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t h e e v ol uti o n a r y m e c h a ni s m s b e hi n d bi ol o gi c al di v e r si f c ati o n. H y b ri d z o n e s p r o vi d e a u ni q u e o p p o rt u nit y t o u s e g e n eti c a d mi xt u r e 
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vi d u al s t o a s s e s s w h et h e r v a ri ati o n i n t h e r at e of h y b ri d z o n e m o v e m e nt i s r e f e ct e d i n p att e r n s of h y b ri di z ati o n a n d i nt r o g r e s si o n, 
a n d w hi c h g e n e s a n d g e n o mi c r e gi o n s s h o w c o n si st e ntl y r e st ri ct e d i nt r o g r e s si o n i n di sti n ct e c ol o gi c al c o nt e xt s. O u r r e s ult s hi g hli g ht 
s u b st a nti al si mil a riti e s b et w e e n g e o g r a p hi c all y r e m ot e t r a n s e ct s a n d r e v e al l a r g e Z -li n k e d c h r o m o s o m al r e a r r a n g e m e nt s t h at g e n e r -
at e m e a s u r a bl e diff e r e n c e s i n t h e d e g r e e of g e n e f o w b et w e e n t r a n s e ct s. W e f u rt h e r u s e si m ul ati o n s a n d a n al y s e s of cli m ati c d at a t o 
e x a mi n e p ot e nti al f a ct o r s c o nt ri b uti n g t o c o nti n e nt al - s c al e n u a n c e s i n s el e cti o n p r e s s u r e s. W e di s c u s s o u r f n di n g s i n t h e c o nt e xt of 
s p e ci ati o n m e c h a ni s m s a n d t h e i m p o rt a n c e of s e x c h r o m o s o m e i n v e r si o n s i n c hi c k a d e e s a n d ot h e r s p e ci e s. 

K e y w o r d s: H y b ri di z ati o n, r e p r o d u cti v e i s ol ati o n, i nt r o g r e s si o n, h y b ri d z o n e s, bl a c k - c a p p e d c hi c k a d e e, C a r oli n a c hi c k a d e e 

T h e e v ol uti o n of r e p r o d u cti v e b a r ri e r s i s k e y t o t h e g e n e r ati o n of 

n e w s p e ci e s ( C o y n e & O r r, 2 0 0 2 ). R e p r o d u cti v e i s ol ati o n b et w e e n 

p o p ul ati o n s c a n a ri s e t h r o u g h m ulti pl e m e c h a ni s m s a n d i n diff e r -

e nt g e o g r a p hi c c o nt e xt s b ut, i n t h e m aj o rit y of c a s e s, a p e ri o d of 

all o p at r y i s e s s e nti al ( C o y n e & O r r, 2 0 0 2 ; M a y r, 1 9 4 2 ; P ri c e, 2 0 0 8 ). 

D u ri n g  t hi s  p e ri o d, p o p ul ati o n s  a c c u m ul at e  g e n eti c  diff e r e n c e s  

t h r o u g h d rift a n d s el e cti o n i n t h e a b s e n c e of g e n e f o w, i n c r e a s -

i n g  t h e  li k eli h o o d  of  s p e ci ati o n.  H o w e v e r,  c o m pl et e  g e o g r a p hi c  

a n d g e n eti c i s ol ati o n i s u n c o m m o n. I n a n i n c r e a si n g n u m b e r of 

c a s e s, it  a p p e a r s  t h at  g e n e  f o w  o c c u r r e d  at  s o m e  p oi nt  d u ri n g  

t h e  di v e r g e n c e  hi st o r y  of  n u m e r o u s  s p e ci e s  p ai r s  a n d  g r o u p s  

(H a r ri s o n, 1 9 9 0 ; H a r ri s o n & L a r s o n, 2 0 1 4 ; S e e h a u s e n, 2 0 0 4 ; T a yl o r 

&  L a r s o n,  2 0 1 9 ),  i n cl u di n g  h u m a n s  ( e. g.,  D a n n e r m a n n  et  al.,  

2 0 1 6 ; D ut h eil et al., 2 0 1 5 ; H a r ri s et al., 2 0 2 3 ; S a n k a r a r a m a n et al., 

2 0 1 4 ). R e g a r dl e s s  of  t h e  m e c h a ni s m  b y  w hi c h  r e p r o d u cti v e  i s o-

l ati o n e v ol v e s, di v e r g e nt li n e a g e s m a y c o m e b a c k i nt o p r ol o n g e d 

s e c o n d a r y  c o nt a ct  w h e r e  r e p r o d u cti v e  b a r ri e r s  a r e  t e st e d, wit h  

m ulti pl e p ot e nti al o ut c o m e s ( A b b ot, 2 0 1 3 ; A r n ol d, 2 0 1 5 ; B a rt o n, 

2 0 1 3 ; P a y s e u r & Ri e s e b e r g, 2 0 1 6 ). 

H y b ri di z ati o n  i s  o n e  s u c h  o ut c o m e  of  s e c o n d a r y  c o nt a ct,  

l e a di n g  t o  t h e  f o r m ati o n  of  h y b ri d  z o n e s  w h e n  di v e r g e nt  li n e-

a g e s  e x c h a n g e  g e n e s  i n  a  r e st ri ct e d  a r e a  of  s y m p at r y  ( A b b ot  et  
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4 2 2  | S e m e n o v et al. 

Fi g u r e 1. G e o g r a p hi c c o nt e xt of t h e st u d y: G e o g r a p hi c di st ri b uti o n, s a m pli n g, a n d p o p ul ati o n st r u ct u r e a s i nf e r r e d b y P ri n ci p al C o m p o n e nt A n al y si s 

i n all o p at ri c bl a c k- c a p p e d c hi c k a d e e s (n = 1 5, bl u e ci r cl e s), C a r oli n a c hi c k a d e e s ( n = 1 1, r e d r e ct a n gl e s), a n d t r a n s e ct s t h r o u g h t h ei r h y b ri d z o n e s i n 

Mi s s o u ri (t ri a n gl e s, n = 1 3 1) a n d P e n n s yl v a ni a ( di a m o n d s, n = 1 0 2). Di st ri b uti o n m a p s i n i n s e rt s a r e b a s e d o n e Bi r d ( r el e a s e of A u g u st 2 0 2 0) r e c o r d s. 

F o r g e o g r a p hi c cli n e a n al y si s, t h e p o siti o n of s a m pli n g l o c aliti e s w a s p r oj e ct e d o n t h e p e r p e n di c ul a r li n e a c r o s s e a c h r e gi o n of t h e h y b ri d z o n e t o 

e sti m at e li n e a r di st a n c e s. A st e ri s k s s h o w t h e i nf e r r e d c e nt e r of e a c h g e o g r a p hi c cli n e. N ot e t h at t h e r e a r e s a m pl e s of bl a c k- c a p p e d c hi c k a d e e s 

c oll e ct e d di r e ctl y n o rt h f r o m t h e h y b ri d z o n e ( N e w Y o r k St at e, S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1 ) t h at w e r e u s e d a s “ all o p at ri c” i n t h e a n al y si s of t h e p ut ati v e Z 

c h r o m o s o m e i n v e r si o n t h at c o m p a r e s w e st e r n a n d e a st e r n bl a c k- c a p p e d c hi c k a d e e p o p ul ati o n s. 

al., 2 0 1 6 ; H a r ri s o n & L a r s o n, 2 0 1 4 ; P e ñ al b a et al., 2 0 2 4 ). O n g oi n g 

h y b ri di z ati o n all o w s f o r t h e i n v e sti g ati o n of r e p r o d u cti v e b a r ri e r s, 

l e a di n g  t o  a n  e x p a n d e d  u n d e r st a n di n g  of  t h e  f a ct o r s  t h at  p r o-

m ot e o r e r o d e t h e m. T h e st u d y of h y b ri d z o n e s a n d h y b ri di z ati o n 

c a n al s o u n c o v e r t h e m e c h a ni s m s t h at u n d e rli e r e d u c e d ft n e s s 

c a u s e d b y h y b ri d g e n ot y p e s a n d h a s all o w e d f o r t h e di s s e cti o n of 

t h e g e n eti c b a si s of a d a pt ati o n a n d di v e r g e n c e ( e. g., J o n e s et al., 

2 0 1 8 ; P o el st r a et al., 2 0 1 4 ; S e m e n o v et al., 2 0 2 1 ; S o n g et al., 2 0 1 1 ; 

T o e w s et al., 2 0 1 6 ; T u r n e r & H a r r, 2 0 1 4 ). I m p o rt a ntl y, h y b ri d z o n e s 

a r e  d y n a mi c  s y st e m s  wit hi n  w hi c h  t h e  e xt e nt  of  h y b ri di z ati o n  

c a n v a r y a c r o s s s p a c e a n d ti m e. 

