o l o n iz a t i o n  o f  f o r m e r l y  g la c ia te d  r e g io n s ,  a n d  lo c a t io n s  ( i f  a n y )  o f  z o n e s  

o f  c o n t a c t  b e t w e e n  c o l o n i s t s  d e r iv e d  f r o m  d i f f e r e n t  r e f u g ia  ( I b r a h im  e t  a l .  1 9 9 6 ) .

T h i s  s tu d y  w a s  u n d e r ta k e n  to  lo o k  s p e c i f i c a l l y  a t  th r e e  q u e s t i o n s  l i s t e d  b e lo w '.

1. Is  g e n e t i c  v a r i a t i o n  in  R. sylvatica l e s s  in  p r e v io u s l y  g la c i a te d  a n d  m o r e  r e c e n t ly  

r e c o l o n iz e d  a r e a s  th a n  in  p u ta t i v e  g la c ia l  r e f u g ia l  a r e a s ?

M o r p h o l o g ic a l  e v i d e n c e  s h o w s  c l in a l  v a r i a t i o n  in  a  n u m b e r  o f  p h e n o t y p ic  t r a i t s  in  

R. sylvatica ( M a r t o f  &  H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) . T h e  m o r p h o lo g ic a l  e v i d e n c e  s u g g e s t s  

s ig n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  in  g e n e t i c  v a r i a t i o n  a c r o s s  th e  r a n g e  o f  th i s  s p e c i e s  w i th  th o s e
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p o p u la t i o n s  e x h ib i t in g  th e  s a m e  c l in a l  t r a i t s  w i l l  h a v e  s im i l a r  a l l e l e s  to  th o s e  o f  o th e r  

p o p u l a t io n s .

2 . D o e s  R. sylvatica h a v e  a  g la c ia l  r e f u g ia  in  th e  s o u th e r n  A p p a la c h ia n  r e g io n  o f  th e  

s o u th e a s t  U n i t e d  S ta t e s ?

T h e  s o u th e r n  A p p a la c h ia n s  r e g io n  f o r m s  th e  s o u th e r n  b o u n d a r y  o f  th e  w o o d  

f r o g ’s  g e o g r a p h ic  r a n g e  a n d  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  r e f u g ia  f o r  a  n u m b e r  o f  s p e c ie s ,  

in c lu d in g  th e  N o r t h e r n  s h o r t - t a i l e d  s h r e w  Blarina brevicauda ( B r a n t  a n d  O r t i  2 0 0 3 ) ,  th e  

p y g m y  s a la m a n d e r  Desmognathus wrighti ( C r e s p i  e t .  a l .  2 0 0 3 )  a n d  th e  s p r in g  p e e p e r  

Pseudacris crucifer ( A u s t i n  e t . a l .  2 0 0 2 ) .  M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  ( 1 9 5 9 )  id e n t i f i e d  a n  

A p p a la c h ia n  p h e n o t y p e  ( a m o n g  o th e r s )  a n d  p r o p o s e d  p o s s ib le  r e f u g ia  f o r  Rcma svivatica 

in  th i s  a r e a .  T h i s  g la c ia l  r e f u g i a  s h o u ld  s h o w  a  g r e a t e r  g e n e t i c  d iv e r s i ty  th a n  m o r e  

r e c e n t l y  c o l o n iz e d  r e g io n s ,  a n d  p o s s i b ly  u n iq u e  g e n o ty p e s  ( T a b e r le t  a n d  C h e d d a d i  2 0 0 2 ) .

3 . I s  th e r e  a  p o in t  o f  c o n v e r g e n c e  f o r  d i s p e r s i n g  R. sylvatica d u r in g  r a n g e  e x p a n s io n  in  

M a n i t o b a ,  C a n a d a ?

A n  a r e a  o f  c o n v e r g e n c e  w o u l d  s h e w  in  in c r e a s e  in  g e n e t i c  v a r i a t i o n  o v e r  

g e o g r a p h i c a l ly  p r o x im a l  a r e a s .  S t r o n g  s u p p o r t  f o r  a n  e a s t e r n  c l a d e  th a t  in c lu d e d  s a m p le s  

f r o m  th e  s o u th e a s t e r n  U n i te d  S ta t e s  n o r t h  th r o u g h  th e  A t l a n t i c  s t a t e s  in to  C a n a d a ,  th a t  

w a s  d iv e r g e n t  f r o m  a  w e s t e r n  c l a d e  th a t  in c lu d e d  s a m p le s  f r o m  th e  u p p e r  M id w e s t  

( M in n e s o ta  a n d  N o r t h  D a k o ta ) ,  w e s t e r n  C a n a d a ,  A la s k a ,  a n d  C o lo r a d o  a n d  W y o m in g  

w a s  f o u n d  in  a  p r e v io u s  s t u d y  w i th  a  p o s s i b l e  z o n e  o f  o v e r l a p  in  M a n i t o b a  ( I r w i n ,  

u n p u b l i s h e d  d a t a ) .  I f  th e  z o n e  o f  o v e r l a p  i s  in  M a n i t o b a  th e n  w e  s h o u ld  s e e  a  m ix t u r e  

b e t w e e n  e a s te r n  a n d  w e s t e r n  a l l e l e s  a n d  h ig h e r  a l l e l i c  d iv e r s i ty  th a n  p o p u la t i o n s  e i th e r  

e a s t  o r  w e s t  o f  th i s  z o n e .
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M e th o d s

Sample Handling

A  to ta l  o f  5 4 7  s a m p le s  w e r e  c o l l e c te d  , r o m  2 5  p o p u la t i o n s  ( in d iv id u a l  o r  

n e i g h b o r in g  p o n d s )  a c r o s s  N o r t h  A m e r ic a  ( s e e  F ig u r e  3 lo c a t i o n s  a n d  th e  n u m b e r  o f  

s a m p le s  o f  e a c h  a n d  A p p e n d ix  1A  f o r  c o l l e c to r s ) .  T is s u e  s a m p le s  ( to e  t ip s  o r  h a t c h l i n g s  

( o n e  p e r  e g g  m a s s ) )  w e r e  s to r e d  a n d  t r a n s p o r te d  in  9 5 %  e th a n o l .  D N A  w a s  e x t r a c te d  b y  a  

s t a n d a r d  p h e n o l - c h lo r o f o r m  e x t r a c t io n  a n d  a n  e t h a n o l  p r e c i p i t a t io n  ( H i t c h in g s  &  

B e e b e e l 9 9 8 ) .  S ix  m ic r o s a t e l l i t e  lo c i  w e r e  u s e d  ( T a b le  1 ). P C R  r e a c t io n s  w e r e  

c o n d u c te d  in  lO u l v o lu m e s  a n d  c o n t a i n e d  I X  b u f f e r ,  0 .5  u M  d N T P s ,  2 .5  m M  M g C h ,  

l u M  u n l a b e le d  p r im e r ,  l u M  t l u o r e s c e n t ly  l a b e l e d  p r im e r ,  a n d  0 .5  u n i t s  t a q  D N A  

p o ly m e r a s e  ( P r o m e g a ) .  T h e  P C R  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  in  a  B I O R A D  th e r m o c y c l e r .  

F o r  R s 2 3  ( N e w m a n  a n d  S q u i r e  2 0 0 1 )  th e  c y c le s  c o n s i s t e d  o f  3 m in u t e s  a t  9 4 °C ', a n d  3 

m in u t e s  a t  5 5 ° C  f o r  o n e  c y c le ,  1 m in u t e  a t  7 2 ° C , 1 m in u t e  a t  9 4 ° C , 1 m in u te  a t  5 5 ° C  f o r  

3 0  c y c le s  a n d  a  3 m in u t e  e x t e n s io n  a t  7 2 ° C . F o r  a l l  o th e r  p r i m e r s  ( s e e  J u l i a n  a n d  K in g  

2 0 0 3 )  th e  P C R  r e a c t io n  c y c le s  w e r e  3 m in u t e s  a t  9 4 ° C  f o r  o n e  c y c le ,  1 m in u te  a t  9 4 ° C , 3 0  

s e c o n d s  a t  5 4 ° C ,  a n d  a  f in a l  1 m in u t e  a t  7 2 ° C  f o r  3 0  c y c le s ,  a n d  a  2  m in u te  e x t e n s i o n  s te p  

a t  7 2 ° C . P C R  p r o d u c t s  w e r e  r u n  o n  a  2 %  a g a r o s e  g e l  a n d  s t a in e d  w i th  e t h id iu m  b r o m id e  

( 2 u g /m l ) .  P r o d u c t s  in  th e  c o r r e c t  s i z e  r a n g e  w e r e  t h e n  r u n  o n  a n  A B I  m o d e l  3 1 0 0  

( A p p l ie d  B io s y s t e m s )  u s i n g  0 .5 u l  5 0 0 R O X  a s  a  s i z e  s t a n d a r d  in  e a c h  s a m p le .  A B I  o u tp u t  

w a s  u s in g  A B I  G e n e S c a n  s o f tw a r e  ( v e r s i o n  3 .7 ,  2 0 0 0 )  a n d  a l l e l e  s i z e s  d e t e r m in e d  b y  

A B I  G e n o t y p e r  s o f tw a r e .
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T a b le  1. L o c i  a n d  p r im e r  s e q u e n c e s .

L o c u s P r im e r  s e q u e n c e

R s l  1 F : 5 '- T T A C T T T C A G T T T C A A A A G G C A G - 3 ' 

R : 5 '- T A C A C A G T G C T T C A C A A G T T C C - 3 '

R s 2 3 F : 5 ’-C  A C C G  A T T T T T T T T  A  A T  A C  A G - 3 ' 

R : 5 '- A A C C C G G T T A G T G T A T T G T C - 3 ’

R s 3 2 F : 5  '- G G  A C  A C  A C  A A T T C C T T G G T T C - 3 '

R :  5 '- G A G G A G A T T T C C A A A A C A A T C C - 3 '

R s 5 5 F : 5 - G A G T T G G G A C T C C T G A A T A G A G - 3 ' 

R : 5 A G T  C T T T  G C T T T  G T  A  A  A T T  G G C - 3 '

R s 7 0 F : 5 '- C A A A G T G C A C A G T C T A T T T G T C - 3 ' 

R : 5 '- T  G G  A C C  A T T T  G G T T T  A T T T  G T C - 3 '

R s 8 8 F : 5 '- T C A A T C C A T C A G T C T G T C T G T C - 3 '

R : 5 '- G G A T T T T G T A A A G A A T G C T C C T C - 3 '

Data Analysis

C h a r a c te r i z a t io n  o f  g e n e t i c  d iv e r s i ty  ( a l l e l e  f r e q u e n c i e s ,  g e n i c  d iv e r s i ty ,  t e s t s  fo r  

H a r d y - W e in b e r g  e q u i l i b r iu m )  vvas c o n d u c te d  u s in g  G E N E P O P  v e r s i o n  4  ( R o u s s e t  2 0 0 7 ) .  

L e v e l s  o f  in b r e e d in g  ( F is ) ,  i n t r a p o p u l a t i o n  a n d  in te r p o p u l a t io n  g e n e t i c  v a r i a t i o n  w e r e  

c a lc u l a te d  a n d  l i n k a g e  d i s e q u i l i b r iu m  b e t w e e n  p a i r s  o f  lo c i  w a s  t e s t e d  f o r  in  G E N E P O P  

u s i n g  a  lo g  l ik e l ih o o d  r a t io  s t a t i s t i c  ( R o u s s e t  2 0 0 7 ) .  G E N E P O P  w a s  a l s o  u s e d  to  t e s t  f o r  

d i f f e r e n t i a t i o n  in  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  a m o n g  p a i r s  o f  p o p u la t i o n s  u s in g  a  M a r k o v  C h a i n  

M o n te  C a r l o  a p p r o x im a t i o n  o f  F i s h e r ’s  e x a c t  t e s t  ( R a y m o n d  a n d  R o u s s e t  1 9 9 5 ) .  B e c a u s e  

o f  th e  l a r g e  n u n P  r  o f  p a i r w is e  t e s t s  in v o lv e d ,  th e  s ig n i f i c a n c e  o f  p a i r w is e  c o m p a r i s o n s  

w a s  d e t e r m in e d  u s i n g  a  s e q u e n t i a l  B o n f e r r o n i  a d j u s tm e n t  ( R ic e  1 9 8 9 ) .  P a i r w is e  Fst  

(a v e r a g e d  o v e r  lo c i )  w e r e  e s t i m a te d  in  G E N E P O P  a n d  u s e d  in  a n a ly s e s  o f  i s o l a t i o n  b y  

d i s t a n c e ,  w i t h  a  M a n te l  t e s t  o f  s ig n i f i c a n c e  in  1 B D W S  3 .1 4  ( J e n s e n  e t  a l .  2 0 0 5 ) .  P r e s e n c e  

a n d  e s t i m a t i o n  o f  n u l l  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  w a s  e x a m in e d  in  G E N E P O P  ( R o u s s e t  2 0 0 7 )  a n d
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M IC R O -C H E C K E R  ( V a n  O o s t e r h o u t  2 0 0 4 )  w a s  u s e d  to  in v e s t ig a te  th e  p o s s i b i l i t y  o f  

l a r g e  a l l e l e  d r o p o u t ,  e v i d e n c e  o f  s c o r i n g  e r r o r s  a n d  p r e s e n c e  o f  n u l l  a l l e l e s  a n d  e s t i m a t i o n  

o f  n u l l  a l l e l e  f r e q u e n c i e s .

B a y e s i a n  m e th o d s  im p le m e n te d  v ia  S T R U C T U R E  2 .2  ( P r i t c h a r d  et al. 2 0 0 0 ) ,  

w e r e  u s e d  to  d e l in e a te  g r o u p s  o f  in d iv i d u a l s  o r  c l u s t e r s  w i th in  th e  d a t a  s e t .  S T R U C T U R E  

d o e s  n o t  a s s u m e  a  m u ta t io n a l  m o d e l  o r  p r o c e s s  b u t  u s e s  i n d i v i d u a l s '  g e n o t y p e s  to  

d e t e r m in e  th e  p o p u la t i o n ( s )  to  w h ic h  th e y  s h o u l d  b e  a s s ig n e d .  T h e  m o d e l  a c c o u n t s  f o r  

H a r d y - W e i n b e r g  o r  l in k a g e  d i s e q u i l i b r i u m  b y  in t r o d u c i n g  p o p u la t i o n  s t r u c t u r e  a n d  

a t t e m p ts  to  f in d  p o p u la t i o n  g r o u p in g s  th a t  a r e  n o t  in  H a r d y - W e i n b e r g  d i s e q u i l i b r i u m  

( P r i t c h a r d  e t  a l .  2 0 0 0 ) .  T h e  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  o r  g r o u p s  ( K )  w a s  s e t  f r o m  K = 2  to  K = 2 5 . 