R e pli c at e t e m p o r al s a m pli n g a c r o s s h y b ri d z o n e s h a s r e v e al e d 

t h at h y b ri d z o n e c h a r a ct e ri sti c s ( e. g., s p ati al p o siti o n o r f r e q u e n c y 

of  h y b ri di z ati o n)  c a n  c h a n g e  o v e r  ti m e  i n  r e s p o n s e  t o  e n vi r o n -

m e nt al  c h a n g e  ( e. g.,  cli m at e  c h a n g e  o r  a nt h r o p o g e ni c  h a bit at  

t r a n sf o r m ati o n)  ( A g uill o n  &  R o h w e r,  2 0 2 2 ; Ål u n d  et  al.,  2 0 2 3 ; 

B u g g s, 2 0 0 7 ; D o u g h e rt y & C a rli n g, 2 0 2 4 ; G r a b e n st ei n et al., 2 0 2 3 ; 

T a yl o r, W hit e, et al., 2 0 1 4 ; T a yl o r et al., 2 0 1 5 ; R y a n et al., 2 0 1 8 — 

b ut s e e M ettl e r & S p ell m a n, 2 0 0 9 ; W a n g et al., 2 0 1 9 ). I nt e r e sti n gl y, 

w hil e p att e r n s of h y b ri di z ati o n c a n si mil a rl y v a r y g e o g r a p hi c all y 

i n di sti n ct p a rt s of t h e s a m e h y b ri d z o n e, t h e u n d e rl yi n g c a u s e s 

of t h e s e diff e r e n c e s h a v e r e c ei v e d l e s s att e nti o n i n t h e lit e r at u r e 

( b ut  s e e  F r aï s s e  et  al.,  2 0 1 4 ; L a r s o n  et  al.,  2 0 1 3 ; M a n d e vill e  et  

al., 2 0 2 2 ; M c F a rl a n e et al., 2 0 2 4 ; N at ol a et al., 2 0 2 3 ; T e et e r et al., 

2 0 1 0 ). St u d yi n g m ulti pl e g e o g r a p hi c all y di sti n ct t r a n s e ct s a c r o s s 

h y b ri d z o n e s s h o ul d h el p a s s e s s t h e e xt e nt t o w hi c h h y b ri di z a -

ti o n i s p r e di ct a bl e o r c o nti n g e nt o n hi st o r y a n d l o c al c o n diti o n s, 

h el pi n g  pi n p oi nt  e c ol o gi c al  f a ct o r s  t h at  c o n st r ai n  o r  p r o m ot e  

h y b ri di z ati o n.  I n  a d diti o n,  r e pli c at e  t r a n s e ct s  c a n  ill u mi n at e  

w hi c h g e n e s o r g e n o mi c r e gi o n s c o n si st e ntl y c o nt ri b ut e t o r e p r o -

d u cti v e i s ol ati o n i n diff e r e nt e c ol o gi c al c o nt e xt s a n d h e n c e pl a y a 

p ri m a r y r ol e i n t h e m ai nt e n a n c e of s p e ci e s b o u n d a ri e s. 

Bl a c k- c a p p e d  ( P o e cil e  atri c a pill u s )  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e s  

(P o e cil e  c ar oli n e n si s )  a r e  si st e r  s p e ci e s  of  p a s s e ri n e  bi r d s  t h at  

h y b ri di z e  i n  a  s p ati all y  e x p a n si v e  z o n e  of  c o nt a ct  a c r o s s  e a st -

e r n  a n d  c e nt r al  N o rt h  A m e ri c a  ( Fi g u r e  1 ).  T h e  bl a c k- c a p p e d/  

C a r oli n a c hi c k a d e e h y b ri d z o n e i s o n e of t h e b e st- st u di e d e x a m -

pl e s of r a pi d ( ~ 1. 2 k m a y e a r), cli m at e- m e di at e d n o rt h w a r d z o n e 

m o v e m e nt: t h e c o nt a ct z o n e e a st of t h e A p p al a c hi a n M o u nt ai n s 

cl o s el y t r a c k s a v e r a g e wi nt e r t e m p e r at u r e s, w hi c h a r e i n c r e a si n g 

a s a r e s ult of cli m at e c h a n g e ( T a yl o r, W hit e, et al., 2 0 1 4 ). D e s pit e 

o n g oi n g h y b ri di z ati o n ( B r o n s o n, 2 0 0 2 ; B r o n s o n, G r u b b, B r a u n, et 

al., 2 0 0 3 ; B r o n s o n, G r u b b, S attl e r, et al., 2 0 0 3 ; B r o n s o n et al., 2 0 0 5 ; 

D a vi d s o n et al., 2 0 1 3 ; R e u di n k et al., 2 0 0 6 , 2 0 0 7 ; T a yl o r, C u r r y, et 

al., 2 0 1 4 ; T a yl o r, W hit e, et al., 2 0 1 4 ), t h e r e i s d o c u m e nt e d s el e cti o n 

a g ai n st i n di vi d u al s wit h a d mi x e d a n c e st r y vi a r e d u c e d h at c hi n g 

s u c c e s s ( B r o n s o n, G r u b b, S attl e r et al., 2 0 0 3 , B r o n s o n et al. 2 0 0 5 ; 

V a n H u y n h & Ri c e, 2 0 1 9 ), a n d p r o b a bl e d e v el o p m e nt al a n d p h y s-

i ol o gi c al b r e a k d o w n i n h y b ri d s (D ri v e r et al., 2 0 2 2 ; M c Q uill a n et 

al.,  2 0 1 8 ; W a g n e r  et  al.,  2 0 2 0 ).  E vi d e n c e  f o r  m et a b oli c  d y sf u n c-

ti o n  c o m e s  f r o m  b ot h  e x p e ri m e nt al  r e s ult s  ( Ol s o n  et  al.,  2 0 1 0 ) 

a n d p att e r n s i n g e n o mi c d at a ( T a yl o r, C u r r y, et al., 2 0 1 4 ; W a g n e r 

et al., 2 0 2 0 ), w hi c h s u g g e st t h at a d mi x e d i n di vi d u al s ( h y b ri d s a n d 

b a c k c r o s s e s)  s uff e r  f r o m  m et a b oli c  i n ef f ci e n c y.  S u c h  r e d u c e d  

m et a b oli c ef f ci e n c y li k el y i n c r e a s e s t h e li k eli h o o d of o v e r wi nt e r 

m o rt alit y, a s s e e n i n ot h e r s m all p a s s e ri n e s ( P etit et al., 2 0 1 7 ). 
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A n ot h e r  i nt ri g ui n g  m e c h a ni s m  of  s el e cti o n  a g ai n st  h y b ri d  

c hi c k a d e e s  i n v ol v e s  c o g niti v e  b r e a k d o w n.  D u ri n g  t h e  wi nt e r  

m o nt h s, p a rti c ul a rl y i n h a r s h e r cli m at e s, s e v e r al c hi c k a d e e s p e -

ci e s —i n cl u di n g  bl a c k- c a p p e d,  a n d  t o  a  l e s s e r  e xt e nt,  C a r oli n a  

c hi c k a d e e s — r el y  h e a vil y  o n  c a c h e d  f o o d  s o u r c e s  s c att e r e d  

t h r o u g h o ut  t h ei r  h o m e  r a n g e  ( S mit h,  1 9 9 5 ; S o n n e n b e r g  et  al.,  

2 0 1 9 ). R e c o v e ri n g  s c att e r- c a c h e d  f o o d  r e q ui r e s  e x c e pti o n al  s p a-

ti al  m e m o r y  ( B r a n c h  et  al.,  2 0 2 2 ; P r a v o s u d o v  et  al.,  2 0 2 5 ),  b ut  

bl a c k- c a p p e d  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e  h y b ri d s  a p p e a r  t o  e x p e ri -

e n c e d e f ci e n ci e s i n l e a r ni n g a n d m e m o r y ( M c Q uill a n et al., 2 0 1 8 ). 

H y b ri d s wit h r e d u c e d s p ati al m e m o r y a n d l e a r ni n g a biliti e s li k el y 

h a v e  r e d u c e d  ft n e s s  i n  t h e  wil d,  p a rti c ul a rl y  d u ri n g  c ol d  wi n -

t e r s,  s u c h  t h at  e n vi r o n m e nt al  s el e cti o n  o n  hi p p o c a m p al  f u n c -

ti o n  mi g ht  c o nt ri b ut e  t o  p a rti al  r e p r o d u cti v e  i s ol ati o n  b et w e e n  

bl a c k- c a p p e d  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e s  ( M c Q uill a n  et  al.,  2 0 1 8 ; 

Ri c e, 2 0 2 0 ; Ri c e & M c Q uill a n, 2 0 1 8 ). T hi s i d e a i s s u p p o rt e d b y e vi-

d e n c e  t h at  n e u r o n- r el at e d  g e n e  o nt ol o g y  c at e g o ri e s  ( e. g., gl ut a -

m at e si g n ali n g a n d s y n a pti c t r a n s mi s si o n) w e r e o v e r r e p r e s e nt e d 

i n g e n o mi c r e gi o n s t h at w e r e hi g hl y diff e r e nti at e d a n d r e si st a nt 

t o i nt r o g r e s si o n b et w e e n bl a c k- c a p p e d a n d C a r oli n a c hi c k a d e e s 

a c r o s s a 1 0- y e a r p e ri o d ( W a g n e r et al., 2 0 2 0 ). 

W hil e  t h e  e a st e r n  r e gi o n  of  t h e  e x p a n si v e  bl a c k- c a p p e d/  

C a r oli n a  c hi c k a d e e  h y b ri d  z o n e  ( Fi g u r e  1 )  h a s  b e e n  e xt e n si v el y  

st u di e d, it s c e nt r al a n d w e st e r n r e a c h e s h a v e r e c ei v e d l e s s att e n -

ti o n. R e c e nt w o r k b y Al e x a n d e r et al. ( 2 0 2 2)  s h o w e d t h at t h e r at e 

of h y b ri d z o n e m o v e m e nt v a ri e s a c r o s s l o n git u d e: i n t h e st at e of 

Mi s s o u ri  ( c e nt r al  U S A,  R o b bi n s  et  al.,  1 9 8 6 ),  t h e  h y b ri d  z o n e  i s  

m o vi n g f v e o r si x ti m e s sl o w e r ( ~ 0. 2 k m a y e a r) t h a n i n t h e st at e 

of P e n n s yl v a ni a. Of t h e p ot e nti al f a ct o r s t h at mi g ht c o nt ri b ut e t o 

g e o g r a p hi c diff e r e n c e s i n t h e r at e of h y b ri d z o n e m o v e m e nt, t h e 

v el o cit y of cli m at e c h a n g e m a y b e t h e m o st i m p o rt a nt ( Al e x a n d e r 

et al., 2 0 2 2 ; M c Q uill a n & Ri c e, 2 0 1 5 ). I n g e n e r al, cli m at e c h a n g e 

i s o c c u r ri n g m o r e sl o wl y i n i nt e ri o r ( c o nti n e nt al) a r e a s of N o rt h 

A m e ri c a t h a n it s c o a st s, a p att e r n t h at h ol d s t r u e w h e n c o m p a r -

i n g  Mi s s o u ri  t o  P e n n s yl v a ni a  (Al e x a n d e r  et  al., 2 0 2 2 ; M c Q uill a n 

& Ri c e, 2 0 1 5 ). It r e m ai n s u n cl e a r, h o w e v e r, w h et h e r h y b ri di z ati o n 

f r e q u e n c y a n d r e p r o d u cti v e i s ol ati o n a r e c o n si st e nt o v e r t h e l a r g e 

g e o g r a p hi c s c al e of t h e c hi c k a d e e h y b ri d z o n e. T h e r e i s s o m e e vi -

d e n c e t h at d y n a mi c s v a r y r e gi o n all y: p r e vi o u s w o r k i n Mi s s o u ri 

di d  n ot  f n d  l o ci  wit h  r e st ri ct e d  i nt r o g r e s si o n  t h at  o v e rl a p p e d  

b et w e e n  r e pli c at e  t r a n s e ct s  of  t h e  h y b ri d  z o n e  i n  Mi s s o u ri  a n d  

P e n n s yl v a ni a  ( Al e x a n d e r  et  al., 2 0 2 2 ). H o w e v e r,  Al e x a n d e r  et  al.  

( 2 0 2 2) u s e d a r e d u c e d- r e p r e s e nt ati o n s e q u e n ci n g a p p r o a c h t h at 

c o v e r e d  o nl y  a  s m all  f r a cti o n  of  t h e  g e n o m e.  F u rt h e r m o r e,  t h e  

a ut h o r s  di d  n ot  e x pli citl y  c o m p a r e  t h e  r e p r e s e nt ati o n  of  di s -

ti n ct h y b ri d a n c e st r y cl a s s e s ( F 1 s, a d v a n c e d g e n e r ati o n h y b ri d s, 

a n d b a c k c r o s s e s) t o a s s e s s if v a ri ati o n i n t h e r at e of h y b ri d z o n e 

m o v e m e nt  t r a n sl at e s  i nt o  di sti n ct  p att e r n s  of  h y b ri di z ati o n.  A s  

s u c h,  t h e  g e n eti c  b a si s  of  t h e  p h y si ol o gi c al  m e c h a ni s m s  m e di -

ati n g bl a c k- c a p p e d a n d C a r oli n a c hi c k a d e e h y b ri di z ati o n r a n g e-

wi d e r e m ai n s u n k n o w n. 

I n t hi s st u d y, w e u s e w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g of 2 5 9 i n di vi d-

u al s  t o  t e st  f o r  v a ri ati o n  i n  h y b ri di z ati o n  d y n a mi c s  i n  t w o  g e o -

g r a p hi c all y  r e m ot e  t r a n s e ct s  a c r o s s  t h e  c hi c k a d e e  h y b ri d  z o n e:  

o n e  s a m pl e d  i n  P e n n s yl v a ni a  ( e a st e r n  U S A)  a n d  t h e  ot h e r  i n  

Mi s s o u ri ( c e nt r al U S A) ( Fi g u r e 1 ). C o n si d e ri n g t h at p r e vi o u s st u d-

i e s  f o u n d  diff e r e n c e s  i n  t h e  r at e  of  t h e  h y b ri d  z o n e  m o v e m e nt  

a c r o s s  N o rt h  A m e ri c a  ( Al e x a n d e r  et  al.,  2 0 2 2 )  a n d  i m pli c at e d  

g e o g r a p hi c al  v a ri ati o n  i n  cli m at e  a s  t h e  p ot e nti al  m e c h a ni s m  

(M c Q uill a n & Ri c e, 2 0 1 5 ), w e h y p ot h e si z e t h at h y b ri di z ati o n a n d 

i nt r o g r e s si o n  p att e r n s  s h o ul d  r e f e ct  t h e s e  diff e r e n c e s.  E a st e r n  

p a rt s  of  t h e  h y b ri d  z o n e  s h o ul d  e x p e ri e n c e  st r o n g e r  s el e cti v e  

p r e s s u r e s f r o m cli m ati c v a ri a bl e s a s t h e y r el at e t o f a ct o r s aff e ct -

i n g o v e r wi nt e r c hi c k a d e e s u r vi v al. W e f r st a s k w h et h e r p att e r n s 

of h y b ri di z ati o n ( s u c h a s t h e wi dt h of t h e h y b ri d z o n e a n d t h e r el -

ati v e p r o p o rti o n of di sti n ct h y b ri d cl a s s e s) diff e r b et w e e n t h e t w o 

t r a n s e ct s. S e c o n d, w e a s s e s s p att e r n s of i nt r o g r e s si o n t o pi n p oi nt 

g e n o mi c  r e gi o n s  a n d  l o ci  wit h  c o n si st e ntl y  r e st ri ct e d  i nt r o g r e s -

si o n. T hi r d, w e i d e ntif y g e n e s a n d bi ol o gi c al p r o c e s s e s t h at mi g ht 

c o nt ri b ut e t o r e p r o d u cti v e b a r ri e r s i n b ot h t r a n s e ct s a n d e x pl o r e 

t h e  g e n o m e- wi d e  a r c hit e ct u r e  of  diff e r e nti ati o n  a n d  r e p r o d u c -

ti v e  i s ol ati o n  b et w e e n  bl a c k- c a p p e d  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e s.  

W e c o n cl u d e b y u si n g f o r w a r d-ti m e si m ul ati o n s a n d a n al y s e s of 

e c ol o gi c al v a ri a bl e s t o a s s e s s p ot e nti al m e c h a ni s m s b e hi n d t h e 

s p ati ot e m p o r al d y n a mi c s of t h e h y b ri d z o n e. 

M et h o d s 

S a m pli n g 

W e s a m pl e d c hi c k a d e e s i n t w o t r a n s e ct s s p a n ni n g p o rti o n s of t h e 

h y b ri d z o n e i n Mi s s o u ri ( n = 1 3 1, s a m e s a m pl e s u s e d i n Al e x a n d e r 

et  al.  ( 2 0 2 2)  f r o m  2 0 1 6  t o  2 0 1 9)  a n d  P e n n s yl v a ni a  ( n = 1 0 2),  a s 

w ell  a s  di st a nt  all o p at ri c  p o p ul ati o n s  of  bl a c k- c a p p e d  ( n = 1 5) 

a n d  C a r oli n a  ( n =  1 1)  c hi c k a d e e s  f r o m  C ol o r a d o  a n d  L o ui si a n a/  

N o rt h C a r oli n a, r e s p e cti v el y ( Fi g u r e 1 , S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1 ). 

I n a d diti o n t o f a cilit ati n g o u r c o m p a ri s o n of h y b ri d z o n e d y n a m-

i c s,  s a m pli n g  m ulti pl e  p o p ul ati o n s  all o w e d  u s  t o  a c c o u nt  f o r  

i nt r a p o p ul ati o n g e n eti c v a ri ati o n i n t h e C a r oli n a c hi c k a d e e (i. e., 

di sti n ct mt D N A li n e a g e s i n t h e c e nt r al a n d e a st e r n p a rt s of N o rt h 

A m e ri c a) ( Gill et al., 1 9 9 3 ; S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1 ). C hi c k a d e e s 

w e r e t r a p p e d i n t h e f el d u si n g mi st n et s. 

W h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g a n d c h a r a ct e ri zi n g 
p att e r n s of di v e r g e n c e a n d h y b ri di z ati o n 

W e  s e q u e n c e d  w h ol e  g e n o m e s,  ai mi n g  f o r  1 5 ×  r e a d  d e pt h  a n d  

p r e p a r e d  g e n ot y p e  t a bl e s  f oll o wi n g  c o m m o nl y  u s e d  p r ot o c ol s  

( s e e S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s  f o r  d et ail s).  W e  a s s e s s e d  i nt e r-

a n d  i nt r a s p e ci f c  g e n eti c  st r u ct u r e  wit h  P ri n ci p al  C o m p o n e nt  

A n al y si s ( P C A). W e p e rf o r m e d P C A o n all s p e ci e s, p o p ul ati o n s, a n d 

h y b ri d s  u si n g  t h e  R  v. 3. 6. 1  f u n cti o n  pr c o m p()  ( R st u di o  v. 1. 1. 4 5 3)  

a n d  a  m e a n- c e nt e r e d  g e n eti c  c o v a ri a n c e  m at ri x  of  S N P  g e n o -

t y p e s g e n e r at e d f r o m a V C F fl e t h at w a s t hi n n e d t o r e d u c e t h e 

li k eli h o o d  of  p h y si c al  li n k a g e  ( 1  v a ri a nt  sit e  p e r  1 0  k b  wi n d o w).  

N e xt, w e u s e d g g h y b ri d v. 2. 0. 0 ( B ail e y, 2 0 2 3 ) t o e sti m at e i n di vi d-

u al h y b ri d i n d e x e s. T o d o s o, w e f r st c al c ul at e d p e r- S N P W ei r a n d 

C o c k e r h a m’ s F
S T

 b et w e e n  all o p at ri c  bl a c k- c a p p e d  ( n = 1 5)  a n d 

C a r oli n a ( n = 1 1)  c hi c k a d e e s  u si n g v cft o ol s  (D a n e c e k et al., 2 0 1 1 ). 