F o r  e a c h  s e t t i n g  f o r  K  th e  lo g  t r a n s f o r m e d  l i k e l i h o o d  o f  th e  d a t a  m a tc h i n g  th a t  v a lu e  o f  K  

w a s  d e t e r m in e d  b y  S T R U C T U R E .  A l l  o f  th e  lo g  l ik e l ih o o d  v a l u e s  w e r e  p lo t t e d  a n d  th e  

s m a l le s t  v a l u e  d e t e n n i n e d  th e  m o s t  l ik e ly  K  v a lu e .  A f t e r  th e  m o s t  l ik e ly  n u m b e r  o f  

g r o u p s  w a s  id e n t i f i e d  e a c h  g r o u p  w a s  s u b s e q u e n t l y  s e p a r a te d  a n d  th e  m o s t  l ik e ly  n u m b e r  

o f  c l u s te r s  w i th in  th i s  g r o u p in g  w a s  d e t e r m in e d .  S T R U C T U R E  2 .2  a n a ly s e s  w e r e  b a s e d  

o n  g e n o t y p e s  a t  5 lo c i  ( R s l  1, R s 2 3 ,  R s 3 2 ,  R s 5 5 ,  R s 8 8 ) .  L o c u s  R s 7 0  w a s  r e m o v e d  f r o m  

th e  S T R U C T U R E  a n a ly s i s .  R e m o v a l  o f  th i s  lo c u s  w a s  d o n e  to  a v o id  in t r o d u c t io n  o f  th e  

a p p e a r a n c e  o f  a  d e p a r t u r e  f r o m  H a r d y - W e in b e r g  in  th e  a b s e n c e  o f  t r u e  p o p u la t i o n  

s t r u c tu r e  a s  r e c o m m e n d e d  b y  P r i t c h a r d  e t  a l .  ( 2 0 0 0 ) .
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F ig u re  3 . S a m p le  lo c a t io n s  a n d  n u m b e r  o f  in d iv id u a ls .  1. N o r th  C a r o l i n a  - 17 ; 2 . W is c o n s in  - 2 5 ;  3 . O h io l  - 3 6 ;  4 . O h io 2  - 2 0 ;  

5. S o u th  A p p a la c h ia l  -  2 0 ;  6 . S o u th  A p p a la c h ia 2  - 2 0 ;  7 . Q u e b e c l  - 2 0 ;  8 . Q u e b e c 2  - 2 0 ;  9 . S h e y e n n e  N a t i o n a l  G ra s s la n d s  - 

16; 10 . S a s k a tc h e w a n  - 2 5 ;  11 . C o lo r a d o  - 16 ; 12 . M ic h ig a n  - 15 ; 13 . A lb e r t a  - 2 1 ;  14. N e w  Y o rk  - 1 3 ; 15 . S S P  N e w  Y o rk  - 13 ; 

16. A l a s k a  - 16 ; 17 . C r o o k s to n  - 2 0 ;  18 . R y d e l l  -  2 4 ;  19 . M a n i t o b a l  - 2 9 ;  2 0 .  M a n i to b a 2  - 2 5 ;  2 1 . O a k v i l l e  - 4 1 ;  2 2 . H ill  P o n d  

E a s t  -  4 7 ;  2 3 .  E a s t  G r a n d  F o r k s  - 2 3 ;  2 4 . T u r t l e  M o u n ta in s  -  2 5 ;  2 5 . T e n n e s s e e  - 15



R e s u l t s

O n e  p o p u la t i o n ,  T e n n e s s e e ,  w a s  e x c lu d e d  f r o m  th e  a n a ly s i s  b e c a u s e  th e s e  

i n d iv i d u a l s  c o u l d  b e  s u c c e s s f u l ly  g e n o t y p e d  a t  o n ly  o n e  lo c u s ,  R s 2 3 .  N o  b a n d s  w e r e  

o b t a in e d  f o r  5 o f  th e  lo c i  in  th i s  p o p u la t io n .  E ig h ty  in d iv i d u a l s  f r o m  w i t h  g e n o t y p e s  a t  

f e w e r  th a n  th r e e  lo c i  w e r e  a l s o  e x c lu d e d .  P o p u la t i o n s  r a n g e d  f r o m  z e r o  i n d iv i d u a l s  th a t  

c o u l d  n o t  b e  g e n o t y p e d  a t  tw o  o r  m o r e  lo c i  to  a  h ig h  o f  19  in d iv id u a l s  in  S a s k a tc h e w a n .  

P o o r  D N A  e x t r a c t i o n  a p p e a r e d  to  b e  th e  c a u s e  o f  th e  l a rg e  n u m b e r  o f  f a i l e d  a t t e m p ts  to  

g e n o ty p e  in d iv i d u a l s  f r o m  th e  S a s k a tc h e w a n  p o p u la t io n .  N u m b e r s  o f  in d iv id u a l s  

g e n o t y p e d  a n d  n u m b e r  o f  a l l e l e s  f o r  e a c h  p o p u la t i o n  a n d  lo c u s  a r e  in  T a b le  2 . T h e  

n u m b e r  o f  a l l e l e s  in  e a c h  p o p u la t i o n  c o m p a r e d  to  th e  to ta l  n u m b e r  o f  a l l e l e s  f o u n d  a c r o s s  

th e  r a n g e  o f  th i s  s p e c ie s  i s  s e e n  in  F ig u r e  4 .

T h e  A la s k a  p o p u la t i o n  s h o w e d  th e  lo w e s t  l e v e l  o f  in b r e e d in g  (F is  =  - 0 .1 6 0 4 )  

w h i l e  A lb e r t a  a n d  S a s k a tc h e w a n  s h o w e d  th e  h ig h e s t  (F is  =  0 .3 8 8 5  a n d  0 .3 3 6 8 ,  

r e s p e c t iv e ly ) .  T h e  d e g r e e  o f  in b r e e d in g  f o r  e a c h  p o p u la t i o n  is  s h o w n  in  F i g u r e  5 . P le a s e  

s e e  A p p e n d ix  B  f o r  a l l  r e s u l t s .

W i th in  p o p u la t i o n  v a r i a t io n  w a s  lo w e s t  in  th e  A la s k a  a n d  C o lo r a d o  p o p u l a t i o n s  a t  

0 .6 5 9  a n d  0 .5 4 5 3  r e s p e c t i v e ly  a n d  h ig h e s t  in  th e  s e c o n d  M a n i t o b a  p o p u la t i o n  a t  0 .9 2 2 3 .  

W i th in  in d i v i d u a l  p o p u la t i o n  w a s  lo w e s t  in  th e  C o l o r a d o  p o p u la t io n  a t  0 .5 0 6 8  a n d  

h ig h e s t  in  th e  s e c o n d  M a n i t o b a  p o p u la t i o n  a t  0 .8 7 0 2 .
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T a b l e  2 . P o p u la t i o n s ,  w i t h  th e  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a l l e l e s  ( A )  a t  e a c h  lo c u s  a n d  th e  

n u m b e r  o f  i n d iv i d u a l s  g e n o t y p e d  a t  e a c h  lo c u s  ( N ) ._ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

R s l l Rs23 Rs32 Rs55 Rs70 Rs8S

A N A N A N A N A N A N

A la s k a 5 11 2 11 5 5 6 13 0 0 5 1 1

A lb e r ta 6 6 3 15 7 8 4 11 2 1 10 15

C o lo ra d o 4 10 3 12 10 3 11 7 11 3 12

C ro o k s to n 13 15 6 19 12 18 13 2 0 0 0 11 19

E  G ra n d  F o rk s 13 12 6 14 12 10 6 6 10 7 8 13

H ill P o n d  E 15 18 7 37 2 0 3 0 12 3 4 12 19 13 2 6

M a n ito b a  1 13 10 4 19 16 15 13 19 12 15 10 11

M a n ito b a  2 15 16 3 2 12 15 16 14 15 12 11 13

M ic h ig a n 2 0 14 4 15 10 13 11 14 11 14 11 14

N o r th  C a ro lin a 11 12 7 13 10 14 9 10 14 13 9 14

N e w  Y o rk 12 12 2 9 8 9 8 12 6 8 8 9

O a k v il le 15 33 5 14 16 38 13 35 11 2 2 10 3 2

O h io  1 31 34 11 27 15 35 16 21 19 23 13 21

O h io  2 2 0 2 0 7 20 9 2 0 10 13 9 12 12 13

Q u e b e c  1 17 19 4 2 0 11 2 0 11 15 17 17 17 2 0

Q u e b e c  2 15 2 0 7 18 13 2 0 11 18 13 13 14 19

R y d e ll 15 19 5 17 9 18 11 16 8 5 11 19

S a s k a tc h e w a n 6 6 6 4 4 3 6 5 3 4 8 5

S h e y e n n e 11 16 4 16 9 16 10 14 8 15 7 16

S A p p a la c h ia  1 17 18 5 2 0 10 2 0 9 13 15 19 9 9

S A p p a la c h ia  2 19 16 9 16 11 15 3 2 8 8 5 4

S S P  N e w  Y o rk 6 7 1 5 8 9 10 10 6 5 11 9

T u r t le  M o u n ta in s 12 11 5 21 0 0 12 16 9 14 9 18

W is c o n s in 16 12 7/ 16 13 14 12 11 15 16 11 16
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F ig u r e  4 . A l l e l i c  d i v e r s i ty  a c r o s s  a l l  lo c i .  R e d  is  th e  p e r c e n ta g e  o f  a l l e l e s  p r e s e n t  in  th e  

p o p u l a t i o n  c o m p a r e d  to  th e  to ta l  n u m b e r  o f  a l l e l e s  f o u n d  a c r o s s  th e  g e o g r a p h ic  r a n g e  

( b lu e ) .

T w o  p a i r s  o f  lo c i ,  R s l l  a n d  R s 7 0 ,  a n d  R s l  1 a n d  R s 8 8  w e r e  f o u n d  to  b e  ^ 5 '.A u g e  

d i s e q u i l i b r i u m .  E a c h  p a i r  o f  lo c i  in  l in k a g e  d i s e q u i l i b r i u m  d id  n o t  h a v e  a l l  p o p u la t i o n s  in  

s ig n i f i c a n t  l in k a g e  d i s e q u i l i b r i u m  ( T a b le  3 ). k s ! 1 a n d  R s 7 0  w e r e  in  d i s e q u i l i b r iu m  in  

S o u th  A p p a la c h ia  1 a n d  O a k v i l l e  w h i le  R s l  1 a n d  R s 8 8  w e r e  in  d i s e q u i l i b r i u m  o n ly  in  

O a k v i l l e  ( s e e  A p p e n d ix  C ) .  R s l  1 a n d  R s 7 0  a l s o  h a d  o n e  o th e r  p o p u la t i o n  th a t  w a s  n e a r l y  

s ig n i f i c a n t  ( N o r th  C a r o l i n a ’s  u n b i a s e d  e s t i m a te  o f  th e  p - v a l u e  o f  p = 0 .0 8 Q 4 ) .  In  b o th  

c a s e s  a t  l e a s t  o n e  o f  th e  lo c i  in v o lv e d  h a d  a  l a r g e  n u m b e r  o f  m is s i n g  g e n o t y p e s  in  e n o u g h  

p o p u l a t i o n s  th a t  a  n u m b e r  o f  th o s e  p o p u la t i o n s  c o u l d  n o t  b e  u s e d  to  t e s t  f o r  l in k a g e  

d i s e q u i l i b r iu m .  T h i s  s m a l l e r  n u m b e r  o f  p o p u l a t i o n s  u s e d  in  th e  c a lc u l a t i o n s  p la c e d
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u n d u e  w e ig h t  o n  a  v e r y  lo w  n u m b e r  o f  s ig n i f i c a n t  f in d i n g  f o r  th a t  lo c i  p a i r .  F o r  th i s  

r e a s o n  a l l  o f  th e  lo c i  w e r e  u s e d  in  m o s t  o f  th e  f u r t h e r  d a t a  a n a ly s i s .

F ig u r e  5 . F is  v a l u e s  a c r o s s  th e  g e o g r a p h ic  r a n g e .  T h e  y e l lo w  is  th e  d e g r e e  o f  in b r e e d in g  

in  e a c h  p o p u la t io n .

O n l y  p o p u la t i o n s  f r o m  C o l o r a d o ,  L o n g  I s l a n d ,  N e w  Y o rk ,  A la s k a ,  M a n i t o b a  

( b o th  p o p u la t i o n s )  a n d  E a s t  G r a n d  F o r k s ,  M in n e s o ta  w e r e  in  H a r d y - W e in b e r g  

e q u i l i b r iu m .  A l l  o t h e r  p o p u la t i o n s  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  h e t e r o z y g o te  d e f i c i e n c y  ( T a b le  

4 ) .  A l l  p o p u la t i o n s  w e r e  s ig n i f i c a n t ly  d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  a l l  o th e r  p o p u la t i o n s  in  

p a i r w is e  g e n o ty p ic  d i f f e r e n t i a t i o n  t e s t s  e x c e p t  f o r  th e  s ix  p o p u la t i o n  p a i r s  l i s t e d  in  T a b le  

5 . T w o  p o p u la t i o n s  in  c l o s e  g e o g r a p h i c  p r o x im i t y ,  s o u th e r n  A p p a la c h ia  1 a n d  2 ,  w e r e  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t i a t e d  ( p < 0 .0 0 1 ) .

2 5



T a b l e  3 . L in k a g e  d i s e q u i l i b r iu m  s i g n i f i c a n c e  v a l u e s  a c r o s s  a l l  p o p u la t i o n  p a i r s  f o r  e a c h  

p a i r  o f  lo c i .  S ig n i f i c a n t  p - v a l u e s  a r e  b o ld e d .  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ___

R s 2 3 R s 3 2 R s 5 5 R s 7 0 R s 8 8

R s l  1 0 .9 9 3 0 .8 8 8 1 .0 0 0

Highly

sign.

Highly

sign.

R s 2 3 1 .0 0 0 0 .7 2 9 0 .5 5 6 0 .9 8 0

R s 3 2 0 .7 7 7 1 .0 0 0 1 .0 0 0

R s 5 5 0 .2 1 2 1 .0 0 0

R s 7 0 0 .9 9 3

T a b le  4 . H a r d y - W e in b e r g  e s t i m a t i o n  o f  p - v a lu e s  b y  M a r k o v  c h a in  m e th o d  b y  p o p u la t i o n  

o v e r  a l l  lo c i .  N o n - s i g n i f i c a n t  v a l u e s  a r e  b o l d e d . _____ _

P o p u la t i o n p - v a l u e P o p u la t i o n p - v a l u e

Alaska 0.8616 O h io  1 0 .0 0 0 0

A lb e r ta 0 .0 0 0 0 O h io  2 0 .0 0 0 0

Colorado 0.1583 Q u e b e c  1 0 .0 0 0 0

C r o o k s to n 0 .0 0 0 2 Q u e b e c  2 0 .0 0 0 0

E Grand Forks 0.3708 R y d e l l 0 .0 0 0 1

H i l l  P o n d  E 0 .0 0 0 0 S a s k a tc h e w a n 0 .0 0 0 2

Manitoba 1 0.3808 S h e y e n n e 0 .0 0 3 4

Manitoba 2 0.7196 S  A p p a la c h ia  1 0 .0 0 0 3

M ic h ig a n 0 .0 1 8 5 S  A p p a la c h ia  2 0 .0 0 0 0

N o r t h  C a r o l i n a 0 .0 0 0 5 S S P  N e w  Y o r k 0 .0 1 7 7

New York 0.1368 T u r t l e  M tn s 0 .0 0 2 2

O a k v i l l e 0 .0 0 0 0 W i s c o n s i n 0 .0 0 0 0

T h e  n u m b e r  o f  p r iv a te  a l l e l e s  f o u n d  in  e a c h  p o p u la t i o n  o v e r  a l l  l o c i  w a s  r e l a t i v e l y  

s m a l l ,  w i th  th e  s e c o n d  M a n i t o b a  p o p u la t i o n  h a v in g  n o  p r iv a t e  a l l e l e s  a n d  th e  f i r s t  Q u e b e c  

a n d  o n e  o f  th e  N e w  Y o r k  p o p u la t i o n s  h a v i n g  s e v e n  p r iv a t e  a l l e l e s  ( F ig u r e  6 ) .

Fst  v a l u e s  r a n g e d  f r o m  0  to  0 .3 4  ( s e e  A p p e n d ix  D ) .  O f  2 7 6  p a i r w is e  Fst  v a l u e s ,  

3 5  o f  t h e s e  w e r e  g r e a t e r  t h a n  0 .2 0 .  O f  t h e s e  3 5  p a i r w is e  c o m b in a t io n s  a l l  b u t  o n e  

in v o lv e d  C o l o r a d o  o r  A la s k a .  T h e  p a i r w is e  Fst  v a l u e s  u n d e r  0 .0 3  in c lu d e d  

g e o g r a p h i c a l l y  p r o x im a l  p o p u la t i o n s  g a th e r e d  f r o m  th e  s a m e  s t a t e  o r  p r o v i n c e  ( O h i o  ( 2 ) ,  

Q u e b e c  ( 2 ) ,  M in n e s o ta  ( 3 )  a n d  M a n i t o b a  ( 2 ) )  e x c e p t  in  th e  c a s e s  o f  N o r t h  C a r o l in a  a n d
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N e w  Y o rk .  T h e  p a i r w is e  Fst  v a l u e s  f o r  th e  th r e e  N o r t h  C a r o l in a  p o p u la t i o n s  r a n g e  f r o m  

0 .0 4 1 9  to  0 .0 2 6 4 .  T h e  tw o  N e w  Y o r k  p o p u la t i o n s  h a d  a n  Fst  v a l u e  o f  0 .1  i .

T a b le  5 . N o n - s ig n i f i c a n t  g e n o t y p ic  d i f f e r e n t i a t i o n  in  p o p u la t i o n  p a i r s .

P o p u la t i o n  p a i r U n b ia s e d  e s t im a te  o f  p - v a lu e

E a s t  G r a n d  F o r k s ,  M N  a n d  M a n i t o b a  2 0 .0 8 5

Q u e b e c  1 a n d  Q u e b e c  2 0 .1 0 6

C r o o k s t o n ,  M N  a n d  M a n i t o b a  2 0 .2 9 5

C r o o k s t o n ,  M N  a n d  R y d e l l ,  M N 0 .3 1 6

M a n i t o b a  1 a n d  M a n i t o b a  2 0 .3 3 8

O h i o  1 a n d  O h i o  2 0 .5 0 9

D u e  to  s m a l l  s a m p l e  s i z e s  in  s o m e  p o p u la t i o n s  a n d  a t  s o m e  lo c i ,  n o t  e v e r y  

p o p u la t i o n  w a s  a b le  to  b e  a n a ly z e d  b y  M I C R O - C H E C K E R  to  d e t e r m in e  p r e s e n c e  a n d  

f r e q u e n c y  o f  n u l l  a l l e l e s .  T h e  G E N E P O P  e s t i m a t i o n  m e th o d  a l s o  u s e s  g e n o t y p e  f a i lu r e  

r a t e  in f o r m a t i o n  a n d  w a s  a b le  to  e s t i m a te  n u l l  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  in  m o r e  p o p u la t i o n s .  

E s t i m a t i o n  o f  n u l l  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  p e r f o r m e d  in  M I C R O - C H E C K E R  ( B r o o k f i e ld  1 

m e t h o d  f r o m  B r o o k f ie ld  e t  a l .  1 9 9 6 )  a n d  G E N E P O P  ( E M  a l g o r i t h m  f r o m  D e m p s te r  e t  a l . 

1 9 7 7 )  g a v e  s i m i l a r  r e s u l t s  in  a l l  b u t  tw o  c a s e s  ( T a b l e  6 ) .  I n  e a c h  o f  th e s e  tw o  e x c e p t i o n s  

th e  n u l l  a l l e l e  f r e q u e n c y  w a s  u n d e r  0 .2  in  b o th  e s t i m a t i o n s  ( T a b le  6 ) .  R s 7 0  w a s  th e  lo c u s  

w i t h  l a r g e s t  n u m b e r  o f  p o p u la t i o n s  d e t e r m in e d  to  h a v e  n u l l  a l l e l e s .  T h i s  h ig h  f r e q u e n c y  

o f  n u l l  a l l e l e s  a t  th e  R s 7 0  lo c u s  is  l ik e y  th e  r e s u l t  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p le s  t h a t  d id  

n o t  p r o d u c e  a  P C R  p r o d u c t  a t  th i s  lo c u s  a n d  a  l a c k  o f  h e t e r o z y g o te s  in  s a m p le d  

p o p u la t i o n s .  T h e  M a n t e l  t e s t  p e r f o r m e d  in  I B D W S  3 .1 4  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  

a s s o c ia t i o n  b e t w e e n  g e n e t i c  a n d  g e o g r a p h i c  d i s t a n c e  ( r = 0 .4 7 ,  p = 0 .0 1 3 ) .  P a i r w is e  Fs t  

v a l u e s  f o r  e a c h  p a i r  o f  p o p u l a t i o n s  w e r e  p lo t t e d  a g a in s t  g e o g r a p h ic  d i s t a n c e  in  k i l o m e te r s  

in  F ig u r e  7 .
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T a b le  6. F re q u e n c y  e s tim a tio n s  fo r n u ll a lle le s  by  p o p u la tio n  (fo r p o p u la tio n s  e s tim a te d  to  h av e  n u ll a lle le s )  fo r  e a ch  locus. 

G P  is th e  G E N E P O P  v a lu e  an d  M C  is th e  M IC R O C H E C K E R  B ro o k fie ld  e t  a l. (1 9 9 6 ) v a lu e . B o x e d  v a lu e s  a re  th o se  w ith  

g re a te r  th a n  10%  d if fe re n c e  b e tw e en  th e  tw o  e s tim a tio n s ._ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

Rs 1 1 Rs 23 Rs 32 Rs 55 Rs 70 Rs 88

Population GP MC GP M C GP MC GP M C GP M C GP MC

N orth  C arolina 0.1525 0.1522

W isconsin 0.1196 0.1869 0.1862

O hio l 0.1196 0.1125 0.1666 0.1483 0.2569 0.2675

Ohio2 0.1854 0.1824 0.3171 0.3169 0.1113 0.102

S A ppalachia 1 0.1136 0.1517 0.1476

S A ppalachia2 0.3284

Q uebec 1 0.3248 0.329 0.1171 0.1226

Q uebec2 0.2963 0.2941 0.0787 0.0891 0.1795 0.1846 0.3168 0.3137

Sheyenne 0.2102

Saskatchewan 0.4 0.4683

C olorado 0.1133 0.1164

A lberta 0.1855 0.3825 0.3114

N ew  York 0.2206 0.207

SSP N ew  York 0.1931 0.1957

Crookston 0.119

Rydell 0.1596 0.1744 0.1115 0.1212

O akville 0.1615 0.1462 0.1079 0.1027

Hill Pond E 0.1226 0.118 0.0975 0.097 0.0835 0.1325

T urtle M tns 0.1287 0.1012



S T R U C T U R E  2 .2  a n a ly s e s  w e r e  b a s e d  o n  g e n o t y p e s  a t  5 lo c i .  T h e  le a s t  

a d m ix tu r e  w a s  f o u n d  w h e n  K = 2  ( K = 2 ,  - 9 6 7 2 .9 ;  K = 3 ,  - 9 5 9 3 .9 ,  K = 4 ,  - 9 4 6 9 .4 ;  F ig u r e  8 ) . 

T h e  d a t a  s e t  w a s  th e n  d iv id e d  in to  tw o  g r o u p s ,  c a l l e d  “ E a s t”  a n d  “ W e s t ”  b a s e d  o n  th e  

p r o p o r t i o n  o f  m e m b e r s h ip  in  th a t  g r o u p  ( F ig u r e  9 ) .  In  th e  E a s t  g r o u p  3 c l u s t e r s  w e r e  th e  

b e s t  f i t  ( K = 2 ,  - 4 3 8 7 .1 ;  K = 3 ,  - 4 7 0 2 .1 ,  K = 4 ,  - 4 3 6 3 .1 )  w h i le  in  th e  W e s t  g r o u p  6  c l u s t e r s  

w e r e  th e  b e s t  f i t  ( K = 5 ,  - 4 3 5 6 .2 ;  K = 6  - 4 6 5 4 .4 ;  K = 7  - 4 3 6 0 .3 ) .  T h e  E a s t  g r o u p  w a s  

a n a ly z e d  a g a in  w i t h o u t  A la s k a ,  C o l o r a d o  a n d  A lb e r t a  b u t  th i s  d id  n o t  c h a n g e  th e  b e s t  f i t  

o f  K .^ 3 . W h e n  th e  W e s t  g r o u p  w a s  r e a n a ly z e d  w i th  A la s k a ,  C o lo r a d o  a n d  A lb e r ta ,  

h o w e v e r ,  th e  b e s t  f i t  w a s  K > 2  ( K = 2 ,  - 5 0 7 8 .4 ;  K = 3 , - 4 9 8 2 .1 ;  K = 4 , - 4 8 8 6 ) .
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0 .6 0 -r

F ig u r e  7 . P a i r w is e  Fs t  v a lu e s  p lo t t e d  a g a in s t  g e o g r a p h ic  d i s t a n c e  in  k i lo m e te r s .  M a n te l  

t e s t  r =  r = 0 .4 7 ,  p = 0 .0 1 3 .  L in e  r e p r e s e n t s  th e  r e d u c e d  m a jo r  a x i s  r e g r e s s io n  l in e  u s e d  to  

c a lc u l a te  s lo p e  a n d  in te r c e p t .

r

F ig u r e  8 . T h e  lo g  l ik e l ih o o d  v a l u e s  f o r  e a c h  v a lu e  o f  K  f o r  a l l  p o p u la t io n s .  T h e  h ig h e s t  

l i k e l i h o o d  ( a n d  th e r e f o r e  lo w e s t  lo g  l i k e l ih o o d )  is  K = 2 .

3 0



Figure 9. In  ST R U C T U R E  output each individual represented  by  a vertical bar. The proportion  o f  each ind iv idual’s 5 locus geno type 

(see text) tha t is m ost sim ilar to each group is colored  (see the y-ax is for p roportion). The popu la tion  nam es are on the x -ax is  and the 

nam e is co lored  accord ing  to the group to w hich that population  as a w hole w as assigned. T he “E ast” group is green, the “ W est” 

group is red.
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D is c u s s io n

S ig n i f i c a n t  g e n o ty p ic  p o p u la t io n  d i f f e r e n t i a t io n  b e tw e e n  m o s t  p a i r s  o f  

p o p u l a t io n s  ( e x c e p t io n s  l i s t e d  in  T a b le  5 ) , th e  p a i r w is e  v a lu e s  o f  Fs t , a n d  th e  

S T R U C T U R E  r e s u l t  a l l  i n d ic a te  s ig n i f i c a n t  p o p u la t io n  s t r u c tu r e  in  Rcina sylvatica. T h e  

C o lo r a d o  a n d  A la s k a  p o p u l a t io n s  a r e  o f  s p e c ia l  in te r e s t  b e c a u s e  o f  th e i r  v e r y  h ig h  

p a i r w is e  Fst  v a lu e s  a n d  th e  lo w e s t  w i th in  p o p u la t io n  g e n e t i c  v a r i a t io n  o f  a n y  s a m p le d  

p o p u la t io n  f o u n d  in  th e  C o lo r a d o  p o p u la t io n .  T h e  C o lo r a d o  p o p u la t io n  is  o n e  o f  a  t e w  

r e m n a n t  p o p u la t io n s  th a t  a r e  n o t  c o n t in u o u s  w i t h  th e  r e s t  o f  th e  g e o g r a p h ic  r a n g e  o f  th e  

s p e c ie s  ( F ig u r e  2 ) .  I t  m a y  b e  th a t  a s  l i t t l e  a s  1 0 0  y e a r s  a g o  th o s e  r e m n a n t  p o p u l a t io n s  

w e r e  p a r t  o f  a  c o n t in u o u s  r a n g e .  A c c o r d in g  to  M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  ( 1 9 5 9 )  R o c k y  

M o u n ta in s  p o p u la t io n s  c o n n e c te d  C o l o r a d o  p o p u la t io n s  to  th e  r e s t  o f  th e  r a n g e  u n t i l  t h i s  

t im e  b a s e d  o n  tw o  p o o r ly  p r e s e r v e d  m u s e u m  s p e c im e n s  f ro m  M o n ta n a .  A  s tu d y  d o n e  b y  

P o r te r  ( 1 9 6 9 )  s h o w e d  a  h ig h  d e g r e e  o f  in te r p o p u la t i o n  in c o m p a t ib i l i ty  b e tw e e n  C o lo r a d o  

a n d  M a n i to b a  p o p u la t io n s ,  b a s e d  o n  in te r p o p u la t io n a l  b r e e d i n g  c r o s s e s ,  th a t  m ig h t  b e  a n  

in d ic a t io n  o f  a  m o r e  t e m p o r a l ly  d i s t a n t  s p l i t .  S in c e  th e  r a n g e ’s c o n t r a c t io n  it  is  p o s s ib le  

th a t  a  g e n e t i c  d r i f t ,  l a c k  o f  g e n e  f lo w  o r  b o th  h a v e  c a u s e d  th e  C o lo r a d o  p o p u la t io n  to  

d i f f e r e n t i a t e  f r o m  o t h e r  p o p u la t io n s .

C o lo r a d o  w a s  l ik e ly  a  p e r ip h e r a l  p o p u la t io n ,  o c c u r r i n g  n e a r  th e  o u te r  b o u n d a r y  o f  

th e  s p e c ie s  r a n g e ,  b e f o r e  i t  b e c a m e  d i s j u n c t  ( M a r t o f  a n d  H u m p h r ie s  1 9 5 9 ) . P e r ip h e r a l  

p o p u la t io n s  a r e  s u b je c t  to  lo w 'e r  g e n e  f lo w  a n d  o f t e n  d i f f e r e n t  n a tu r a l  s e le c t io n  p r e s s u r e s  

c o m p a r e d  to  m o r e  c e n tr a l  p o p u la t io n s .  B o th  o f  th e s e  w i l l  h a v e  th e  e f f e c t  o f  c a u s in g  

p e r ip h e r a l  p o p u la t io n s  to  d iv e r g e  f r o m  th e  c e n tr a l  p o p u l a t io n s  ( L e s s ic a  a n d  A l l e n d o r f  

1 9 9 5 ) .
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S in c e  w o o d  f ro g  g e n e r a t io n  t im e  is  a s  l i t t l e  a s  2  y e a r s  (B e r v e n  1 9 9 0 ) ,  i t  is  

c o n c e iv a b le  th a t  a  s ig n i f i c a n t  lo s s  o f  g e n e t ic  v a r i a t io n  d u e  to  g e n e t ic  d r i f t  in  th e  C o lo r a d o  

p o p u l a t io n  h a s  c a u s e d  d i f f e r e n t i a t io n  in  a s  l i t t l e  a s  1 0 0  y e a r s .  A  s im u la t io n  s tu d y  b y  

L a c y  ( 1 9 8 7 )  s h o w e d  th a t  2 5  id e n t ic a l  p o p u l a t io n s  e a c h  c o n t a in in g  120  r a n d o m ly  m a t in g ,  

h e rm a p h r o d i t i c  in d iv id u a l s  lo s t  a n  a v e r a g e  5 8 %  o f  th e i r  h e te r o z y g o s i ty  in  1 0 0  

g e n e r a t io n s  (L a c y  1 9 8 7 ) . In  f e w e r  th a n  5 g e n e r a t io n s  th e  N e w  Z e a la n d  s n a p p e r ,  (Pagrus 

auratus), s h o w e d  s ig n i f i c a n t  lo s s  o f  g e n e t i c  d iv e r s i ty  a n d  h e t e r o z y g o s i ty  w h e n  e f f e c t iv e  

p o p u la t io n  s i z e d  d r a m a t ic a l ly  d e c r e a s e d  d u e  to  o v e r h a r v e s t in g  ( H a u s e r  e t  a l .  2 0 0 2 ) .

T h e s e  s tu d ie s  l e n d  s u p p o r t  to  th e  h y p o th e s i s  th a t  a  c o m b in a t io n  o f  i s o la t io n  a n d  d r i f t  

c a u s e d  d i f f e r e n t i a t io n  o f  th e  C o l o r a d o  p o p u la t io n .

T h e  A la s k a  p o p u la t io n s  w e r e  l ik e ly  i s o la te d  d u r in g  th e  l a s t  g la c ia l  m a x im u m  a n d  

b e c a m e  m o r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i th  t im e .  W h i te  s p r u c e  ( A n d e r s o n  e t  a l . 2 0 0 6 ) ,  r o o t  v o le s  

( B r u n h o f f  e t  a l .  2 0 0 3 ) ,  tu n d r a  v o le s  ( G a lb r e a th  a n d  C o o k  2 0 0 4 )  a n d  a r c t ic  h a r e s  ( W a l ta r i  

a n d  C o o k  2 0 0 5 )  a l l  s h o w  e v id e n c e  o f  a n  A la s k a n  r e f u g iu m  a s  w e l l ,  o f t e n  a s  p a r t  o f  a  

g r e a te r  B e r i n g e a n  r e f u g iu m .  T h e  A la s k a  p o p u la t io n s  s h o w  th e  lo w e s t  le v e l  o f  in b r e e d in g  

in  th i s  s tu d y .  T h e  s a m p le  s iz e  f r o m  th e  A la s k a  p o p u la t io n  w a s  lo w . M o r e  s a m p le s  f ro m  

m o r e  p o p u la t io n s  in  A la s k a  h a v e  r e c e n t ly  b e e n  g a th e r e d  b y  R . N e w m a n :  f u tu r e  w o r k  w i l l  

s h e d  l ig h t  o n  th e  g e n e t i c  v a r i a b i l i ty  a n d  p a t t e r n  w i t h i n  A la s k a .

G la c ia l  r e f u g ia  m ig h t  a l s o  b e  e x p e c te d  to  c o n t a in  u n iq u e  ( p r iv a te )  a l le l e s  a n d  h ig h  

a l l e l i c  r i c h n e s s .  T h e  A la s k a  p o p u la t io n  d o e s  n o t  f i t  t h i s  p r o f i l e  w i th  o n ly  3 p r iv a te  

a l l e l e s ;  h o w e v e r  th i s  m a y  d u e  to  a  s m a l l  s a m p le  s iz e .  A  n u m b e r  o f  o th e r  p o p u la t io n s  d o  

h a v e  l a r g e  n u m b e r s  o f  u n iq u e  a l l e l e s  ( F ig u r e  6 ) . I t is  l ik e ly  th a t  th e r e  w a s  n o t  a  s in g le  

r e f u g ia l  p o p u la t io n ,  b u t  th a t  a  r e f u g ia l  a r e a  c o n t a in e d  m u l t ip le  p o p u la t io n s .  W h e n
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p o p u l a t io n s  a r e  c o m b in e d  w ith  th o s e  in  c l o s e s t  g e o g r a p h i c  p r o x im i ty ,  th e  tw o  N e w  Y o rk  

p o p u l a t io n s  h a v e  th e  h ig h e s t  c o m b in e d  n u m b e r  o f  p r iv a te  a l le l e s  a n d  in te rm e d i a t e  l e v e ls  

o f  a l l e l i c  d iv e r s i ty  ( T a b le  7 ). N e w  Y o r k  m a y  h a v e  b e e n  g la c ia l  r e f u g iu m  f o r  w o o d  f ro g s .  