W e t h e n s el e ct e d S N P s wit h all el e s f x e d t o alt e r n ati v e st at e s ( F
S T 

= 1), f u rt h e r t hi n n e d t hi s d at a s et t o r et ai n 1 S N P p e r 1 0 k b wi n d o w 

( 9, 6 3 4 l o ci t ot al), a n d i n p ut t h e d at a s et t o g g h y b ri d’ s e st h()  f u n c-

ti o n. W e di s c a r d e d t h e f r st 5, 0 0 0 it e r ati o n s a s b u r n-i n, u si n g t h e 

s u b s e q u e nt 1 0, 0 0 0 it e r ati o n s t o c al c ul at e t h e p o st e ri o r p r o b a bil -

it y of h y b ri d i n d e x v al u e s. 

W e al s o u s e d g g h y b ri d t o r u n a B a y e si a n G e n o mi c Cli n e ( B G C) 

a n al y si s. T hi s a n al y si s all o w e d u s t o q u a ntif y t r a n siti o n s i n all el e 

f r e q u e n ci e s of i n di vi d u al S N P s c o m p a r e d t o g e n o m e- wi d e b a c k -

g r o u n d a n c e st r y a n d i d e ntif y l o ci wit h r e st ri ct e d i nt r o g r e s si o n.  W e 

u s e d t h e f u n cti o n g g cli n e()  o n a d at a s et i n cl u di n g all l o ci wit h F
S T 

= 1 ( n = 2 9 6, 9 9 6) a n d i d e nti c al M C M C p a r a m et e r s. I n d o w n st r e a m 

a n al y s e s, w e f o c u s e d o n l o ci wit h a cli n e st e e p n e s s ( v ) p a r a m et e r 

e x c e e di n g t h e v al u e of 1 a n d p < 0. 0 5. I n g g h y bri d , v = 1 i n di c at e s 

t h at a gi v e n l o c u s h a s a r at e of t r a n siti o n n ot si g ni f c a ntl y diff e r-

e nt f r o m t h e g e n o m e- wi d e a v e r a g e, w hil e v > 1 i n di c at e s a cli n e 

wit h a l o gi sti c ( o r si g m oi d al) f o r m. T hi s s h a p e i n di c at e s r e st ri ct e d 
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g e n e f o w o n eit h e r si d e of t h e cli n e c e nt e r ( B ail e y, 2 0 2 3 ), a n al o-

g o u s t o t h e R  p a r a m et e r i n G o m p e rt a n d B u e r kl e ( 2 0 1 2) . Hi g h e r 

v  v al u e s  i n di c at e  c o m p a r ati v el y  m o r e  r e st ri ct e d  i nt r o g r e s si o n  

(B ail e y,  2 0 2 3 ).  W e  t h e n  u s e d  t h e  a n n ot ati o n  f r o m  S e m e n o v  et  

al.  ( 2 0 2 4)  t o  m at c h  i nt r o g r e s si o n- r e si st a nt  l o ci  t o  g e n e  m o d el s,  

i n cl u di n g r e gi o n s u p t o 5, 0 0 0 b p b ef o r e a n d aft e r r e a di n g f r a m e s 

t o a c c o u nt f o r p ot e nti al r e g ul at o r y s u b stit uti o n s. 

P r e vi o u s  st u di e s  r e v e al e d  t h at  bl a c k- c a p p e d  a n d  C a r oli n a  

c hi c k a d e e s  b el o n g  t o  di v e r g e nt  mt D N A  cl a d e s,  wit h  a d diti o n al  

mt D N A s e g r e g ati o n b et w e e n w e st e r n a n d e a st e r n C a r oli n a c hi c k -

a d e e s ( Gill et al., 1 9 9 3 ). T o a s s e s s t h e t r a n siti o n i n mt D N A h a pl o-

t y p e s, w e ali g n e d s e q u e n c e d r e a d s t o t h e c o m pl et e mit o c h o n d ri al 

g e n o m e of t h e bl a c k- c a p p e d c hi c k a d e e ( W a g n e r et al., 2 0 2 0 ) a n d 

i m pl e m e nt e d P C A a s d e s c ri b e d a b o v e t o i d e ntif y mt D N A cl u st e r s 

a n d t o a s si g n i n di vi d u al mit ot y p e s b a s e d o n t h ei r g r o u pi n g wit h 

all o p at ri c s a m pl e s. 

T o c h a r a ct e ri z e t h e wi dt h of t h e h y b ri d z o n e a c r o s s e a c h t r a n -

s e ct, w e u s e d t h e g e o g r a p hi c cli n e a n al y si s i m pl e m e nt e d i n h z ar 

v. 0. 2- 5  R  p a c k a g e  ( D e r r y b e r r y  et  al.,  2 0 1 4 ).  W e  u s e d  P C 1  s c o re s  

f r o m t h e P C A ( a s d e s c ri b e d a b o v e) a s a p r o x y f o r g e n o mi c a n c e s -

t r y  a n d  t o  ft  e m pi ri c al  d at a  c o r r e s p o n di n g  t o  f v e  g e o g r a p hi c  

cli n e m o d el s u si n g t h e M et r o p oli s – H a sti n g s M C M C al g o rit h m a s 

d e s c ri b e d i n S e m e n o v et al. ( 2 0 2 1) . T o c h a r a ct e ri z e t h e di st a n c e 

al o n g e a c h t r a n s e ct, t h e g e o g r a p hi c l o c ati o n of s a m pli n g c o o r di -

n at e s ( S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1 ) w a s p r oj e ct e d o n a li n e a p p r o xi-

m ati n g a 9 0- d e g r e e t r a n s e ct a c r o s s t h e h y b ri d z o n e a s s h o w n i n 

Fi g u r e 1 . T o c h a r a ct e ri z e g e n o m e- wi d e p att e r n s of diff e r e nti ati o n, 

w e  e sti m at e d  F
S T

 i n  2 5  k b  sli di n g  wi n d o w s  wit h  a  5  k b  st e p  i n  

t h r e e c o m p a ri s o n s: all o p at ri c s a m pl e s, bl a c k- c a p p e d v s. C a r oli n a 

c hi c k a d e e  i n  Mi s s o u ri  ( W e st),  a n d  bl a c k- c a p p e d  v s.  C a r oli n a  

c hi c k a d e e i n P e n n s yl v a ni a ( E a st). F o r t h e l att e r t w o c o m p a ri s o n s, 

w e s el e ct e d t h e l e a st a d mi x e d i n di vi d u al s wit h h y b ri d i n di c e s of 

< 0. 1  o r > 0. 9 a n d h et e r o z y g o sit y b el o w 0. 1. 

D et e cti o n of Z c h r o m o s o m e i n v e r si o n s 

P att e r n s of F
S T 

b e t w e e n c hi c k a d e e p o p ul ati o n s s u g g e st e d p ot e nti al 

c h r o m o s o m al i n v e r si o n s ( s e e R e s ult s) b ot h b et w e e n bl a c k- c a p p e d 

a n d C a r oli n a c hi c k a d e e s (I n v e r si o n 1) a n d b et w e e n w e st e r n a n d 

e a st e r n C a r oli n a c hi c k a d e e p o p ul ati o n s (I n v e r si o n 2). T o f u rt h e r 

c h a r a ct e ri z e  t h e s e  r e gi o n s,  w e  u s e d  a s a p h  v. 2. 0  ( N o wli n g  et  al.,  

2 0 2 2 ) t o g e n e r at e l o c al P C A s a n d t e st a s s o ci ati o n s b et w e e n S N P s 

a n d P C A c o o r di n at e s. A s a p h  i d e nti f e s S N P s hi g hl y a s s o ci at e d wit h 

P C A c o o r di n at e s a n d t h e n vi s u ali z e s t h e s e s c o r e s a s a M a n h att a n 

pl ot.  Hi g h e r  v al u e s  i n di c at e  st r o n g e r  a s s o ci ati o n s  b et w e e n  S N P  

g e n ot y p e a n d P C A l o c ati o n. I n v e r si o n s g e n e r all y a p p e a r a s st e p -

wi s e p att e r n s of S N P- P C A a s s o ci ati o n s (i. e., d o n ot s h o w g r a d u al 

t r a n siti o n s al o n g t h e x - a xi s). 

T o f o c u s o u r i n v e r si o n e x pl o r ati o n, w e f r st s u b s et o u r d at a t o 

i n cl u d e o nl y t h e Z c h r o m o s o m e ( s c aff ol d Z _ 1, r e p r e s e nti n g o v e r 

9 0 % of t h e t ot al c h r o m o s o m e l e n gt h). T hi s c o m p a ri s o n i n cl u d e d 

w e st e r n all o p at ri c bl a c k- c a p p e d c hi c k a d e e ( n = 2 3 f r o m C ol o r a d o) 

a n d  w e st e r n  C a r oli n a  c hi c k a d e e  ( n =  5)  f r o m  L o ui si a n a. F u rt h e r,  

w e  i n cl u d e d  e a st e r n  all o p at ri c  bl a c k- c a p p e d  c hi c k a d e e  p o p ul a -

ti o n s ( n = 1 3 f r o m N e w Y o r k St at e, a s a m pli n g sit e a dj a c e nt t o t h e 

n o rt h e r n e d g e of t h e h y b ri d z o n e, s e e Fi g u r e 1  a n d S u p pl e m e nt a r y 

T a bl e S 1 ). N ot e t h at t hi s r ef e r e n c e p o p ul ati o n w a s u s e d a s all o-

p at ri c o nl y i n t h e a n al y si s of p ut ati v e Z c h r o m o s o m e i n v e r si o n s. 