T h i s  o b s e r v a t io n  is  c o n s i s t e n t  w ith  th e  f in d in g s  o f  H o f f m a n  a n d  B lo u in  ( 2 0 0 4 )  in  th e i r  

s tu d y  o f  Rana pipiens w h o  a l s o  s u g g e s t  a  N e w  Y o r k  r e f u g iu m  f o r  l e o p a r d  f ro g s .  T h e  

S o u th e r n  A p p a la c h ia n  p o p u l a t io n s  ( N o r th  C a r o l in a ,  S  A p p a la c h ia  1 a n d  S A p p a l a c h ia 2 )  

w h e n  c o m b in e d  a l s o  s h o w  a  r e l a t i v e l y  h ig h  n u m b e r  o f  p r iv a te  a l le l e s  ( 6 )  a n d  a  m o d e r a te  

le v e l  o f  d i f f e r e n t i a t io n  f r o m  o n e  a n o th e r  ( F s r  =  0 .0 4 1 9  to  0 .0 2 6 4 )  b a s e d  o n  l e v e l s  o f  

d i f f e r e n t i a t io n  f o u n d  in  p r e v i o u s  s tu d ie s  o f  R. sylvatica ( N e w m a n  a n d  S q u i r e  2 0 0 1 ,

S q u i r e  a n d  N e w m a n  2 0 0 2 ) .  B o th  th e  n u m b e r  o f  p r iv a te  a l l e l e s  a n d  th e  Fst  v a lu e s  a r e  

m o s t  l ik e ly  a n  in d ic a t io n  o f  a  th i r d .  S o u th e r n  A p p a la c h ia n  g la c ia l  r e f u g ia .  T h e  n u m b e r  o f  

p r iv a te  a l l e l e s  in  N o r t h  D a k o ta  is  a l s o  h ig h .  T h i s  m ig h t  s im p ly  r e f l e c t  th e  l a r g e s t  s a m p le s  

s i z e s  in  th e  s tu d y  a n d  th e  l a r g e s t  n u m b e r  o f  s a m p le d  p o p u la t io n s .  A l te r n a t iv e ly ,  th i s  m a y  

b e  d u e  to  a  l a c k  o f  g e n e  f lo w  b e t w e e n  th e  p o p u la t io n s  th a t  h a s  c a u s e d  n e w  a l l e l e s  to  

r e m a in  w i t h i n  a  s in g le  p o p u la t io n .

T a b le  7 . C o m b in e d  a r e a s  w i th  la rg e  n u m b e r s  o f  p r iv a te  a l le l e s .

A r e a  ( n u m b e r  p o p u la t io n s  c o m b in e d ) N u m b e r  p r iv a te  a l l e l e s

M a n i to b a  (2 ) 5

O h io  (2 ) 5

S o u th e r n  A p p a l a c h ia  ( 3 ) 6

Q u e b e c  ( 2 ) 9

N o r t h  D a k o ta  (4 ) 10

N e w ’ Y o r k  (2 ) 11

G e n e r a l ly ,  th e  p o p u la t io n s  n e a r e s t  g e o g r a p h ic a l ly  a r e  a l s o  th o s e  g e n e t i c a l l y  m o s t  

s im i la r  w i th  a  c l e a r  i s o la t io n  b y  d i s t a n c e  p a t t e r n  ( s e e  F ig u r e  7 ) . T h is  is  c o n s i s t e n t  w i th  a  

s l o w  p h a la n x  m o d e !  o f  r e c o lo n iz a t io n  p r o p o s e d  b y  H e w i t t  ( 2 0 0 1 ,2 0 0 4 ) .  U n d e r  th i s

3 4



m o d e l  w e  e x p e c t  to  s e e  m a in t e n a n c e  o f  g e n e t i c  v a r i a t io n  a n d  n o  la rg e  g e o g r a p h ic  s p l i t  

a n d  n o  c o r r e s p o n d in g  g e n e t ic  s p l i t .  T h e  p a t t e r n  o f  g e n e t ic  d iv e r s i ty  a n d  l a t i tu d e  is  le s s  

c l e a r .  M a n y  o f  th e  n o r th e r n  p o p u l a t io n s  a r e  n o  l e s s  d iv e r s e  th a n  th e  s o u th e r n  

p o p u la t io n s .  T h e  M a n i to b a  p o p u la t io n s  in  p a r t i c u l a r  s h o w  g r e a te r  d iv e r s i ty  th a n  m a n y  o f  

th e  m o r e  s o u th e r n  p o p u la t io n s .  T h i s  in c r e a s e  in  d iv e r s i ty  c o u ld  b e  a n  in d ic a t io n  o f  a  z o n e  

o f  s e c o n d a r y  c o n ta c t ;  h o w e v e r ,  o u r  s a m p l i n g  is  in s u f f i c i e n t  to  d e t e r m in e  th is .  O n ta r io ,  

n o r th  o f  th e  G re a t  L a k e s ,  a p p e a r s  to  b e  a  z o n e  o f  s e c o n d a r y  c o n ta c t  in  Rana pipiens 

( H o f f m a n  a n d  B lo u in  2 0 0 4 ) .  A u s t in  e t  a l .  2 0 0 2  f o u n d  th a t  d i s p e r s in g  s p r in g  p e e p e r s  w e n t  

n o r th  in to  e a s te rn  O n ta r io ,  th e n  w e s t w a r d  in to  M a n i to b a  a n d  th a t  b a r r i e r s  to  d is p e r s a l  

m a y  h a v e  p r e v e n te d  w e s t e r n  h a p l o ty p e s  f r o m  e x p a n d in g  n o r th  in to  O n ta r io  a n d  

M a n i to b a .  W i th  m o r e  s a m p l in g ,  p a r t i c u la r l y  in  O n ta r io ,  i t  m ig h t  b e  p o s s ib le  to  m o r e  

a c c u r a te ly  d e t e r m in e  th e  e x i s t e n c e  a n d  p o s s i b le  lo c a t io n  o f  a  z o n e  o f  s e c o n d a r y  c o n ta c t .

S T R U C T U R E  r e s u l t s  s h o w e d  th a t  in  th e  E a s t  g r o u p  A la s k a  f o r m e d  i ts  o w n  g r o u p  

w i th  f a i r  s u p p o r t  f o r  th e  in c l u s i o n  o f  o n e  o f  th e  N e w  Y o r k  p o p u la t io n s .  T h e  in c lu s io n  o f  

A la s k a ,  C o lo r a d o  a n d  A lb e r t a  is  u n e x p e c te d .  T h e  in c lu s io n  o f  th e s e  th r e e  in  th e  E a s t  

g r o u p  is  m o s t  l ik e ly  d u e  in  p a r t  to  th e  f a c t  th a t  th e s e  p o p u la t io n s  a re  s o  d i f f e r e n t  f r o m  a ll 

o th e r  p o p u la t io n s ,  th o u g h  A la s k a  is  m o s t  c lo s e ly  r e l a t e d  to  th e  N e w  Y o r k  p o p u la t io n .

T h i s  r e l a t io n s h ip  m a y  r e f l e c t  a  c h a n c e  s h a r i n g  o f  a l l e l e s  a n d  th e  s m a l l  n u m b e r  o f  

in d iv id u a l s  s a m p le d  in  th e  A la s k a  p o p u la t io n .  B e c a u s e  A la s k a ,  C o lo r a d o  a n d  A lb e r t a  

a d d e d  m o r e  s u p p o r t  to  th e  f o r m a t io n  o f  f u r th e r  g r o u p s  w h e n  in  th e  E a s t  g r o u p  w h e n  K = 2  

th e  c lu s te r i n g  p la c e d  th e m  in  th e  E a s t  g r o u p .  T h e  r e m o v a l  o f  A la s k a ,  A lb e r t a  a n d  

C o lo r a d o  f ro m  th e  E a s t  g r o u p  d e c r e a s e d  th e  s u p p o r t  f o r  th e  r e m a in in g  p o p u la t io n s  in  th a t  

g r o u p .  W h e n  f o rc e d  to  j o i n  th e  W e s t  g r o u p ,  A la s k a ,  A lb e r t a  a n d  C o lo r a d o  f o r m e d  a v e r y
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w e ll  s u p p o r te d  g ro u p  w i th  S h e y e n n e  a n d  S a s k a tc h e w a n ,  a  m o r e  g e o g r a p h i c a l ly  lo g ic a l  

g r o u p in g .  A d d i t io n a l  s a m p le s  f ro m  th e  N e w  Y o rk  p o p u la t io n s  in  c o n ju n c t i o n  w i th  m o r e  

s a m p le s  f ro m  A la s k a  m ig h t  s h e d  m o r e  l ig h t  o n  th e s e  u n e x p e c te d  g r o u p s .

L ik e  m a n y  o th e r  s p e c ie s ,  th e  r e c o l o n iz a t io n  h i s to ry  o f  w o o d  f ro g s  is  c o m p le x .  

T h is  s tu d y  h a s  f o u n d  in d ic a t io n s  o f  th r e e  g la c ia l  r e f u g ia  ( A la s k a ,  N o r th  C a r o l in a ,  a n d  

N e w  Y o r k )  a n d  a t  l e a s t  o n e  p o s s i b l e  a r e a  o f  s e c o n d a r y  c o n t a c t  in  M a n i to b a .  W i th  m o r e  

in t e n s iv e  s a m p l in g  in  f u tu r e  s tu d ie s  th e  p a t t e r n  c o u ld  b e c o m e  c le a r e r .
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C H A P T E R  III

R E G I O N A L  P A T T E R N S  

A b s t r a c t

L o c a l  g e o g r a p h y  h a d  a  m a jo r  r o le  in  s h a p in g  th e  g e n e t ic  s t r u c tu r e  o f  R. sylvatica 

in  th e  u p p e r  G re a t  P la in s  r e g io n  o f  N o r t h  A m e r ic a .  P o p u la t i o n s  in  M in n e s o ta  a n d  

M a n i to b a  a r e  m o s t  c lo s e ly  r e l a t e d  to  e a c h  o th e r  a n d  l e s s  c lo s e ly  r e l a t e d  to  th o s e  o f  N o r t h  

D a k o ta ,  in d ic a t in g  a  g e o g r a p h ic a l  b a r r i e r .  N o  p a t t e r n  o f  i s o la t io n  b y  d i s t a n c e  w a s  s e e n  a t  

th i s  s c a le .

I n t r o d u c t io n

T h e  “ p r a i r i e  p o th o le s ”  o f  th e  n o r th e r n  G r e a t  P la in s  a r e  th e  r e m a in s  o f  s m a l l  a r e a s  

o f  ic e  l e f t  a f t e r  th e  l e a d in g  e d g e  o f  th e  m a in  ic e  s h e e t  r e t r e a te d .  In  o th e r  p a r t s  o f  N o r t h  

A m e r i c a  l a r g e  p r o g la c ia l  f r e s h w a te r  la k e s  f o r m e d  a s  th e  ic e  m e l t e d  a n d  th e  w a te r  w a s  

t r a p p e d  ( P ie lo u  1 9 9 1 ) . O n e  o f  th e s e ,  L a k e  A g a s s iz ,  c o v e r e d  p r e s e n t  d a y  w e s t e r n  

M i n n e s o ta ,  e a s te r n  N o r t h  D a k o ta  a n d  s o u th e r n  M a n i to b a  ( A s h w o r th  a n d  C v a n c a r a  1 9 8 3 , 

F e n t o n  e t  a l . 1 9 8 3 , P i e lo u  1 9 9 1 ) .

H o w  th e  r a n g e  e x p a n s i o n  f o l lo w in g  th e  e m p ty i n g  o f  L a k e  A g a s s i z  o c c u r r e d  a n d  

h o w  q u ic k ly  i t  o c c u r r e d  w o u ld  l e a d  to  d i f f e r e n t  g e n e t i c  p a t t e r n s .  R a p id  n o r th w a r d  

e x p a n s i o n  w o u ld  l e a d  to  a  r e d u c t io n  in  a l l e l i c  d iv e r s i ty  in  n o r th e r n  p o p u l a t io n s  ( N i c h o l s  

a n d  H e w i t t  1 9 9 4 ; I b r a h im  e t  a l .  1 9 9 6 ; H e w i t t  2 0 0 1 ,2 0 0 4 ) .  R a p id  l e p to k u r t i c  d is p e r s a l
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w o u ld  p r o d u c e  p a tc h e s  o f  h o m o g e n e i t y ,  a s  p r e d ic te d  b y  I b r a h im  e t  a l. ( 1 9 9 6 ) .  I f  

p o p u la t io n s  e x p a n d e d  a s  in  H e w i t t ’s  “ p h a l a n x ”  m o d e l ,  th e y  w o u ld  r e ta in  m o r e  o f  th e i r  

g e n e t ic  d iv e r s i ty  a n d  p r o d u c e  le s s  p o p u la t io n  s t r u c tu r e  w h i le  r e f u g ia l  a r e a s  w o u ld  h a v e  

t im e  to  b o th  d iv e r g e  g e n e t i c a l ly  a n d  b e c o m e  g e o g r a p h i c a l ly  s u b d iv id e d  ( N i c h o l s  a n d  

H e w i t t  1 9 9 4 , H e w i t t  2 0 0 1 , 2 0 0 4 ) .

A m p h i b ia n s  r e q u i r e  b r e e d in g  p o n d s  a n d  h a v e  r e la t iv e ly  lo w  v a g i l i ty ;  th u s  th e y  a r e  

m o r e  l ik e ly  to  s h o w  e v i d e n c e  o f  p h y lo g e o g r a p h ic  s t r u c tu re  o n  a  s m a ll  s c a le .  In  tw o  m o r e  

t e r r e s t r i a l  a m p h ib ia n s ,  Bufo calamita ( R o w e  e t  a l  2 0 0 0 )  a n d  Bafo woodhousei ( M a s t a  e t  

a l .  2 0 0 3 ) ,  th i s  s t r u c tu r e  is  e v id e n t  a t  d i s t a n c e s  o f  a  f e w  k i lo m e te r s  u s in g  m ic r o s a t e l l i t e s  to  

tw o  h u n d r e d  k i lo m e te r s  u s in g  m i t o c h o n d r ia l  D N A . A  s tu d y  b y  B r e d e  a n d  B e e b e e  ( 2 0 0 4 )  

f o u n d  Bufo bufo p o p u l a t io n s  h a d  s ig n i f i c a n t  in te r p o p u la t io n  s t r u c tu r e  a t  d i s t a n c e s  o f  

h u n d r e d s  o f  k i lo m e te r s  w 'h ile  Rana temporaria p o p u la t io n s  in  th e  s tu d y  a t  th e  s a m e  

d i s t a n c e  d id  n o t .  J o h a n s s o n  e t  a l . ( 2 0 0 6 )  f o u n d  in te r p o p u la t io n  s t r u c tu r e  in  Rana 

temporaria p o p u la t io n s  in  S w e d e n  th o u g h  th e  s t r u c tu r e  w a s  n o t  s t r o n g ly  s t a t i s t i c a l ly  

s ig n i f i c a n t .  Rana iberica p o p u la t io n s  a r e  s t r u c tu r e d  o n  a  s c a le  o f  t e n s  o f  k i lo m e te r s  

( M a r t in e z - S o la n o  2 0 0 5 ) .

T h e  o b je c t iv e  o f  th i s  s tu d y  w a s  to  o b s e r v e  th e  g e n e t ic  p a t t e r n s  in  R. sylvatica a t  a  

r e g io n a l  s c a le .  W h i le  th e  a u th o r s  h a v e  s tu d i e d  th i s  q u e s t io n  a t  a  f in e  s c a le  ( t e n s  o f  

k i lo m e te r s )  in  th i s  s p e c ie s  ( N e w m a n  a n d  S q u i r e  2 0 0 1 ,  S q u i r e  a n d  N e w m a n  2 0 0 2 )  a n d  

m o r e  r e c e n t ly  a t  a  g e o g r a p h ic  r a n g e - w id e  s c a le  ( C h a p te r  2 )  w h e r e  s i g n i f i c a n t  p o p u la t io n  

s t r u c tu r e  a n d  a n  i s o la t io n  b y  d i s t a n c e  p a t t e r n  w a s  f o u n d  in  e a c h  s tu d y ,  th e  a u th o r s  h a v e  

n o t  y e t  in v e s t i g a te d  th e  in te r m e d ia te ,  r e g io n a l  s c a le  f o r  p o p u la t io n  s t r u c tu r e .
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M e th o d s

Sample Handling

A  to ta l  o f  2 5 0  s a m p le s  w e r e  c o l l e c te d  f r o m  9  p o p u la t io n s  in  M in n e s o ta ,  N o r th  

D a k o ta  a n d  M a n i to b a  ( s e e  F ig u r e  10  f o r  lo c a t io n s ) .  T h e s e  s a r n i e s  a r e  a  s u b s e t  o f  th e  

s a m p le s  in c lu d e d  in  C h a p te r  2 . T i s s u e  s a m p le s  ( to e  t ip s  o r  h i  m l in g s  ( o n e  p e r  e g g  

m a s s ) )  w e r e  s to r e d  a n d  t r a n s p o r te d  in  9 5 %  e th a n o l .  D N A  w a s  e x t r a c te d  b y  a  s t a n d a r d  

p h e n o l - c h l o r o f o r m  e x t r a c t io n  a n d  a n  e th a n o l  p r e c i p i t a t io n  ( H i tc h in g s  &  B e e b e e l 9 9 8 ) .

S ix  m ic r o s a te l l i t e  lo c i  w e r e  u s e d  ( T a b le  1). P C R  r e a c t io n s  w e r e  c o n d u c te d  in  lO u l 

v o lu m e s  a n d  c o n t a in e d  I X  b u f f e r ,  0 .5  u M  d N T P s ,  2 .5  m M  M g C h ,  l u M  u n la b e le d  

p r im e r ,  l u M  f lu o r e s c e n t l y  l a b e le d  p r im e r ,  a n d  0 .5  u n i t s  ta q  D N A  p o ly m e r a s e  ( P r o m e g a ) .  

T h e  P C R  r e a c t io n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  in  a  B I O R A D  th e r m o c y c le r .  F o r  R s 2 3  ( N e w m a n  a n d  

S q u i r e  2 0 0 1 )  th e  c y c le s  c o n s i s t e d  o f  3 m i n u te s  a t  9 4 ° C , a n d  3 m in u te s  a t  5 5 ° C  f o r  o n e  

c y c le ,  1 m in u te  a t  7 2 ° C , 1 m in u te  a t  9 4 ° C , 1 m in u te  a t  5 5 °C  f o r  3 0  c y c le s  a n d  a  3 m in u te  

e x t e n s i o n  a t  7 2 ° C . F o r  a l l  o th e r  p r im e r s  ( J u l i a n  a n d  K in g  2 0 0 3 )  th e  P C R  r e a c t io n  c y c le s  

w e r e  3 m i n u te s  a t  9 4 ° C  f o r  o n e  c y c le ,  1 m i n u t e  a t  9 4 ° C , 3 0  s e c o n d s  a t  5 4 ° C , a n d  a  f in a l  1 

m in u te  a t  7 2 ° C  f o r  3 0  c y c le s ,  a n d  a  2  m in u te  e x t e n s io n  s te p  a t  7 2 ° C . P C R  p r o d u c t s  w e r e  

r u n  o n  a  2 %  a g a r o s e  g e l  a n d  s t a in e d  w i th  e th id iu m  b r o m id e  ( 2 u g /m l ) .  P r o d u c t s  in  th e  

c o r r e c t  s i z e  r a n g e  w 'e re  th e n  r u n  o n  a n  A B I  ( A p p l ie d  B io s y s te m s )  m o d e l  3 1 0 0  u s in g  0 .5 u l  

5 0 0 R O X  a s  a  s i z e  s t a n d a r d  in  e a c h  s a m p le .  A B I  o u tp u t  w a s  u s in g  A B I  G e n e S c a n  

s o f tw a r e  ( v e r s io n  3 .7 ,  2 0 0 0 )  a n d  a l l e l e  s i z e s  d e te r m in e d  b y  A B I  G e n o ty p e r .

Data Analysis

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  g e n e t i c  d iv e r s i ty  ( a l l e l e  f r e q u e n c i e s ,  g e n ic  d iv e r s i ty ,  t e s t s  f o r  

H a r d y - W e i n b e r g  e q u i l ib r i u m )  w a s  c o n d u c te d  u s in g  G E N E P O P  v e r s io n  4  ( R o u s s e t  2 0 0 7 ) .
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L e v e l s  o f  in b r e e d in g  (F is ) ,  i n t r a p o p u l a t io n  a n d  in te r p o p u la t i o n  g e n e t i c  v a r i a t io n  w e r e  

c a lc u l a te d  a n d  l in k a g e  d i s e q u i l ib r iu m  b e tw e e n  p a i r s  o f  lo c i  w a s  t e s t e d  f o r  in  G E N E P O P  

u s in g  a  lo g  l ik e l ih o o d  r a t io  s ta t i s t i c  ( R o u s s e t  2 0 0 7 ) .  G E N E P O P  w a s  a l s o  u s e d  to  t e s t  f o r  

d i f f e r e n t i a t io n  in  a l l e l e  f r e q u e n c ie s  a m o n g  p a i r s  o f  p o p u la t io n s  u s in g  a  M a r k o v  C h a in  

M o n te  C a r lo  a p p r o x im a t io n  o f  F i s h e r ’s  e x a c t  t e s t  ( R a y m o n d  a n d  R o u s s e t  1 9 9 5 ) . B e c a u s e  

o f  th e  l a rg e  n u m b e r  o f  p a i r w is e  t e s ts  in v o lv e d ,  th e  s ig n i f ic a n c e  o f  p a i r w is e  c o m p a r i s o n s  

w a s  d e te r m in e d  u s in g  a  s e q u e n t i a l  B o n f e r r o n i  a d j u s t m e n t  ( R ic e  1 9 8 9 ) .

F ig u r e  10 . S a m p le  lo c a t io n s  a n d  n u m b e r  o f  s a m p le s  f r o m  e a c h . 1. S h e y e n n e  N a t i o n a l  

G r a s s la n d s  - 16 ; 2 . C r o o k s to n  - 2 0 ;  3 . R y d e l l  - 2 4 ;  4 . M a n i to b a !  - 2 9 ;  5 . M a n i to b a 2  - 2 5 ;  

6 . O a k v i l l e  - 4 1 ;  7 . H il l  P o n d  E a s t  -  4 7 ;  8 . E a s t  G r a n d  F o r k s  - 2 3 ;  9 . T u r t l e  M o u n ta in s  -  

2 5

Minnesota
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P a i rw is e  Fst  ( a v e r a g e d  o v e r  lo c i )  w e re  e s t im a t e d  in  G E N E P O P  a n d  u s e d  in  a n a ly s e s  o f  

i s o l a t i o n  b y  d i s t a n c e ,  w i th  a  M a n te P s  t e s t  o f  s ig n i f i c a n c e  in  I B D W S  3 .1 4  ( J e n s e n  e t  a l . 

2 0 0 5 ) .  P r e s e n c e  a n d  e s t im a t io n  o f  n u l l  a l l e l e  f r e q u e n c ie s  w a s  e x a m in e d  in  G E N E P O P  

( R o u s s e t  2 0 0 7 )  a n d  M I C R O - C H E C K E R  ( V a n  O o s te r h o u t  2 0 0 4 )  w a s  u s e d  to  in v e s t ig a te  

th e  p o s s ib i l i ty  o f  l a rg e  a l le l e  d r o p o u t ,  e v i d e n c e  o f  s c o r in g  e r r o r s  a n d  p r e s e n c e  o f  n u l l  

a l l e l e s  a n d  e s t im a t io n  o f  n u l l  a l le l e  f r e q u e n c ie s .

C lu s te r s  o r  g r o u p s  w e r e  d e l in e a te d  v ia  B a y e s ia n  m e th o d s  a s  in  P r i t c h a r d  et al. 

( 2 0 0 0 ) ,  v i a  S T R U C T U R E  2 .2 . S T R U C T U R E  d o e s  n o t  a s s u m e  a  m u ta t io n a l  m o d e l  o r  

p r o c e s s  b u t  u s e s  in d iv i d u a l s ’ g e n o ty p e s  to  d e te r m i n e  th e  p o p u la t io n ( s )  to  w h ic h  th e y  

s h o u ld  b e  a s s ig n e d .  T h e  m o d e l  a c c o u n t s  f o r  H a r d y - W e in b e r g  o r  l in k a g e  d i s e q u i l i b r iu m  

b y  in t r o d u c i n g  p o p u l a t io n  s t r u c tu r e  a n d  a t t e m p ts  to  f in d  p o p u la t io n  g r o u p in g s  th a t  a r e  n o t  

in  H a r d y - W e in b e r g  d i s e q u i l i b r iu m  ( P r i t c h a r d  et al. 2 0 0 0 ) .  T h e  n u m b e r  o f  c lu s te r s  o r  

g r o u p s  ( K )  w a s  s e t  f r o m  K = 2  to  K = 1 0  to  d e te r m in e  th e  l ik e l ih o o d  o f  e a c h .

R e s u l t s

G e n o ty p e s  w e r e  o b ta in e d  f o r  a t  l e a s t  tw o  lo c i  f r o m  2 0 4  o f  2 5 0  in d iv id u a l s .  T h e  

r e m a in in g  4 6  in d iv id u a l s  w i th  f e w e r  th a n  th r e e  lo c i  g e n o t y p e d  w e r e  e x c lu d e d  f ro m  

a n a ly s i s  ( s e e  T a b le  8 f o r  th e  n u m b e r  o f  in d iv i d u a l s  g e n o ty p e d  a t  e a c h  lo c u s  a n d  th e  

n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a l le l e s  a t  e a c h  lo c u s ) .  T h e  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a l l e l e s  f o r  e a c h  

p o p u la t io n  c o m p a r e d  to  th e  n u m b e r  o f  a l l e l e s  s e e n  a m o n g  th e s e  p o p u la t io n s  is  s e e n  in  

F ig u r e  11 .

I n b r e e d in g  v a l u e s  (F is )  r a n g e d  f r o m  a  lo w  in  M a n i to b a  2  o f  -C .0 0 9  to  a  h ig h  o f  

0 .1 6 5 4  in  R y d e l l .  P le a s e  s e e  T a b le  9  f o r  a ll r e s u l t s .
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F ig u r e  11 . A l le l e s  f o u n d  in  e a c h  p o p u la t io n  f o r  a l l  lo c i  ( r e d )  c o m p a r e d  to  th e  to ta l  

n u m b e r  o f  a l l e l e s  f o u n d  in  f o r  a l l  p o p u l a t io n s  f o r  a l l  lo c i  ( b lu e ) .

T a b le  8 . P o p u la t io n s ,  w i th  th e  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a l le l e s  ( A )  a t  e a c h  lo c u s  a n d  th e  

n u m b e r  o f  in d iv id u a l s  g e n o ty p e d  a t  e a c h  lo c u s  ( N ) .

R s l l R s 2 3 R s 3 2 R s 5 5 R s 7 0 R s 8 8

A N A N A N A N A N A N

C r o o k s to n 13 15 6 19 12 18 13 2 0 0 0 11 19

E  G r a n d  F o r k s 13 12 6 14 12 10 6 6 10 7 8 13

H il l  P o n d  E 15 18 7 3 7 2 0 3 0 12 3 4 12 19 13 2 6

M a n i to b a  1 13 10 4 19 16 15 13 19 12 15 10 11

M a n i t o b a  2 15 16 3 2 12 15 16 14 15 12 11 13

O a k v i l l e 15 3 3 5 14 16 3 8 13 3 5 11 2 2 10 3 2

R y d e l l 15 19 5 17 9 18 11 16 8 5 11 19

S h e y e n n e 11 16 4 16 9 16 10 14 8 15 7 16

T u r t l e  M tn s 12 11 5 21 0 0 12 16 9 14 9 18
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T a b le  9 .  T h e  i n b r e e d i n g  v a l u e  ( F i s ) ,  w i t h i n  p o p u l a t i o n  v a r i a t i o n  ( 1 - Q  i n t r a )  a n d  b e t w e e n

p o p u l a t i o n  v a r i a t i o n  ( 1 - Q  i n t e r )  f o r  e a c h  p o p u l a t i o n .

P o p u la t io n F,s 1 - Q  in t r a 1 - Q  in te r

C r o o k s t o n 0 .1 3 6 3 0 .7 4 0 9 0 .8 5 2 5

E  G r a n d  F o r k s 0 .0 1 3 6 0 .8 4 0 6 0 .8 5 0 2

H il l  P o n d  E 0 .1 2 5 7 0 .7 4 0 8 0 .8 0 9

M a n i to b a  1 0 .0 1 1 0 .8 6 4 6 0 .8 5 2 1

M a n i to b a  2 - 0 .0 0 9 0 .8 7 0 2 0 .9 2 2 3

O a k v i l l e 0 .1 4 1 4 0 .6 5 5 6 0 .7 8 9 8

R y d e l l 0 .1 6 5 4 0 .7 1 1 0 .8 0 3 1

S h e y e n n e 0 .1 3 7 8 0 .6 9 9 6 0 .8 1 0 6

T u r t l e  M tn s 0 .0 9 4 6 0 .7 6 6 2 0 .8 2 8 4

A ll  p o p u la t io n s  w e r e  f o u n d  to  b e  s ig n i f i c a n t ly  d i f f e r e n t i a t e d  f ro m  a l l  o th e r  

p o p u la t io n s  e x c e p t  f o r  th e  p o p u la t io n  p a i r s  in  T a b le  10  ( s e e  A p p e n d ix  E  f o r  a l l  

p o p u la t io n  p a i r s ) .  M a n i to b a  2  a n d  E a s t  G r a n d  F o r k s  a r e  n o t  s ig n i f i c a n t ly  d i f f e r e n t i a t e d  

f ro m  e a c h  o t h e r  b u t  a r e  c lo s e  to  th e  0 .0 5  s ig n i f i c a n c e  v a lu e .  S h e y e n n e ,  b o th  M a n i t o b a  

p o p u la t io n s ,  a n d  E a s t  G r a n d  F o r k s  w e r e  f o u n d  to  b e  in  H a r o y - W e in b e r g  e q u i l ib r i u m  a t  

a l l  lo c i  ( T a b le  1 1 ). C r o o k s to n  w a s  in  H a r d y - W e in b e r g  d i s e q u i l ib r iu m  a t  o n e  lo c u s ,  

T u r t l e  M o u n ta in s  a t  tw o  lo c i ,  R y d e l l  a n d  O a k v i l l e  a t  th r e e  lo c i  a n d  H i l l  P o n d s  a t  f o u r  

lo c i .

P o p u la t i o n s p - v a lu e

M a n i to b a  2  a n d  E a s t  G r a n d  F o r k s ,  M N 0 .0 6 2 0 7 6

M a n i to b a  1 a n d  M a n i to b a  2 0 .1 2 7 2 9 7

C r o o k s to n  a n d  R y d e l l .  M N 0 .1 3 2 0 7

M a n i t o b a  2  a n d  C r o o k s to n ,  M N 0 .1 6 1 1 2 7

d i f f e r e n t i a t io n .
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T a b le  11 . G lo b a l  H a r d y - W e in b e r g  e s t im a t e d  p - v a lu e s  b y  M o n te  C a r lo  e s t im a t io n  b y

P o p u la t io n p - v a lu e

S h e y e n n e 0 .0 0 1 3

C r o o k s to n 0 .0 0 0 6

R y d e l l 0

Manitoba 1 0.3864

Manitoba 2 0.7371

O a k v i l l e 0

H i l l  P o n d  E 0

E Grand Forks 0.3546

T u r t l e  M o u n ta in s 0 .0 0 7 5

T w o  p a i r s  o f  lo c i  R s l  1 a n d  R s 8 8  a n d  th e  p a i r  R s 5 5  a n d  R s 7 0  w e r e  f o u n d  to  b e  in  

l in k a g e  d i s e q u i l ib r iu m  ( T a b le  1 2 ). In  e a c h  c a s e  o n ly  o n e  p o p u la t io n  h a d  a  s i g n i f i c a n t  

c o m p a r i s o n  ( O a k v i l l e  a n d  S h e y e n n e ,  r e s p e c t iv e l y )  w h i le  e a c h  o th e r  p o p u la t io n  h a d  a  

n o n - s i g n i f i c a n t  r e s u l t  ( s e e  A p p e n d ix  F ) . A l l  lo c i  w e r e  u s e d  f o r  f u r th e r  a n a ly s i s .