Fi n all y, w e a n al y z e d si x C a r oli n a c hi c k a d e e s f r o m e a st e r n p o p ul a -

ti o n s ( S o ut h C a r oli n a). W e t h e n c h a r a ct e ri z e d diff e r e nt i n v e r si o n 

h a pl ot y p e s wit hi n t h e t w o t r a n s e ct s wit h P C A s. T o d o s o, w e f r st 

s u b s et t h e d at a t o i n d e p e n d e ntl y e x a mi n e I n v e r si o n 1 h a pl ot y p e s 

wit hi n e a c h t r a n s e ct ( e a st e r n t r a n s e ct n = 1 0 6, w e st e r n  t r a n s e ct 

n = 1 3 6), r e m o vi n g sit e s o n t h e Z c h r o m o s o m e t h at f ell o ut si d e of 

t h e I n v e r si o n 1 b o u n d a ri e s ( a s e sti m at e d b y a s a p h ) a n d c al c ul ati n g 

i n b r e e di n g c o ef f ci e nt s (F
I S
) f o r e a c h i n di vi d u al wit hi n e a c h t r a n-

s e ct  t o  i d e ntif y  p ut ati v e  h et e r o z y g ot e s.  W e  si mil a rl y  s u b s et  o u r  

d at a t o c h a r a ct e ri z e t h e f r e q u e n c y a n d di st ri b uti o n of I n v e r si o n 

2, r et ai ni n g o nl y sit e s wit hi n it s b o u n d a ri e s a n d i n di vi d u al s wit h 

b ot h c o pi e s of t h e C a r oli n a c hi c k a d e e Z c h r o m o s o m e. B y r e m o v -

i n g  all  h et e r o z y g ot e s  a n d  bl a c k- c a p p e d  c hi c k a d e e  i n di vi d u al s,  

t h e l att e r st e p all o w e d u s t o a v oi d cl u st e ri n g d u e t o bl a c k- c a p p e d 

c hi c k a d e e a n c e st r y. Fi n all y, w e p e rf o r m e d P C A a s d e s c ri b e d a b o v e, 

e x p e cti n g  t h at  if  t h e r e  w a s  a  c o m pl et el y  s e g r e g ati n g  i n v e r si o n  

b et w e e n p o p ul ati o n s of C a r oli n a c hi c k a d e e, t h e r e w o ul d b e f ull 

s e g r e g ati o n of i n di vi d u al s b y t r a n s e ct l o c ati o n. 

I n g e n uit y p at h w a y a n al y si s 

T o  c h a r a ct e ri z e  t h e  o r g a ni z ati o n  of  g e n e s  wit h  e vi d e n c e  of  

r e st ri ct e d i nt r o g r e s si o n i nt o d e v el o p m e nt al p r o c e s s e s a n d r e g u -

l at o r y  p at h w a y s,  w e  u s e d  t h e  I n g e n uit y  P at h w a y  A n al y si s  (I P A)  

s oft w a r e d e v el o p e d b y QI A G E N ( R el e a s e 2 0 2 4- 0 7- 2 2, QI A G E N I n c., 

htt p s:// di git ali n si g ht s. qi a g e n. c o m/I P A  (K r ä m e r et al., 2 0 1 4 ). U nli k e 

m et h o d s t h at u s e u n st r u ct u r e d g e n e li st s f o r a s s e s si n g o v e r r e p -

r e s e nt ati o n vi a g e n e o nt ol o g y c at e g o ri e s, p at h w a y a n al y si s t o ol s 

( s u c h a s I P A) c a n e st a bli s h c a u s al hi e r a r c hi c al r el ati o n s hi p s f r o m 

g e n e  li st s  a n d  p r o vi d e  i n si g ht s  i nt o  bi ol o gi c al  m e c h a ni s m,  n ot  

j u st p att e r n (S e m e n o v et al., 2 0 2 4 ). T h e I P A d at a b a s e i n p a rti c u-

l a r c o m bi n e s i n si g ht s f r o m o v e r 1 0 0, 0 0 0 p u bli s h e d d at a s et s a n d 

> 7, 0 0 0, 0 0 0  f n di n g s  ( g e n e  a s s o ci ati o n s  o r  f u n cti o n s)  t o  e v al u at e  

p att e r n s  of  g e n e  c o- e x p r e s si o n,  hi e r a r c hi c al  g e n e  e x p r e s si o n  

r el ati o n s hi p s, a n d  c o n n e cti o n s  b et w e e n  i n di vi d u al  g e n e s  a n d  a  

p h e n ot y p e  of  i nt e r e st.  T o  a s s e s s  o v e r r e p r e s e nt ati o n  of  g e n e s  i n  

hi g h e r-l e v el  p at h w a y s,  w e  p e rf o r m e d  a n  I n g e n uit y  K n o wl e d g e  

B a s e  C o r e  a n al y si s  wit h  d ef a ult  s etti n g s  ( p < 0. 0 5). W e  s e a r c h e d 

t h e  c o m pl et e  li st  of  u ni q u e  g e n e s  wit h  r e st ri ct e d  i nt r o g r e s si o n  

t h at o v e rl a p p e d b et w e e n P e n n s yl v a ni a a n d Mi s s o u ri t o a s s e s s ( 1) 

t h ei r  c o n n e cti o n  t o  k n o w n  p h e n ot y p e s  of  i nt e r e st  a n d  ( 2)  t h ei r  

o v e r r e p r e s e nt ati o n i n t h e li st of I P A C o r e bi ol o gi c al p at h w a y s. 

Si m ul ati o n s of t h e h y b ri d z o n e d y n a mi c s a n d 
a n al y si s of cli m at e v a ri ati o n 

P r e vi o u s st u di e s d o c u m e nt e d si g ni f c a nt v a ri ati o n i n t h e r at e of 

h y b ri d z o n e m o v e m e nt i n Mi s s o u ri ( sl o w; Al e x a n d e r et al., 2 0 2 2 ) 

c o m p a r e d t o P e n n s yl v a ni a (f a st; T a yl o r, W hit e, et al., 2 0 1 4 ). T h e s e 

diff e r e nti al r at e s of m o v e m e nt a r e li k el y a s s o ci at e d wit h diff e r -

e n c e s i n cli m at e b et w e e n t h e l o c ati o n s t h at m a y b e r el e v a nt f o r 

s el e cti o n  a g ai n st  h y b ri d s  (i. e.,  p ot e nti all y  st r o n g e r  s el e cti o n  i n  

P e n n s yl v a ni a d u e t o h a r s h e r wi nt e r c o n diti o n s). T o e x pl o r e b ot h 

t h e i n f u e n c e of h y b ri d z o n e m o v e m e nt a n d s el e cti o n o n h y b ri d 

z o n e  d y n a mi c s  a n d  t o  m o r e  t h o r o u g hl y  q u a ntif y  diff e r e n c e s  i n  

wi nt e r  cli m at e  b et w e e n  t h e  s a m pli n g  t r a n s e ct s,  w e  p e rf o r m e d  

a d diti o n al  a n al y s e s. Fi r st, w e  u s e d  f o r w a r d-ti m e  si m ul ati o n s  t o  

( 1)  e x pl o r e  if  t h e  r at e  of  h y b ri d  z o n e  m o v e m e nt  it s elf  c a n  l e a d  

t o v a ri ati o n i n i nt r o g r e s si o n p att e r n s (i. e., alt e r t h e st e e p n e s s of 

g e n o mi c cli n e s) a n d ( 2) e x a mi n e h o w v a r yi n g l e v el s of s el e cti o n 

i nt e r a ct  wit h  h y b ri d  z o n e  m o v e m e nt.  S e c o n d,  w e  c o m p a r e d  a  

s e ri e s of cli m ati c v a ri a bl e s t h at m a y b e r el e v a nt s el e cti v e a g e nt s 

b et w e e n Mi s s o u ri a n d P e n n s yl v a ni a. S e e S u p pl e m e nt a r y M et h o d s 

f o r d et ail s. 

R e s ult s 

Si mil a r p att e r n s of h y b ri di z ati o n b et w e e n 
t r a n s e ct s 

Af t e r  fl t e ri n g,  o u r  w h ol e  g e n o m e  d a t a s e t  i n cl u d e d  1 0, 9 9 8, 2 8 4  

n u cl e a r S N P s. W e f o u n d s t r o n g si g n al s of p o p ul a ti o n s t r u c t u r e, 
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Fi g u r e 2. G e n o mi c v a ri ati o n a n d p att e r n s of i nt r o g r e s si o n a c r o s s t w o g e o g r a p hi c all y di st a nt t r a n s e ct s i n Mi s s o u ri a n d P e n n s yl v a ni a: ( A) H y b ri d i n d e x 

al o n g t h e Mi s s o u ri t r a n s e ct. ( B) H y b ri d i n d e x al o n g t h e P e n n s yl v a ni a t r a n s e ct. F o r b ot h pl ot s, t h e x - a xi s s h o w s t h e c u m ul ati v e n u m b e r of i n di vi d u al s 

a n d t h e f r e q u e n c y of mt D N A h a pl ot y p e s i n e a c h l o c ati o n i s vi s u ali z e d a s pi e c h a rt s. ( C) T h e b e st s u p p o rt e d g e o g r a p hi c cli n e wit h 9 5 % CI f o r t h e 

Mi s s o u ri t r a n s e ct. ( D) T h e b e st s u p p o rt e d g e o g r a p hi c cli n e wit h 9 5 % CI f o r t h e P e n n s yl v a ni a t r a n s e ct. ( E) H y b ri d i n d e x v s. h et e r o z y g o sit y ( r e d a n d bl u e 

i n di c at e mt D N A t y p e s) i n t h e Mi s s o u ri t r a n s e ct. ( F) Si g ni f c a nt g e n o mi c cli n e s i n Mi s s o u ri i d e nti f e d b y B G C ( c ol o r s i n di c at e cli n e st e e p n e s s v al u e s). 