T a b le  1 2 . L in k a g e  d i s e q u i l ib r iu m  a c r o s s  a l l  p o p u l a t io n  p a i r s  f o r  e a c h  p a i r  o f  lo c i .  T h e  

s ig n i f i c a n t  v a lu e s  a r e  b o ld e d .

L o c u s  p a i r C h i2 d f d -v a lu e

R s l  1 &  R s 2 3 2 .5 8 4 5 10 0 .9 8 9 6

R s l  1 &  R s 3 2 6 .9 2 1 8 8 0 .5 4 5 1

R s l  1 &  R s 5 5 0 .0 0 0 0 8 1 .0 0 0 0

R s l  1 &  R s 7 0 5 .3 8 7 7 4 0 .2 4 9 8

Rsll & Rs88 Infinity 8 Highly sign.

R s 2 3  &  R s 3 2 8 .1 7 8 8 12 0 .7 7 1 0

R s 2 3  &  R s 5 5 1 1 .4 4 9 0 16 0 .7 8 1 0

R s 2 3  &  R s 7 0 8 .0 4 6 9 8 0 .4 2 8 9

R s 2 3  &  R s 8 8 5 .8 3 7 9 16 0 .9 8 9 8

R s 3 2  &  R s 5 5 4 .0 7 5 2 10 0 .9 4 3 9

R s 3 2  &  R s 7 0 1 .6 0 6 3 8 0 .9 9 0 8

R s 3 2  &  R s 8 8 0 .4 9 4 2 12 1 .0 0 0 0

Rs55 & Rs70 18.9656 8 0.0150

R s 5 5  &  R s 8 8 1 .1 4 8 9 14 1 .0 0 0 0

R s 7 0  &  R s 8 8 5 .0 9 3 9 10 0 .8 8 4 8
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P a i rw is e  Fst  v a lu e s  r a n g e d  f ro m  0 .0 0 0 5  b e tw e e n  th e  C r o o k s t o n  a n d  E a s t  G r a n d  

F o r k s ,  M N  p o p u la t io n s  to  0 .1 4 6 9  ( T a b le  1 3 ) . O f  th e  p a i r w is e  Fst  v a lu e s  15 o f  16 h ig h e s t  

v a l u e s  in v o lv e  e i th e r  O a k v i l l e  o r  S h e y e n n e  a n d  th e  h ig h e s t  is  b e tw e e n  th e s e  tw o  

p o p u la t io n s .  T h e  M a n te l  t e s t  s h o w e d  n o  s ig n i f i c a n t  c o r r e la t io n  o f  g e o g r a p h ic  a n d  g e n e t i c  

d i s t a n c e  ( r = - 0 .1 6 1 6 ,  p =  0 .7 2 ;  F ig u r e  1 2 ).

B o th  M I C R O - C H E C K E R  a n d  G E N E P O P  w e r e  u s e d  to  e s t im a t e  th e  f r e q u e n c y  o f  

n u l l  a l l e l e s  a t  e a c h  lo c u s  f o r  e a c h  p o p u la t io n .  T h e  B r o o k f ie ld  1 ( B r o o k f ie ld  1 9 9 6 )  

e s t im a te s  w e r e  v e r y  s im i la r  to  th o s e  o f  G E N E P O P ,  th e r e f o r e  o n ly  th e  G E N E P O P  

e s t im a t io n s  o f  n u l l  a l l e l e  f r e q u e n c ie s  a r e  r e p o r te d  h e r e .  T h e  p o p u la t io n / lo c i  c o m b in a t io n s  

w i th  e v i d e n c e  o f  n u l l  a l l e l e s  a n d  th e  e s t im a te  o f  th e  f r e q u e n c y  o f  th o s e  n u l l  a l l e l e s  a r e  

g iv e n  in  T a b le  14 .

F ig u r e  12 . P a i r w is e  Fst  v a lu e s  p lo t t e d  a g a in s t  g e o g r a p h ic  d i s t a n c e  in  k i lo m e te r s .  N o  

s i g n i f i c a n t  p a t t e r n  o f  i s o l a t i o n  b e  d i s t a n c e  w a s  f o u n d  ( r = - 0 .1 6 1 6 ,  p =  0 .7 2 ) .  L in e  

r e p r e s e n t s  th e  r e d u c e d  m a j o r  a x i s  r e g r e s s io n  l in e  u s e d  to  c a lc u la te  s lo p e  a n d  in te r c e p t .
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T a b l e  1 3 . P a i r w i s e  Fs t  v a l u e s  f o r  e a c h  p o p u l a t i o n  p a i r .

S h e y e n n e C r o o k s to n R y d e ll

M a n i to b a

1

M a n i to b a

2 O a k v i l le

H il l  P o n d  

E

E  G ra n d  

F o rk s

C r o o k s to n 0 .0 5 3 6

R y d e ll 0 .0 8 8 1 0 .0 0 0 7

M a n i to b a  1 0 .0 8 3 1 0 .0 1 8 1 0 .0 1 8 7

M a n ito b a  2 0 .0 3 7 4 0 .0 0 5 9 0 .0 2 3 9 0 .0 0 5 7

O a k v il l e 0 .1 4 6 9 0 .0 7 3 0 .0 7 1 6 0 .0 6 9 4 0 .0 8 1 2

H il l  P o n d  E 0 .0 8 8 1 0 .0 2 6 8 0 .0 2 6 8 0 .0 2 6 0 .0 3 0 9 0 .0 5 7 4

E  G ra n d  F o rk s 0 .0 7 7 4 0 .0 0 0 5 0 .0 1 2 5 0 .0 2 0 8 0 .0 0 9 2 0 .0 6 8 3 0 .0 0 9 5

T u r t l e  M tn s 0 .0 7 9 8 0 .0 2 2 5 0 .0 2 7 4 0 .0 1 9 6 0 .0 2 6 2 0 .0 6 9 0 .0 5 3 0 .0 1 8 8



T a b le  1 4 . F r e q u e n c y  e s t im a t io n s  fo r  n u l l  a l l e l e s  b y  p o p u la t io n  ( f o r  p o p u la t io n s  e s t im a te d  to  h a v e  n u l l  a l l e l e s )  fo r  e a c h  lo c u s . 

G P  i s  th e  G F N E P O P  e s t im a te  a n d  M C  is  th e  M I C R O C H E C K E R  B r o o k f ie ld  e t  a l . ( 1 9 9 6 )  e s t im a te .  B o x e d  v a lu e s  h a v e  a 

g r e a te r  th a n  1 0 %  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  th e  e s t im a te s .

P o p u la t io n

R s l  1

G P  M C

R s 2 3

G P  M C

R s 3 2

G P  M C

R s 5 5

G P  M C

R s 7 0

G P  M C

R s 8 8

G P  M C

S h e y e n n e 0 .2 1 0

C r o o k s to n 0 .1 2 0

R y d e ll 0 .1 6 0  0 .1 7 4 0 .1 1 2 0 .1 2 1

O a k v il l e 0 .1 6 2 0 .1 4 6 0 .1 0 8 0 .1 0 3

H ill  P o n d  E 0 .1 2 3  0 .1 1 8 0 .0 9 8 0 .0 9 7 0 .0 8 4 0 .1 3 3

T u r t l e  M tn s 0 .1 2 9 0 .1 0 1



T h e  B a y e s ia n  c lu s te r in g  p r o g r a m ,  S T R U C T U R E ,  r e t u r n e d  th e  h ig h e s t  p r o b a b i l i t y  fo r  

L—9  ( K = 8 ,  - 4 7 8 9 ;  K = 9 ,  - 4 9 3 3 ;  K = 1 0 ,  - 4 8 7 2 .1 ;  F ig u r e  1 3 .)  th o u g h  m a n y  o f  th e  in d iv id u a l s  c o u ld  

o t  b e  s t r o n g ly  a s s ig n e d  to  a n y  o n e  p o p u la t io n .  B e c a u s e  th e  m o s t  l ik e ly  n u m b e r  f o r  K  w a s  a l s o  

i e  n u m b e r  o f  p o p u la t io n  in  th e  s tu d y  n o  s u b d iv i s io n  o f  g r o u p s  w a s  d e e m e d  n e c e s s a r y  o r  s e e m e d  

io l o g ic a l ly  r e l e v a n t  ( F ig u r e  1 4 ).

K value

2 3 4 5 6 7 S 9  1 0

ig u r e  1 3 . T h e  lo g  l ik e l ih o o d  v a lu e s  f o r  e a c h  v a lu e  o f  K  f o r  a l l  p o p u la t io n s .  T h e  h ig h e s t  

k e l ih o o d  ( a n d  th e r e f o r e  lo w e s t  lo g  l ik e l ih o o d )  is  K = 9 .
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F ig u r e  14 . V is u a l  r e p r e s e n ta t io n  o f  S T R U C T U R E  r e s u l t s .  E a c h  in d iv id u a l  r e p r e s e n te d  b y  a  v e r t ic a l  b a r . T h e  p r o p o r t io n  o f  

e a c h  in d i v i d u a l ’s g e n o ty p e  th a t  is  m o s t  s im ila r  to  e a c h  g r o u p  is  c o lo r e d  ( s e e  th e  y - a x i s  f o r  p r o p o r t io n ) .



D is c u s s io n

R y d e l l ,  O a k v i l l e  a n d  H ill  P o n d  E a s t  p o p u l a t io n s  w e r e  f o u n d  to  b e  in  H a r d y -  

W e in b e r g  d i s e q u i l ib r iu m  f o r  a t  le a s t  h a l f  o f  th e  lo c i  d u e  to  h e te r o z y g o te  d e f i c i e n c y  

( T a b le  1 1 ). H a r d y - W e in b e r g  d i s e q u i l i b r i u m  is  u n l ik e ly  to  b e  d u e  to  s m a l l  s a m p le  s iz e :  

H i l l  P o n d  a n d  O a k v i l l e  h a d  th e  h ig h e s t  n u m b e r s  o f  in d iv i d u a l s  g e n o ty p e d .  T h i s  

d e f i c i e n c y  m a y  b e  d u e ,  in  p a r t ,  to  th e  p r e s e n c e  o f  n u l l  a l l e l e s ;  h o w e v e r ,  th e  e s t im a t io n  o f  

n u l l  a l l e l e  f r e q u e n c ie s  f o r  th o s e  lo c i  in  th o s e  p o p u la t io n s  w e r e  n o t  h ig h  ( 0 .1 6 1 5  a n d  

u n d e r ) .  A n o th e r  p o s s ib i l i ty  is  a  r e c e n t  d e c r e a s e  in  p o p u la t io n  s i z e  in c r e a s in g  th e  e f f e c t  o f  

g e n e t i c  d r if t .  A l l  th r e e  p o p u l a t io n s  a r e  in  o r  a d j a c e n t  to  a g r i c u l tu r a l  l a n d s  w h ic h  m ig h t  

a l s o  l im i t  g e n e  f lo w .  I t  is  l ik e ly  th a t  in b r e e d in g  h a s  a  r o le  in  th e  h e t e r o z y g o te  d e f i c i e n c y  

a s  a l l  t h r e e  p o p u la t io n s  h a v e  a  h ig h  le v e l  o f  in b r e e d in g  ( F is =  0 .1 6 5 4  R y d e l l ,  0 .1 4 1 4  

O a k v i l l e ,  0 .1 2 5 7  H i l l  P o n d  E a s t ;  T a b le  9 ) .

T h e  tw o  M a n i to b a  p o p u l a t io n s  w e r e  n o t  s ig n i f i c a n t ly  d i f f e r e n t i a t e d  f ro m  e a c h  

o th e r .  T h i s  s im i la r i ty  m a y  b e  d u e  to  g e n e  f lo w  k e e p in g  th e s e  tw o  p o p u la t io n s  

u n d i f f e r e n t i a t e d  in  s p i t e  o f  p o s s ib le  b a r r i e r s  to  d i s p e r s a l  s u c h  a s  r o a d w a y s .  A l te r n a t iv e ly ,  

i t  i s  a l s o  p o s s ib le  th a t  th e  tw o  p o p u l a t io n s  w e r e  f o u n d e d  f ro m  th e  s a m e  o r  ( v e r y  s im ila r )  

s o u r c e  p o p u ia t io n ( s )  a n d  h a v e  n o t  y e t  h a d  t im e  to  d i f f e r e n t i a t e .  C u r r e n t ly  th e r e  is  n o t  

e n o u g h  d a ta  ( p o p u la t i o n  s i z e ,  d i s p e r s a l  r a t e s ,  t im e  s in c e  f o u n d in g ,  n u m b e r  o f  f o u n d e r s ,  

e t c . )  to  d e te r m in e  w h e t h e r  g e n e  f lo w  o r  f o u n d e r  e f f e c t s  p la y  a  l a r g e r  r o le  w i th  th e s e  

p o p u la t io n s .

R e s u l t s  f r o m  S T R U C T U R E  a n a ly s i s  s h o w  e v i d e n c e  o f  p o p u l a t io n  d i f f e r e n t i a t io n  

n o t  f o u n d  b y  u s e  o f  th e  Fst  s t a t i s t i c .  S T R U C T U R E  a t t e m p ts  to  p la c e  in d iv i d u a l s  w i th in  

K  p o p u l a t io n s  to  m in i m i z e  b o th  H a r d y - W e in b e r g  d i s e q u i l i b r iu m  a n d  a d m ix tu r e .  I t is
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e v id e n t  th a t  e a c h  p o p u la t i o n  is  a n  in d e p e n d e n t  u n i t  in  s p i t e  o f  v e r y  lo w  Fst  v a l u e s  in  a  

f e w  c o m p a r i s o n s .  A s  a  g r o u p  i n d iv i d u a l s  a r e  a s s i g n e d  b y  S T R U C T U R E  to  th e  

p o p u la t i o n  f r o m  w h ic h  th e y  o r ig in a t e d ,  v e r i f y in g  p o p u la t i o n  in d e p e n d e n c e .

T h e  Fst  v a lu e s  f o u n d  in  th i s  s tu d y  a r e  c l o s e  to  th o s e  r e p o r t e d  in  s tu d i e s  s u c h  a s  

J o h a n s s o n  e t  a l .  ( 2 0 0 6 ) .  I n  th i s  s tu d y  th e  a u t h o r s  f o u n d  a n  o v e r a l l  Fs t  v a l u e  o f  0 .1  in  

Rana temporaria in  S w e d e n  o v e r  s i m i l a r  g e o g r a p h i c  d i s t a n c e s .  \  g lo b a l  Fst  v a l u e  o f  

0 .1 0 7 8  w a s  f o u n d  in  Rana catesbeiana b y  A u s t in  e t  a l .  ( 2 0 0 4 ) .  A  s tu d y  o f  Bufo bufo a n d  

Rana temporaria i n  E n g la n d  f o u n d  h ig h e r  Fst  v a l u e s  th a n  r e p o r te d  h e r e  in  Bufo bufo 

( m e a n  0 .2 6 5 )  b u t  h ig h e r  in  Rana temporaria ( m e a n  0 .0 5 1 )  ( B r e d e  a n d  B e e b e e  2 0 0 4 ) .

W h i l e  R. sylvatica h a s  s h o w n  s ig n i f i c a n t  i s o la t i o n  b y  d i s t a n c e  a t  s m a l l e r  

g e o g r a p h i c  s c a le s  ( t e n s  o f  k i l o m e te r s )  ( N e w m a n  a n d  S q u i r e  2 0 0 1 )  a n d  a t  th e  c o n t i n e n ta l  

s c a le  ( C h a p t e r  2 )  n o n e  w a s  f o u n d  a t  th e  in te r m e d ia te ,  r e g i o n a l  s c a le .  T h e  g e n e t i c  p a t t e r n  

o f  th i s  r e g io n  m a y  b e  r e f l e c t i n g  th e  e f f e c t s  o f  l a n d s c a p e  a n d  g e o g r a p h y .