( G) H y b ri d i n d e x v s. h et e r o z y g o sit y ( r e d a n d bl u e i n di c at e mt D N A t y p e s) i n t h e P e n n s yl v a ni a t r a n s e ct. ( H) Si g ni f c a nt g e n o mi c cli n e s i n P e n n s yl v a ni a 

i d e nti f e d b y B G C ( c ol o r s i n di c at e cli n e st e e p n e s s v al u e s). (I) T h e g e n o mi c di st ri b uti o n of all l o ci (n = 2 9 6, 9 9 6) t e st e d i n B G C a n al y si s f o r t h e Mi s s o u ri 

t r a n s e ct. (J) T h e g e n o mi c di st ri b uti o n of all l o ci ( n = 2 9 6, 9 9 6) t e st e d i n B G C a n al y si s f o r t h e P e n n s yl v a ni a t r a n s e ct. F o r b ot h pl ot s, bl a c k s h o w s S N P s 

wit h si g ni f c a ntl y r e d u c e d i nt r o g r e s si o n i n b ot h P e n n s yl v a ni a a n d Mi s s o u ri. Li g ht bl u e a n d r e d c ol o r s c o r r e s p o n d t o bl a c k- c a p p e d a n d C a r oli n a 

c hi c k a d e e a n c e st r y st at e s, r e s p e cti v el y, t h r o u g h o ut t h e f g u r e. 

wi t h  t h e  f r s t  a xi s  of  t h e  P C A  s e p a r a ti n g  bl a c k - c a p p e d  a n d  

C a r oli n a  c hi c k a d e e s  a n d  P C 2  s e p a r a ti n g  w e s t e r n  a n d  e a s t e r n  

C a r oli n a  c hi c k a d e e  p o p ul a ti o n s  ( Fi g u r e  1 ).  Si mil a rl y,  c o n si s t-

e n t m t D N A cl u s t e r s c o r r e s p o n di n g t o t h e e a s t e r n a n d w e s t e r n 

C a r oli n a  c hi c k a d e e  p o p ul a ti o n s  a n d  bl a c k - c a p p e d  c hi c k a d e e  

w e r e  r e c o v e r e d  f o r  v a ri a n t s  ( n =  2 1 2)  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  s e p a -

r a t e  ali g n m e n t  t o  t h e  bl a c k - c a p p e d  c hi c k a d e e  mi t o c h o n d ri al  

r ef e r e n c e g e n o m e ( S u p pl e m e n t a r y Fi g u r e S 1 ). T h e r e w a s a b r o a d 

r a n g e  of  i n t e r m e di a t e  P C 1  a n d  P C 2  v al u e s  i n  t h e  n u cl e a r  P C A  

c o r r e s p o n di n g  t o  i n di vi d u al s  wi t h  a  c o n ti n u u m  of  a d mi x e d  

a n c e s t r y  i n  b o t h  h y b ri d  z o n e s  ( Fi g u r e  1 ).  All  i n di vi d u al s  f r o m  

t h e r ef e r e n c e ( all o p a t ri c) p a r e n t al s a m pl e s of bl a c k - c a p p e d a n d 

C a r oli n a c hi c k a d e e s w e r e a s si g n e d t o h y b ri d i n d e x v al u e s cl o s e 

t o 0 o r 1 ( Fi g u r e 2 A  a n d B ). C o n si s t e n t wi t h P C A r e s ul t s, h y b ri d 

i n d e x v al u e s r a n g e d b r o a dl y, wi t h f e w p u r e p a r e n t al t y p e s a n d 

v a ri o u s i n t e r m e di a t e s i n Mi s s o u ri a n d P e n n s yl v a ni a. T h e s e d a t a 

s u p p o r t  a  s c e n a ri o  of  o n g oi n g  h y b ri di z a ti o n  a n d  i n t r o g r e s si o n  

i n b o t h t r a n s e c t s (Fi g u r e 2 A  a n d B ). C o m p a ri s o n of h y b ri d i n d e x 

v e r s u s  h e t e r o z y g o si t y  ( Fi g u r e  2 E  a n d  G )  ill u s t r a t e d  t h a t  m o s t  

a d mi x e d  g e n o t y p e s  a r e  t h e  p r o d u c t  of  m a n y  g e n e r a ti o n s  of  

h y b ri di z a ti o n a n d b a c k c r o s si n g, wi t h n o i n di vi d u al s f alli n g i n t o 

t h e F 1 c a t e g o r y (i n di vi d u al s wi t h h e t e r o z y g o si t y of 1 a n d h y b ri d 

i n d e x  of  0. 5).  W hil e  a  f r a c ti o n  of  i n di vi d u al s  i n  b o t h  t r a n s e c t s  

h a d  h y b ri d  i n d e x e s  cl o s e  t o  t h o s e  f o u n d  i n  all o p a t ri c  p o p ul a -

ti o n s, n o n e  h a d  h e t e r o z y g o si t y  of  0, i n di c a ti n g  s o m e  t r a c e s  of  

a d mi x t u r e. 
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Fi g u r e 3. Si g ni f c a ntl y o v e r r e p r e s e nt e d bi ol o gi c al p at h w a y s (I P A c o r e d at a b a s e) f o r t h e s u b s et of u ni q u e g e n e s ( n  = 3 2 2) wit h r e st ri ct e d i nt r o g r e s si o n i n 

b ot h P e n n s yl v a ni a a n d Mi s s o u ri t r a n s e ct s. 

V a ri ati o n i n h y b ri d z o n e wi dt h b et w e e n t r a n s e ct s 

I n  Mi s s o u ri,  g e o g r a p hi c  cli n e  a n al y si s  i n  h z ar  s u g g e st e d  a s y m -

m et ri c al i nt r o g r e s si o n t o w a r d t h e bl a c k- c a p p e d c hi c k a d e e ( Fi g u r e 

2 C ),  s u p p o rti n g  a  m o d el  wit h  a  l eft- si d e d  i nt r o g r e s si o n  t ail.  

I n  P e n n s yl v a ni a  (Fi g u r e  2 D ),  t h e  b e st  s u p p o rt e d  m o d el  w a s  f o r  

s y m m et ri c al ( o r mi r r o r e d) i nt r o g r e s si o n. T h e g e n o m e- wi d e cli n e 

e sti m at e d f r o m t h e Mi s s o u ri t r a n s e ct w a s si g ni f c a ntl y n a r r o w e r 

( 2. 7 k m, li mit s 0. 2 7 – 4. 7 k m) c o m p a r e d t o P e n n s yl v a ni a ( 2 9. 9 k m, 

li mit s 2 3. 4 – 3 3. 6 k m). H o w e v e r, t h e r e w e r e s e c o n d a r y p e a k s i n t h e 

Mi s s o u ri  cli n e  wi dt h  p r o b a bilit y  di st ri b uti o n  a r o u n d  3 0 – 4 0  k m  

(S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e S 2 ), s u g g e sti n g u n c e rt ai nt y. T h e t r a n siti o n 

of  mt D N A  h a pl ot y p e  f r e q u e n ci e s  cl o s el y  c oi n ci d e d  wit h  t h at  of  

n u cl e a r l o ci a c r o s s b ot h t r a n s e ct s ( Fi g u r e 2 A  a n d B ), s u g g e sti n g 

c o n c o r d a nt s el e cti o n a c r o s s n u cl e a r a n d mit o c h o n d ri al g e n o m e s. 

I nt e r e sti n gl y,  mt D N A  h a pl ot y p e s  of  b ot h  bl a c k- c a p p e d  c hi c k-

a d e e s  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e s  w e r e  f o u n d  a m o n g  i n di vi d u al s  

wit h n u cl e a r h y b ri d a n c e st r y ( Fi g u r e 2 E  a n d G ); h o w e v e r, t h e v a st 

m aj o rit y of a d v a n c e d g e n e r ati o n b a c k c r o s s e s h a d mt D N A h a pl o -

t y p e s t h at m at c h e d t h ei r m aj o rit y n u cl e a r b a c k g r o u n d. 

C o n si st e nt si g n at u r e s of r e st ri ct e d i nt r o g r e s si o n 
b et w e e n t r a n s e ct s 

O ut of 2 9 6, 9 9 6 S N P s f x e d t o alt e r n ati v e all eli c st at e s b et w e e n all o -

p at ri c bl a c k- c a p p e d a n d C a r oli n a c hi c k a d e e s, 3 4, 1 4 0 a n d 7 3, 2 3 8 

S N P s  h a d  cli n e s  si g ni f c a ntl y  st e e p e r  t h a n  t h e  g e n o mi c  b a c k -

g r o u n d i n t h e P e n n s yl v a ni a a n d Mi s s o u ri t r a n s e ct s ( r e s p e cti v el y). 