U n t i l  a p p r o x im a te l y  7 5 0 0  y e a r s  a g o  p r o g la c ia l  L a k e  A g a s s iz  c o v e r e d  th e  c e n t r a l  

p o r t i o n  o f  th i s  r e g io n ,  b o u n d e d  o n  th e  n o r th e a s t  s i d e  b y  th e  L a u r e n t i d e  i c e  s h e e t  ( P ie lo u  

1 9 9 1 ) ,  th a t  m a y  h a v e  a c te d  a s  a  b a r r i e r  to  g e n e  f lo w  to  w o o d  f r o g  c o lo n iz e r s .  A f t e r  th e  

d i s a p p e a r a n c e  o f  L a k e  A g a s s iz  th e  R e d  R i v e r  o f  th e  N o r t h  a n d  o th e r  s m a l l e r  l a k e s  a n d  

r i v e r s  in  th e  a r e a  r e m a i n e d  a s  b a r r i e r s .  T h e  f a c t  t h a t  th e  M in n e s o ta  p o p u la t i o n s  a p p e a r  to  

b e  m o r e  c l o s e ly  r e l a t e d  to  th e  M a n i t o b a  p o p u la t i o n s  (8  o f  th e  9  lo w e s t  FSt  v a l u e s  a r e  

b e t w e e n  M in n e s o ta  a n d  M a n i t o b a  p o p u la t i o n s )  th a n  to  th e  g e o g r a p h i c a l ly  c l o s e r  N o r t h  

D a k o ta  p o p u la t i o n s  m a y  b e  d u e  to  th i s  b a r r i e r .

M a n y  l a n d s c a p e  f e a t u r e s  f o r m  b a r r i e r s  f o r  a m p h ib ia n s .  C o l u m b ia  s p o t t e d  f r o g s ,  

Rana luteiventris, in  th e  w e s t e r n  U S A  h a v e  m o v e m e n t  l im i te d  b y  m o u n t a i n  r id g e s
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b e tw e e n  v a l l e y s  ( F u n k  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h e  s t r e a m - b r e e d in g  s a la m a n d e r ,  Dicamptodon 

tenebrosus, h a s  lo w e r e d  g e n e t i c  v a r i a t i o n  a n d  r e d u c e d  p o p u la t io n  d e n s i ty  d u e  to  f o r e s t  

c l e a r in g  in  B r i t i s h  C o l u m b ia  ( C u r t i s  a n d  T a y lo r ,  2 0 0 4 ) .

S h e y e n n e  a n d  O a k v i l l e  p o p u l a t i o n s  a r e  th e  tw o  p o p u la t i o n s  m o s t  d i f f e r e n t  f r o m  

e a c h  o th e r  (Fst  =  0 .1 4 6 9 )  a n d  f r o m  a l l  o f  th e  o th e r  p o p u la t io n s .  T h e  S h e y e n n e  

p o p u la t i o n  is  th e  s o u th e r n m o s t  o f  th o s e  in  th i s  s tu d y  a n d  is  a t  th e  p e r ip h e r y  o f  th e  s p e c i e s  

r a n g e .  C l im a t i c  o s c i l l a t i o n s  c a u s i n g  s u c c e s s iv e  b o t t l e n e c k s  a n d  p o s s ib le  lo s s  o f  g e n e t i c  

d iv e r s i ty  in  th e  f o u n d in g  o f  th i s  p o p u la t i o n  a r e  p o s s i b le  r e a s o n s  f o r  th e  S h e y e n n e  

p o p u l a t i o n ’s  d i f f e r e n t i a t io n .  P e r i p h e r a l  p o p u la t i o n s  a r e  s u b je c t  to  lo w e r  g e n e  f lo w  a n d  

o f t e n  d i f f e r e n t  n a t u r a l  s e le c t i o n  p r e s s u r e s  c o m p a r e d  to  m o r e  c e n t r a l  p o p u l a t io n s .  B o t h  o f  

th e s e  w i l l  h a v e  th e  e f f e c t  o f  c a u s in g  p e r ip h e r a l  p o p u la t i o n s  to  d iv e r g e  f r o m  th e  c e n t r a l  

p o p u la t i o n s  a s  w e l l  ( L e s s ic a  a n d  A l l e n d o r f  1 9 9 5 ) .  I n c r e a s e d  s a m p l i n g  a n d  f u r th e r  s tu d y  

w o u ld  b e  n e c e s s a r y  to  p r o v id e  m o r e  in f o r m a t i o n  in  th i s  p a r t i c u la r  s y s te m .

T h e  O a k v i l l e  p o p u la t i o n  is  f o u n d  in  tw o  s m a l l  p o n d s  s u r r o u n d e d  b y  a  s m a l l  p a t c h  

o f  n a t iv e  p r a i r i e  a n d  a g r ic u l tu r a l  l a n d s .  S t e v e n s  e t  a l .  ( 2 0 0 6 )  f o u n d  th a t  a g r i c u l tu r a l  l a n d  

is  a  b a r r i e r  f o r  th e  j u v e n i l e  n a t t e r j a c k  t o a d  (Bufo calamita) w h i l e  S c r ib n e r  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  

f o u n d  a g r ic u l tu r a l  l a n d  r e d u c e d  g e n e t i c  v a r i a t i o n  in  th e  c o m m o n  to a d  {Bufo bufo). O p e n  

l a n d s c a p e  a p p e a r e d  to  p r e v e n t  d i s p e r s a l  o f  Rana sylvatica i n to  a p p a r e n t l y  s u i t a b le  

b r e e d i n g  h a b i t a t  ( G i b b s  1 9 9 8 ) .  G e n e t i c  d r i f t  a c t i n g  in  a  s m a l l  p o p u la t i o n  c o u p l e d  w i t h  a  

l a c k  o f  g e n e  f io w  m a y  h a v e  a l lo w e d  th e  O a k v i l l e  p o p u l a t io n  t c  d i f f e r e n t i a t e  f r o m  

n e i g h b o r in g  p o p u la t io n s .
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C H A P T E R  I V

C O N C L U S I O N S

T h e  p a t t e r n  o f  c o l o n i z a t i o n  o f  t h e  r a n g e  o f  Rana  s y lv a t ic a  f o l l o w i n g  g l a c i a t i o n  i s  

: o m p l e x .  T h i s  p a t t e r n  is  n o t  u n l i k e  t h a t  o f  o t h e r  s p e c i e s  i n c l u d i n g  t h e  s p r i n g  p e e p e r ,

3se u d a c r is  c ru c ife r ; m i t o c h o n d r i a l  D N A  s h o w e d  f o u r  m a i n  c l a d e s  a n d  d i v e r g e n t  

l a p l o t y p e s  in  s o m e  p o p u l a t i o n s  ( A u s t i n  e l  a l .  2 0 0 2 ) .  Bufo fo w le r i  s h o w s  a  p a t t e r n  a t  t h e  

l o r t h e m  l i m i t  o f  i t s  r a n g e  c o n s i s t e n t  w i t h  t w o  s e p a r a t e  c o l o n i z a t i o n s ,  a n d  p o s s i b l y  

l y b r i d i z a t i o n  w i t h  Bufo am er ican u s  a s  w e l l  ( S m i t h  a n d  G r e e n  2 0 0 4 ) .  S t e l l e r ’ s  j a y s  

C ya n o c it ta  s te l le r i ) s h o w  a  g e n e t i c  p a t t e r n  c o n s i s t e n t  w i t h  r e c o l o n i z a t i o n  f r o m  m u l t i p l e  

■e f u g ia  ( B u r g  e t  a l .  2 0 0 5 ) .

S o m e  f i n d i n g s  a r e  m o r e  c l e a r .  A l a s k a  w a s  l i k e l y  a  g l a c i a l  r e f u g i u m  f o r  R. s y lv a tic a .  

In  s p i t e  o f  s m a l l  s a m p l e  s i z e  i t  a p p e a r s  t h e  s a m p l e d  p o p u l a t i o n  i s  s i g n i f i c a n t l y  g e n e t i c a l l y  

d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  a l l  o t h e r  p o p u l a t i o n s ,  e v e n  t h o s e  a s  c l o s e  a s  A l b e r t a ,  C a n a d a .  T h e  

R o c k y  M o u n t a i n s  a r e  l i k e l y  a  b a r r i e r  t o  r e c o l o n i z a t i o n  f r o m  t h e  A l a s k a n  r e f u g i u m .  

B a y e s i a n  c l u s t e r i n g  r e f l e c t s  t h i s  h i s t o r y ,  p l a c i n g  A l a s k a n  f r o g s  c o n s i s t e n t l y  i n  t h e i r  o w n  

p o p u l a t i o n  t h o u g h  f u r t h e r  s a m p l i n g  i s  n e e d e d  t o  l e n d  m o r e  s u p p o r t  to  t h e s e  f i n d i n g s .

O t h e r  s o u r c e  a r e a s  w e r e  r e v e a l e d  d u r i n g  t h i s  s t u d y  a s  w e l l .  B o t h  N e w  Y o r k  a n d  

s o u t h e r n  A p p a l a c h i a  a r e  l i k e l y  g l a c i a l  r e f u g i a .  T h e  N e w  Y o r k  p o p u l a t i o n s  a r e  

g e n e t i c a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  o n e  a n o t h e r  a n d  h a v e  a  h i g h  n u m b e r  o f  p r i v a t e  a l l e l e s .

O n e  o f  t h e  Q u e b e c  p o p u l a t i o n s  i s  m o r e  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  b o t h  N e w  Y o r k  p o p u l a t i o n s
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t h a n  th e  N e w  Y o rk  p o p u la t io n s  a r e  to  e a c h  o th e r  b a s e d  o n  F s r  v a lu e s .  D u e  to  th e  

g e o g r a p h i c  d i s t a n c e  b e tw e e n  th e s e  p o p u la t io n s  c u r r e n t  g e n e  f lo w  is  u n l ik e ly .  In  th i s  c a s e  

i t  is  p o s s i b l e  th i s  Q u e b e c  p o p u la t io n  w a s  c o lo n i z e d  b y  p o p u la t io n s  f r o m  N e w  Y o rk .  T h e  

s o u th e r n  A p p a la c h ia n  p o p u l a t io n s  a r e  a l s o  d i f f e r e n t i a t e d  f ro m  o n e  a n o t h e r ,  in d ic a t in g  

th a t  th e s e  w e r e  p o p u la t io n s  i s o l a te d  f ro m  o n e  a n o th e r  in  a n o t h e r  g la c ia l  r e f u g iu m .

Rana sylvatica s h o w s  a  c l e a r  p a t t e r n  o f  i s o la t io n  b y  d i s t a n c e  a t  a  c o n t i n e n ta l  s c a le  

( C h a p t e r  2 ) ,  a s  w e l l  a s  a  lo c a l  s c a le  ( N e w m a n  a n d  S q u i r e  2 0 0 1 ) .  A t  th e  in te r m e d i a t e ,  

r e g io n a l  l e v e l  in  th e  n o r t h e r n  G r e a t  P la in s  th e r e  is  n o  e v id e n t  i s o la t io n  b y  d i s t a n c e  

p a t t e r n .  T h i s  is  n o t  s u r p r i s in g  g iv e n  th e  g e o lo g ic  h i s t o r y  o f  th e  r e g io n .  L a k e  A g a s s i z ,  th e  

e n o r m o u s  p r o g la c ia l  l a k e  c o v e r i n g  m u c h  o f  th e  a r e a  a n d  b o u n d e d  o n  th e  n o r t h e a s t  s id e  b y  

th e  L a u r e n t id e  i c e  s h e e t ,  w o u ld  h a v e  a c te d  a s  a  b a r r i e r  to  g e n e  f lo w . F o l l o w in g  th e  

d i s a p p e a r a n c e  o f  th e  ic e  s h e e t s  w e r e  p e r i o d s  o f  s ig n i f i c a n t  d r o u g h t s  ( L a ir d  e t  a l . 1 9 9 6 )  

th a t  w o u ld  l ik e ly  p r e v e n t  th e  r e c o lo n i z a t io n  a n d  m a in t e n a n c e  o f  a m p h ib ia n  p o p u la t io n s .  

A f t e r  w a r m e r ,  m o is te r  w e a th e r  p r e v a i l e d ,  th e  R e d  R iv e r  o f  th e  N o r t h  r e m a i n e d  a s  a  

b a r r i e r ,  w i t h  s m a l le r  r i v e r s  a n d  s t r e a m s  f o r m in g  a  l e s s  in s u r m o u n ta b le  b a r r i e r .  T h a t  

M in n e s o ta  p o p u la t io n s  a p p e a r  to  b e  m o r e  c l o s e ly  r e l a t e d  to  th e  M a n i to b a  p o p u l a t io n s  

th a n  to  th e  g e o g r a p h ic a l ly  c l o s e r  N o r t h  D a k o ta  p o p u l a t io n s  m a y  b e  d u e  to  th e s e  b a r r i e r s .

A  s e c o n d a r y  g o a l  o f  th i s  p r o je c t  w a s  to  d e t e r m in e  th e  u s e f u ln e s s  o f  m ic r o s a te l l i t e s  

a t  th i s  s c a le  f o r  th i s  s p e c ie s .  M i t o c h o n d r ia l  D N A  w a s  a b le  to  d i s c e r n  a n  o v e r a l l  p a t t e r n  

o f  e a s te r n  a n d  w e s te r n  g r o u p s  ( I r w in  u n p u b l i s h e d  d a ta ) .  T h is  p r o je c t  h a s  s h o w n  

m ic r o s a t e l l i t e s ’ u t i l i ty  in  th i s  ty p e  o f  s tu d y ,  h a s  lo c a te d  p u ta t iv e  g la c ia l  r e f u g ia .  a n d  

r e c o n s t r u c te d  h i s t o r i c a l  p a t t e r n s  o n  a  r e g i o n a l  le v e l .
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T h e s e  s tu d ie s  a l s o  in d ic a te ,  h o w e v e r ,  m i c r o s a te l l i t e s ,  l ik e  a l l  g e n e t i c  a n a ly s i s  

to o l s ,  a r e  n o t  f l a w le s s .  H a r d y - W e i n b e r g  d i s e q u i l i b r iu m  c a n  h a v e  m u l t ip le  c a u s e s  

( W a h lu n d  e f f e c t  o r  in b r e e d in g  f o r  e x a m p le ) ,  in c lu d in g  o n e  o r  m o r e  a l l e l e s  th a t  f a i l s  to  

a m p l i f y  d u r in g  p o ly m e r a s e  c h a in  r e a c t io n  ( P C R )  d u e  to  m u ta t io n s  in  th e  p r im e r  b in d in g  

s i t e s ,  n u l l  a l l e l e s .  T h e  l ik e ly  p r e s e n c e  o f  n u l l  a l l e l e s  p r o d u c e s  a r t i f a c t s  in  th e  f o rm  o f  lo w  

n u m b e r s  o f  h e t e r o z y g o te s  ( S e lk o e  a n d  T o o n e n  2 0 0 6 ) .  T h i s  a r t i f i c i a l  r e s u l t  in c r e a s e s  th e  

a m o u n t  o f  H a r d y - W e i n b e r g  d i s e q u i l i b r iu m  s e e n  in  m a n y  o f  th e  p o p u l a t io n s ,  p a r t i c u la r l y  

a t  lo c u s  R s 7 0 .

W h i le  m o s t  s tu d ie s  r e p o r t  th e  p r e s e n c e  o f  p o s s ib le  n u l l  a l le l e s  a n d  e s t im a t e  th e i r  

f r e q u e n c i e s ,  f e w  a c tu a l ly  a t t e m p t  to  d i r e c t ly  v e r i f y  th e  p r e s e n c e  o f  n u l l  a l l e l e s  o r  

d e te r m in e  th e  r e a s o n  f o r  t h e i r  f a i lu r e  to  a m p l i f y  in  P C R  ( D a k in  a n d  A v is e  2 0 0 4 ) .  C a l l e n  

e t  a l .  ( 1 9 9 3 )  s e q u e n c e d  a l l e l e s  a t  m i c r o s a te l l i t e  lo c i  o n  h u m a n  c h r o m o s o m e  16 a n d  f o u n d  

3 0 %  o f  th e  m ic r o s a t e l l i t e  lo c i  s e q u e n c e d  h a d  n u l l  a l l e l e s .  O n e  o f  th e s e  n u l l  a l l e l e s  w a s  

d u e  to  a n  8 b a s e  p a i r  d e le t i o n  in  th e  p r im e r  b in d in g  r e g io n  ( C a l l e n  e t  a l . 1 9 9 3 ) . 