Of t h e s e l o ci, n e a rl y all si g ni f c a nt cli n e s w e r e cl u st e r e d o n t h e Z 

c h r o m o s o m e ( n  = 3 3, 1 4 4, 9 7. 0 %) i n P e n n s yl v a ni a a n d (n  = 7 3, 1 7 6, 

9 9. 9 %) i n Mi s s o u ri ( Fi g u r e 2 F  a n d H ). T hi s p att e r n c o ul d b e d ri v e n 

b y s e v e r al alt e r n ati v e m e c h a ni s m s s u c h a s st r o n g li n k e d s el e cti o n 

o n s h a r e d g e n o mi c a r c hit e ct u r e, s u p p r e s s e d r e c o m bi n ati o n d u e 

t o t h e p h y si c al p r o p e rti e s of s e x c h r o m o s o m e s, o r l a r g e c h r o m o -

s o m al r e a r r a n g e m e nt s ( s e e b el o w). A g ai n, l a r g el y d ri v e n b y S N P s 

o n t h e Z c h r o m o s o m e, cli n e st e e p n e s s diff e r e d b et w e e n t h e t w o 

t r a n s e ct s  ( Fi g u r e  2I  a n d  J), wit h  p att e r n s  i n  Mi s s o u ri  c o n si st e nt  

wit h i nt r o g r e s si o n b ei n g l e s s r e st ri ct e d o n a v e r a g e ( m e a n st e e p -

n e s s of 3. 1 3) c o m p a r e d t o P e n n s yl v a ni a ( m e a n st e e p n e s s of 3. 8 8). 

W hil e m e a n st e e p n e s s b et w e e n t h e t w o t r a n s e ct s v a ri e d b y o nl y 

~ 2 0 %, t h e r e a r e a l a r g e n u m b e r of o utli e r l o ci wit h m u c h g r e at e r 

st e e p n e s s  v al u e s  i n  P e n n s yl v a ni a  ( Fi g u r e  2 F , H –J ):  I n  Mi s s o u ri,  

t h e r e w a s o nl y 1 S N P wit h a cli n e w h e r e v  > 1 0, c o m p a r e d t o 4 0 7 

i n  P e n n s yl v a ni a  (Fi g u r e  2 ). D e s pit e  t h e s e  diff e r e n c e s, t h e r e  w a s  

p r o mi n e nt o v e rl a p b et w e e n t h e l o ci i d e nti f e d a s si g ni f c a nt o ut -

li e r s (n  = 1 8, 1 3 8) a c c o u nti n g f o r ~ 5 3 % a n d ~ 2 5 % of all o utli e r s i n 

P e n n s yl v a ni a  a n d  Mi s s o u ri, r e s p e cti v el y. T h e  b r e a dt h  of  o v e rl a p  

w a s e v e n hi g h e r i n st e e p cli n e s f r o m S N P s l o c at e d a r o u n d g e n e 

m o d el s.  O ut  of  6 8 3  g e n e s  wit h  r e st ri ct e d  i nt r o g r e s si o n  i n  t h e  

P e n n s yl v a ni a  t r a n s e ct  a n d  6 0 8  g e n e s  i n  t h e  Mi s s o u ri  t r a n s e ct,  

3 3 7  g e n e s  o v e rl a p p e d  a n d  3 2 2  w e r e  u ni q u e.  G e n o mi c  r e gi o n s  

t h at  w e r e  r e si st a nt  t o  i nt r o g r e s si o n  i n  b ot h  t r a n s e ct s  w e r e  si g -

ni f c a ntl y o v e r r e p r e s e nt e d f o r g e n e s wit h n e u r ol o gi c al a n d m et -

a b oli c f u n cti o n s ( Fi g u r e 3 , S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e s S 3  a n d S 4 ). Of 

p a rti c ul a r n ot e, t h e s e g e n e s w e r e i n v ol v e d i n t h e f o r m ati o n of t h e 

hi p p o c a m p u s, a x o n o g e n e si s, r e g ul ati o n  of  b a s al  m et a b oli c  r at e, 

t h e r m o g e n e si s,  r e g ul ati o n  of  h y p ot h e r mi a,  a n d  o xi d ati v e  p h o s -

p h o r yl ati o n ( S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e s S 3  a n d S 4 ), all of w hi c h a r e 

r el e v a nt  wit h  r e s p e ct  t o  p r e vi o u sl y  i d e nti f e d  o r  h y p ot h e si z e d  

m e c h a ni s m s of h y b ri d b r e a k d o w n ( b ut s e e t h e c a v e at a b o v e). 

V a ri a bl e di v e r g e n c e a n d m ulti pl e i n v e r si o n s o n 
t h e Z c h r o m o s o m e 

B e c a u s e t h e Z c h r o m o s o m e s h o w e d t h e m o st p r o mi n e nt diff e r e n -

ti ati o n a n d c o nt ai n e d t h e m aj o rit y of o utli e r s, w e f u rt h e r e x a m -

i n e d v a ri ati o n b et w e e n a n d wit hi n s p e ci e s f o r t h e l a r g e st Z s c aff ol d 

( Z _ 1), w hi c h e n c o m p a s s e d o v e r 9 0 % of it s t ot al l e n gt h (Fi g u r e 4 ). 

P o p ul ati o n s of bl a c k- c a p p e d c hi c k a d e e s f r o m C ol o r a d o a n d N e w 

Y o r k s h o w e d o nl y l o w diff e r e nti ati o n al o n g t h e e nti r e l e n gt h of Z 

(Fi g u r e 4 D , p a n el 1). I n c o nt r a st, w e st e r n a n d e a st e r n p o p ul ati o n s 

of C a r oli n a c hi c k a d e e s s h o w e d a di sti n ct p att e r n of c o nt r a sti n g 

l o w a n d hi g h diff e r e nti ati o n i n bl o c k s t h at e a c h s p a n n e d r o u g hl y 
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Fi g u r e 4. Diff e r e nti ati o n o n t h e Z c h r o m o s o m e a n d d et e cti o n of t h e p ut ati v e i n v e r si o n. ( A) S a m pli n g l o c ati o n s of all o p at ri c p o p ul ati o n s of w e st e r n 

a n d e a st e r n bl a c k- c a p p e d ( bl u e) a n d C a r oli n a ( r e d) c hi c k a d e e s. W T a n d E T st a n d f o r w e st e r n ( Mi s s o u ri) a n d e a st e r n ( P e n n s yl v a ni a) t r a n s e ct s. ( B) 

a n d ( C) P C A f r o m t h e Z c h r o m o s o m e c o m p a r e d a c r o s s t h e W T ( 8 9, 1 2 3 S N P s) a n d E T ( 9 0, 5 9 2 S N P s). R e d, bl a c k, a n d bl u e c ol o r s s h o w i n v e r si o n st at e s 

c o r r e s p o n di n g t o C a r oli n a c hi c k a d e e, h et e r o z y g ot e, o r bl a c k- c a p p e d c hi c k a d e e r e s p e cti v el y. ( D) F
S T

 e sti m at e d i n 2 5 k b sli di n g wi n d o w s wit h a 5 k b 

st e p f o r t h e f o u r all o p at ri c c o m p a ri s o n s, n ot i n cl u di n g a n y t r a n s e ct s a m pl e s. ( E) R e s ult s of a n a s a p h  a n al y si s t o d et e ct t h e c h r o m o s o m al i n v e r si o n s 

b et w e e n t h e s a m e all o p at ri c p o p ul ati o n s a s i n ( D). Hi g h e r y  a xi s v al u e s i n di c at e a hi g h e r p r o b a bilit y of b ei n g a n i n v e rt e d r e gi o n. O r a n g e li n e s i n ( D) 

a n d ( E) s h o w a p p r o xi m at e b r e a k p oi nt s of t h e i n v e r si o n b et w e e n bl a c k- c a p p e d a n d C a r oli n a c hi c k a d e e s, a s w ell a s t h e t w o p o p ul ati o n s of C a r oli n a 

c hi c k a d e e s. 

h alf t h e c h r o m o s o m e ( Fi g u r e 4 D , p a n el 4). C o m p a ri s o n s b et w e e n 

w e st e r n bl a c k- c a p p e d a n d w e st e r n C a r oli n a c hi c k a d e e s a n d e a st -

e r n  bl a c k- c a p p e d  a n d  e a st e r n  C a r oli n a  c hi c k a d e e  p o p ul ati o n s  

s h o w e d  g e n e r all y  hi g h  diff e r e nti ati o n  al o n g  t h e  m aj o rit y  of  Z  

c h r o m o s o m e, wit h  a  l o c al  m a xi m u m  i n  t h e  s a m e  r e gi o n  w h e r e  

diff e r e nti ati o n  p e a k e d  i n  c o m p a ri s o n s  of  e a st e r n  a n d  w e st e r n  

C a r oli n a c hi c k a d e e s ( Fi g u r e 4 D , p a n el s 2 a n d 3). 