S e q u e n c in g  o f  a  n u l l  a l l e l e  in  th e  g r e y - s id e d  v o le ,  Clethrionomys rufocanus, f o u n d  tw o  

b a s e  p a i r  s u b s t i tu t i o n s  in  a n d  a n o th e r  a d j a c e n t  to  th e  p r i m e r  b in d in g  r e g io n  ( I s h ib a s h i  e t  

a l .  1 9 9 6 ) .  O f f s p r in g  th a t  a r e  h e t e r o z y g o u s  f o r  a  n u l l  a l l e l e  m a y  n o t  a p p e a r  to  h a v e  a n y  

a l l e l e s  in  c o m m o n  w i th  a  p a r e n t  w h o  is  a l s o  h e te r o z y g o u s  f o r  a  n u l l  a l l e l e  ( D a k in  a n d  

A v i s e  2 0 0 4 ) .  S tu d ie s  th a t  d e t e r m in e  th e  e f f e c t  o f  th o s e  n u l l  a l l e l e s  o n  l e v e l s  o f  

h e t e r o z y g o s i ty  a n d  p o p u la t io n s  d i f f e r e n t i a t io n  w i l l  b e  im p o r t a n t  f o r  f u r th e r  w o r k  in  th is  

d i s c ip l in e .
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A P P E N D I X  A

S a m p le  lo c a t io n s  a n d  c o l l e c to r s :

1. B u l a d e a n ,  N o r t h  C a r o l i n a  - G e n e  S p e a r s

2 . 3 m i l e s  n o r t h e a s t  o f  T w o  R iv e r s ,  W is c o n s i n  -  J o a n n e  K lin e

3 . A d a m s  C o u n ty ,  O h io  -  J a s o n  I rw in

4 . A d a m s  C o u n ty ,  O h io  -  J a s o n  I r w in

5 . 6  k m  e a s t  o f  D i l l in g h a m ,  B u n c o m b e  C o u n ty ,  N o r t h  C a r o l in a  -  J im  P e t r a n k a

6 . 4  k m  n o r th  o f  T o p to n ,  G r a h a m  C o u n ty ,  N o r t h  C a r o l i n a  -  J im  P e t r a n k a

7 . L a k e  H i l l ,  M o n t  S a in t - H i la i r e ,  Q u e b e c  -  M a r t i n  O u e l l e t

8 . E a s t  H i l l ,  M o n t  S a in t - H i la i r e  ,Q u e b e c  -  M a r t in  O u e l l e t

9 . S h e y e n n e  N a t io n a l  G r a s s la n d s ,  N o r t h  D a k o ta  -  R o b e r t  N e w m a n

1 0 . S a s k a tc h e w a n  -  A l l i s o n  P u c h n i a k

1 1 . 4 4 9 4 0 3 5 N  4 2 8 6 9 5 E  Z o n e  1 3 , L a r im e r  C o u n ty ,  C o lo r a d o  -  K e n  K e h m e ie r

1 2 . 4 6 .2 3 N  8 9 .4 2 W , G o g e b ic  C o u n ty ,  M i c h ig a n  -  M i tc h  B e r g e s o n

1 3 . 5 5 .0 7  1 1 3  d e g - m in ,  N e a r  S o u th  C a l l i n g  L a k e ,  A lb e r t a ,  C a n a d a  -  B r ia n  E a to n

14 . 4 0 .4 5 .5 1 5  7 3 .4 4 .7 6 3  d e g - d e c  m in ,  L o n g  I s l a n d ,  N e w  Y o r k  -  R u s s e l l  B u r k e

1 5 . 4 0 .5 0 .3 0 2  7 3 .3 2 .0 3 0  d e g - d e c  m in ,  L o n g  I s l a n d ,  S S P  N e w  Y o r k  -  R u s s e l l  B u r k e

1 6 . A la s k a  -  J a s o n  I r w in

1 7 . C r o o k s t o n ,  M in n e s o ta  -  T in a  S q u i r e

1 8 . N e a r  R y d e l l  N a t i o n a l  W i l d l i f e  R e f u g e ,  M in n e s o ta  -  T in a  S q u i r e

1 9 . 5 0 .0 9 8 N  9 6 . 0 1 6 W  S e v e n  S i s t e r s  F a l l s ,  M a n i to b a  -  T in a  S q u i r e

2 0 . H i g h w a y  3 0 8  s o u th  o f  H i g h w a y  1, M a n i to b a  -  T in a  S q u i r e

2 1 .  5 3 0 5 2 0 1 N  6 2 7 3 5 1 E  Z o n e  1 4 , G r a n d  F o rk s ,  N o r t h  D a k o ta  -  T in a  S q u i r e

2 2 .  5 3 1 9 8 3 9 N  5 7 8 5 8 3 E  Z o n e  1 4 , P e te r s b u r g ,  N o r t h  D a k o ta  -  R o b e r t  N e w m a n

2 3 . 4 8 .0 5 4 0 9 N 9 6 .9 3 2 3 9 W , E a s t  G r a n d  F o r k s ,  M i r m e s o ta -  T in a  S q u i r e

2 4 .  5 4 1 2 9 6 I N  4 1 4 3 7 0 E  Z o n e  1 4 , T u r t l e  M o u n ta in s  -  R o b e r t  N e w m a n

2 5 . 8 k m  e a s t  o f  T o w n s e n d ,  B lo u n t  C o u n ty ,  T e n n e s s e e  - J im  P e t r a n k a
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A P P E N D I X  B

T h e  in b re e d in g  v a lu e  (FisX  w ith in  in d iv id u a l v a r ia t io n  (1 -Q  in tra )  a n d  w ith in  p o p u la t io n  

v a r ia t io n  (1 -Q  in te r)  fo r  e a c h  p o p u la t io n .

F ,s 1 -Q  in tra 1 -Q  in te r

A la s k a -0 .1 6 0 4 0 .7 9 5 8 0 .6 5 9

A lb e r ta 0 .3 8 8 5 0 .6 4 1 4 0 .8 0 2 9

C o lo ra d o 0 .0 5 5 3 0 .5 0 6 8 0 .5 4 5 3

C ro o k s to n 0 .1 3 6 3 0 .7 4 0 9 0 .8 5 2 5

E  G ra n d  F o rk s 0 .0 1 3 6 0 .8 4 0 6 0 .8 5 0 2

H ill P o n d  E 0 .1 2 5 7 0 .7 4 0 8 0 .8 0 9

M a n ito b a  1 0 .011 0 .8 6 4 6 0 .8 5 2 1

M a n ito b a  2 -0 .0 0 9 0 .8 7 0 2 0 .9 2 2 3

M ic h ig a n 0 .0 0 9 3 0 .8 4 7 5 0 .8 5 3 2

N o r th  C a ro lin a 0 .1 0 7 4 0 .7 7 8 0 .8 6 9 7

N e w  Y o rk 0 .0 7 7 6 0 .7 3 6 1 0 .8 0 8 5

O a k v il le 0 .1 4 1 4 0 .6 5 5 6 0 .7 8 9 8

O h io  1 0 .2 1 0 6 0 .7 0 6 9 0 .8 9 6 9

O h io  2 0 .1 8 4 5 0 .6 5 5 1 0 .8 5 0 8

Q u e b e c  1 0 .1 6 9 5 0 .6 6 6 8 0 .8 2 4 4

Q u e b e c  2 0 .3031 0 .5 9 6 7 0 .8 9 0 2

R y d e ll 0 .1 6 5 4 0 .711 0 .8 0 3 1

S a s k a tc h e w a n 0 .3 3 6 8 0 .5 7 5 0 .8 9 3 5

S h e y e n n e 0 .1 3 7 8 0 .6 9 9 6 0 .8 1 0 6

S A p p a la c h ia  1 0 .0 7 7 5 0 .8 0 0 3 0 .8 7 5 9

S A p p a la c h ia  2 0 .2 4 8 2 0 .6 3 1 9 0 .9 1 5 9

S S P  N e w  Y o rk 0 .1 5 5 9 0 .6 0 2 9 0 .7 6 3 4

T u r tle  M tn s 0 .0 9 4 6 0 .7 6 6 2 0 .8 2 8 4

W is c o n s in 0 .1 6 7 5 0 .7 7 3 8 0 .9 1 8 6
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A P P E N D I X  C

L i n k a g e  d i s e q u i l i b r i u m  f o r  a i l  p o p u l a t i o n s  f o r  lo c i  p a i r s  w i t h  s i g n i f i c a n t  l i n k a g e

P o p L o c u s  P a i r p - v a l u e

N o r t h  C a r o l i n a R s l  1 &  R s 7 0 0 . 0 8 0 4

O h i o  1 R s l  1 &  R s 7 0 1

S Appalachia 1 Rsl 1 & Rs70 0

S  A p p a l a c h i a  2 R s l  1 &  R s 7 0 1

Q u e b e c  2 R s l  1 &  R s 7 0
■*

i

S h e y e n n e R s l  1 &  R s 7 0 1

C o l o r a d o R s l  1 &  R s 7 0 1

Oakville R s ll & Rs70 0.04631

N o r t h  C a r o l i n a R s l  1 &  R s 8 8 1

O h i o  1 R s l  1 &  R s 8 8 1

O h i o  2 R s l l  &  R s 8 8 1

Q u e b e c  2 R s l l  &  R s 8 8 1

S h e y e n n e R s l l  &  R s 8 8 1

C o l o r a d o R s l l  &  R s 8 8 0 . 8 8 8 4 9

A l a s k a R s l l  &  R s 8 8 1

R y d e l l R s l l  &  R s 8 8 1

Oakville R s ll  & Rs88 0

E  G r a n d  F o r k s R s l l  &  R s 8 8 1
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A P P E N D I X  D
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w
a

n

C
o

lo
ra

d
o

M
ic

h
ig

a
n

W isconsin 0.0301

O h io l 0.0254 0.0222

O hio2 0.0258 0.03&6 0

S A ppalach ia  1 0.0419 0.0461 0.0306 0.0406

S A ppalachia2 0.0264 0.0282 0.0129 0.0291 0.0293

Q uebec 1 0.0482 0.0417 0.0454 0.0422 0.0734 0.0437

Q uebec2 0.0452 0.025 0.0371 0.0454 0.0531 0.0163 0.0208

S heyenne 0.1272 0.0611 0.0948 0.1255 0.1148 0.1238 0.1571 0.1068

Saskatchew an 0.0612 0.041 0.0357 0.0519 0.0648 0.0445 0.0813 0.0565 0.1148

C olorado 0.2481 0.2084 0.2043 0.2369 0.2362 0.2176 0.2634 0.2102 0.2557 0.3015

M ichigan 0.0854 0.0297 0.0651 0.0952 0.1034 0.0801 0.0878 0.0761 0.1024 0.0834 0.248

A lberta 0.0886 0.0562 0.0839 0.0792 0.0924 0.0814 0.1194 0.0711 0.0907 0.043 0.2794 0.1327

N ew  Y ork 0.1097 0.0929 0.0932 0.1134 0.1088 0.1073 0.1429 0.0764 0.1469 0.1371 0.2721 0.1326

SSP N ew  Y ork 0.1417 0.1091 0.1194 0.1405 0.1366 0.1149 0.123 0.0479 0.1727 0.1504 0.2834 0.1598

A laska 0.22 0.1692 0.1647 0.1975 0.1895 0.1902 0.2319 0.1619 0.2054 0.1728 0.3437 0.2236

C rookston 0.0964 0.0631 0.0707 0.1076 0.0921 0.0811 0.1273 0.086 0.0536 0.0601 0.2434 0.0604

R ydell 0.1201 0.0871 0.0962 0.1343 0.1213 0.1187 0.1472 0.1139 0.0881 0.0976 0.2903 0.0816

M anitoba 1 0.1057 0.0806 0.0761 0.1154 0.0892 0.0967 0.1316 0.0892 0.0831 0.0723 0.2486 0.0754

M anitoba2 0.058 0.0315 0.032 0.0588 0.0583 0.0479 0.063 0.0511 0.0374 0.0561 0.2405 0.0214

O akville 0.1432 0.1178 0.1093 0.1485 0.1141 0.1424 0.1556 0.1341 0.1469 0.1461 0.2925 0.1197

H ill Pond E ast 0.1188 0.0925 0.0973 0.137 0.1058 0.1164 0.1466 0.1073 0.0881 0.1162 0.2635 0.079

E ast G rand Forks 0.1002 0.0756 0.0746 0.112 0.0873 0.0843 0.1331 0.0921 0.0774 0.0961 0.2669 0.0712

T urtle  M ountains 0.1081 0.0811 0.085 0.1249 0.0904 0.1037 0.1485 0.0983 0.0798 0.0866 0.2182 0.1003
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A P P E N D I X  E

P o p u l a t i o n  d i f f e r e n t i a t i o n  f o r  e a c h  p o p u l a t i o n  p a i r  a r r a n g e d  b y  F i s h e r ’ s  m e t h o d  

e s t i m a t i o n  o f  t h e  p - v a l u e .  N o n - s i g n i f i c a n t  p ~ v a l u e  e s t i m a t i o n s  a r e  b o l d e d .

P o p u l a t i o n  1 P o p u l a t i o n  2 C h i 2 d f p - v a l u e

C r o o k s t o n M a n i t o b a ! I n f i n i t y 1 0 H i g h l y  s i g n .

C r o o k s t o n O a k v i l l e I n f i n i t y 1 0 H i g h l y  s i g n .

E  G r a n d  F o r k s T u r t l e  M t n s I n f i n i t y 1 0 H i g h l y  s i g n .

H i l l  P o n d  E T u r t l e  M t n s I n f i n i t y 1 0 H i g h l y  s i g n .

M a n i t o b a  1 E  G r a n d  F o r k s I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

M a n i t o b a ! H i l l  P o n d  E I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

M a n i t o b a  1 O a k v i l l e I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

M a n i t o b a 2 O a k v i l l e I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

O a k v i l l e E  G r a n d  F o r k s I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

O a k v i l l e H i l l  P o n d  E I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

O a k v i l l e T u r t l e  M t n s I n f i n i t y 1 0 H i g h l y  s i g n .

R y d e l l H i l l  P o n d  E I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

R y d e l l O a k v i l l e I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

S h e y e n n e C r o o k s t o n I n f i n i t y 1 0 H i g h l y  s i g n .

S h e y e n n e E  G r a n d  F o r k s I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

S h e y e n n e H i l l  P o n d  E I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

S h e y e n n e M a n i t o b a ! I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

S h e y e n n e M a n i t o b a 2 I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .

S h e y e n n e O a k v i l l e I n f i n i t y 1 2 H i g h l y  s i g n .
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P o p u l a t i o n  d i f f e r e n t i a t i o n  f o r  e a c h  p o p u l a t i o n  p a i r  a r r a n g e d  b y  F i s h e r ' s  m e t h o d

P o p u l a t i o n  1 P o p u l a t i o n  2 C h i 2 d f p - v a l u e

S h e y e n n e R y d e l l I n f i n i t y 12 H i g h l y  s i g n .

S h e y e n n e T u r t l e  M t n s I n f i n i t y 1 0 H i g h l y  s i g n .

C r o o k s t o n h i l l  P o n d  E 6 3 . 7 4 2 1 0 0 . 0 0 0 0

M a n i t o b a 2 H ill  P o n d  E 5 1 .5 1 1 1 2 0 . 0 0 0 0

R v d e l l** E G r a n d  F o r k s 4 1 . 7 1 9 1 2 0 . 0 0 0 0

M a n i t o b a  1 T u r t l e  M t n s 3 7 . 2 8 9 1 0 0 .0 0 0 1

C r o o k s t o n T u r t l e  M t n s 3 2 . 3 7 6 8 0 .0 0 0 1

M a n i t o b a 2 T u r t l e  M t n s 3 1 . 6 7 6 1 0 0  0 0 0 5

R y d e l l M a n i t o b a  1 3 3 . 9 2 0 1 2 0 . 0 0 0 7

H i l l  P o n d  E E G r a n d  F o r k s 3 0 . 7 7 2 1 2 0 .0 0 2 1

R y d e l l T u r t l e  M t n s 2 7 . 3 9 6 1 0 0 . 0 0 2 3

R y d e l l M a n i t o b a 2 2 6 . 9 5 9 1 2 0 . 0 0 7 8

C r o o k s t o n E G r a n d  F o r k s 2 3 . 8 5 5 1 0 0 . 0 0 8 0

Manitoba2 E  Grand Forks 20.274 12 0.0621

Manitoba! Manitoba2 17.633 12 0.1273

Crookston Rydell 15.000 10 0.1321

Crookston Manitoba2 14.268 10 0.1611
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A P P E N D I X  F

L i n k a g e  d i s e q u i l i b r i u m  f o r  a l l  p o p u l a t i o n s  f o r  a f f e c t e d  l o c i  p a i r s .  S i g n i f i c a n t  v a l u e s  a r e  

b o l d e d .

P o p u l a t i o n L o c u s  1 L o c u s  2 p - v a l u e

E  G r a n d  F o r k s R s l  1 R s 8 8 1

Oakville Rsl 1 Rs88 0

R y d e l l R s l  1 R s 8 8 1

S h e y e n n e R s l  1 R s 8 8 1

H i l l  P o n d  E R s 5 5 R s 7 0 0 . 2 4 9 5 8

M a n i t o b a  1 R s 5 5 R s 7 0 1

O a k v i l l e R s 5 5 R s 7 0 0 . 5 0 8 5 2

Sheyenne Rs55 Rs70 0,0006
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