A s a p h  i d e n ti f e d  t w o  si g ni f c a n t  i n v e r si o n s  b e t w e e n  p o p ul a -

ti o n s  of  c hi c k a d e e s.  T h e  f r s t — a  p u t a ti v e  i n v e r si o n  (I n v e r si o n  

1)  b e t w e e n  bl a c k - c a p p e d  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e s — s p a n n e d  

m o s t of t h e Z c h r o m o s o m e ( Fi g u r e 4 ). T hi s i n v e r si o n w a s f o u n d 

i n d e p e n d e n tl y i n b o t h t r a n s e c t s a n d i s 1 3 5. 6 M b l o n g i n t h e E a s t 

( 4, 0 1 9, 6 0 0  b p – 1 3 9, 6 1 5, 2 2 4  b p)  a n d  1 3 3. 8  M b  l o n g  i n  t h e  W e s t  

( 4, 0 1 9, 6 0 0 b p – 1 3 7, 8 4 9, 5 9 9 b p). I m p o r t a n tl y, a s a p h i d e n ti f e d t h e 

l ef t b o u n d a r y of I n v e r si o n 1 i n t h e s a m e l o c a ti o n i n b o t h i n d e -

p e n d e n t  t r a n s e c t s.  T h e  1. 8  M b  diff e r e n c e  i n  i n v e r si o n  l e n g t h  

m a y  b e  e x pl ai n e d  b y  ei t h e r  l o c al  r e c o m bi n a ti o n  o r  p o t e n ti al  

s h o r t r e a d d a t a ali g n m e n t e r r o r s. T h e s e c o n d p u t a ti v e i n v e r si o n 

i d e n ti f e d  b y  a s a p h  (I n v e r si o n  2)  w a s  b e t w e e n  t h e  w e s t e r n  a n d  

e a s t e r n  p o p ul a ti o n s  of  C a r oli n a  c hi c k a d e e,  s p a n ni n g  6 8. 5  M b  

( 7 0, 2 5 7, 0 2 2  b p – 1 3 8, 7 8 4, 6 4 0  b p).  L o c al  P C A  di d  n o t  i d e n tif y  a n  

i n v e r si o n b e t w e e n all o p a t ri c p o p ul a ti o n s of bl a c k - c a p p e d c hi c k-

a d e e s  f r o m  C ol o r a d o  a n d  N e w  Y o r k  S t a t e  ( Fi g u r e  4 ). M o s t  l o ci  

wi t h  si g ni f c a n tl y  r e s t ri c t e d  i n t r o g r e s si o n  w e r e  f o u n d  wi t hi n  

t h e  b o u n d a ri e s  of  I n v e r si o n  2:  9 3 %  i n  Mi s s o u ri  a n d  7 7 %  i n  

P e n n s yl v a ni a. 
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P C A s  i d e nti f e d  t h r e e  i n v e r si o n  h a pl ot y p e  g r o u p s  i n  e a c h  

t r a n s e ct, w hi c h  s e p a r at e d  al o n g  t h e  P C 1  a xi s  ( Fi g u r e  4 B  a n d  C , 

S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e S 5 ). T h e e a st e r n t r a n s e ct i n cl u d e d 3 2 i n di-

vi d u al s wit h b ot h c o pi e s of t h e bl a c k- c a p p e d h a pl ot y p e, 1 2 h et -

e r o z y g ot e s, a n d  6 2  i n di vi d u al s  wit h  b ot h  c o pi e s  of  t h e  C a r oli n a  

h a pl ot y p e.  T h e  w e st e r n  t r a n s e ct  i n cl u d e d  5 7  i n di vi d u al s  wit h  

b ot h c o pi e s of t h e bl a c k- c a p p e d h a pl ot y p e, 2 8 h et e r o z y g ot e s, a n d 

5 1 i n di vi d u al s wit h b ot h c o pi e s of t h e C a r oli n a h a pl ot y p e ( Fi g u r e 

4 ). F
I S
 v al u e s  f o r  t h e  2 8  i n di vi d u al s  f o u n d  i n  a n  i nt e r m e di at e  

p o siti o n i n t h e P C A w e r e t h e l o w e st o b s e r v e d wit hi n t h e e a st e r n 

t r a n s e ct.  T h e  s a m e  p att e r n  w a s  f o u n d  i n  t h e  w e st e r n  t r a n s e ct,  

w h e r e t h e 1 2 i n di vi d u al s i n a n i nt e r m e di at e p o siti o n o n P C 1 al s o 

h a d t h e l o w e st F
I S
 s c o r e s. W e f o u n d n o o v e rl a p i n i n v e r si o n h a pl o-

t y p e di st ri b uti o n s, wit h all h et e r o z y g o u s o r h o m o z y g o u s C a r oli n a 

i n di vi d u al s i n t h e e a st e r n t r a n s e ct h a vi n g t h e e a st e r n i n v e r si o n 

h a pl ot y p e,  a n d  t h e  w e st e r n  t r a n s e ct  i n di vi d u al s  all  h a vi n g  t h e  

w e st e r n  h a pl ot y p e.  A d diti o n al  v a ri ati o n  al o n g  t h e  P C 2  a xi s  i n  

b ot h t r a n s e ct s w a s d ri v e n b y f e m al e s, s u g g e sti n g s o m e a m o u nt 

of r e c o m bi n ati o n b et w e e n i n v e r si o n t y p e s of t h e n o ni n v e rt e d (l eft 

a r m) of t h e Z a m o n g C a r oli n a c hi c k a d e e s ( Fi g u r e 4 B  a n d C ). 

S el e cti o n st r e n gt h a n d h y b ri d z o n e m o v e m e nt 
b ot h c o nt ri b ut e t o cli n e st e e p n e s s 

O u r  f o r w a r d-ti m e  si m ul ati o n  r e v e al e d  t h at  w hil e  t h e  r at e  of  

h y b ri d z o n e m o v e m e nt it s elf c a n c o nt ri b ut e t o t h e di sti n ct p at -

t e r n s  of  i nt r o g r e s si o n, s el e cti o n  st r e n gt h  pl a y s  a  c o m p a r ati v el y  

st r o n g e r r ol e ( s e e S u p pl e m e nt a r y R e s ult s  f o r a d diti o n al d et ail s). 

E n vi r o n m e nt al v a ri a bl e s diff e r si g ni f c a ntl y 
b et w e e n P e n n s yl v a ni a a n d Mi s s o u ri 

W e  f o u n d  si g ni f c a nt  diff e r e n c e s  i n  wi nt e r  h a r s h n e s s  cli m at e  

v a ri a bl e s  t h at  a r e  li k el y  r el e v a nt  f o r  s el e cti o n  a g ai n st  a d mi x e d  

c hi c k a d e e s. I n b ri ef, t h e l o c ati o n s a r o u n d t h e h y b ri d z o n e c e nt e r 

i n  P e n n s yl v a ni a  w e r e  c ol d e r,  e x p e ri e n c e d  m o r e  p r e ci pit ati o n,  

a n d s h o w e d s m all e r d ail y t e m p e r at u r e f u ct u ati o n s c o m p a r e d t o 

Mi s s o u ri ( s e e S u p pl e m e nt a r y R e s ult s  f o r a d diti o n al d et ail s). 

Di s c u s si o n 

W e  a n al y z e d  h y b ri di z ati o n,  i nt r o g r e s si o n,  a n d  t h e  f a ct o r s  t h at  

mi g ht  i n f u e n c e  t h ei r  d y n a mi c s  i n  t w o  g e o g r a p hi c all y  di st a nt  

t r a n s e ct s  a c r o s s  t h e  h y b ri d  z o n e  b et w e e n  bl a c k- c a p p e d  a n d  

C a r oli n a c hi c k a d e e s.  T hi s h y b ri d z o n e i s a p a rti c ul a rl y w ell- k n o w n 

e x a m pl e of a n at u r al s y st e m i n f u e n c e d b y cli m at e c h a n g e, w hi c h 

d ri v e s it s r a pi d ( ~ 1. 2 k m p e r y e a r, T a yl o r, C u r r y, et al., 2 0 1 4 ) n o rt h-

w a r d  m o v e m e nt  i n  P e n n s yl v a ni a  a n d  sl o w e r  ( ~ 0. 2  k m  p e r  y e a r)  

n o rt h w a r d m o v e m e nt i n Mi s s o u ri ( Al e x a n d e r et al., 2 0 2 2 ). Y et t o 

d at e, t h e m e c h a ni s m s u n d e rl yi n g diff e r e nti al r at e s of h y b ri d z o n e 

m o v e m e nt — a n d t h e p ot e nti al eff e ct s of v a ri ati o n i n h y b ri d z o n e 

m o v e m e nt  o n  h y b ri di z ati o n  d y n a mi c s — h a v e  r e m ai n e d  p o o rl y  

u n d e r st o o d. 

O u r  a n al y si s  of  g e n o m e- wi d e  h y b ri d  i n d e x e s  r e v e al e d  t h at  

h y b ri di z ati o n  p att e r n s  a r e  b r o a dl y  si mil a r  b et w e e n  Mi s s o u ri  

a n d  P e n n s yl v a ni a.  W e  d et e ct e d  n o  F 1 s  a n d  f e w  p a r e nt al  g e n o -

t y p e s  i n  b ot h  t r a n s e ct s, w h e r e  t h e  m aj o rit y  of  i n di vi d u al s  w e r e  

a d v a n c e d  g e n e r ati o n  h y b ri d s  a n d  b a c k c r o s s e s.  Alt h o u g h  t h e  

cli n e i n g e n o m e- wi d e a n c e st r y i n Mi s s o u ri w a s t h e n a r r o w e r of 

t h e t w o t r a n s e ct s, o u r e sti m at e of it s wi dt h i n cl u d e d s u b st a nti al 

u n c e rt ai nt y,  wit h  a  s e c o n d a r y  p e a k  i n  t h e  p o st e ri o r  p r o b a bilit y  

di st ri b uti o n  a r o u n d  3 0  k m — a  f g u r e  si mil a r  t o  o u r  cli n e  wi dt h  

e sti m at e f o r P e n n s yl v a ni a. W e f u rt h e r f o u n d t h at t r a n siti o n s i n 

mit o c h o n d ri al  h a pl ot y p e  f r e q u e n ci e s  a p p r o xi m at el y  c oi n ci d e d  

wit h t h e s p ati al t r a n siti o n s i n n u cl e a r m a r k e r s a c r o s s b ot h t r a n -

s e ct s  a n d  o b s e r v e d  a  n e a r- p e rf e ct  m at c h  b et w e e n  n u cl e a r  a n d  

mit o c h o n d ri al t y p e s i n a d v a n c e d g e n e r ati o n b a c k c r o s s e s. T h e s et 

of  S N P s  t h at  w e r e  r e si st a nt  t o  i nt r o g r e s si o n  o v e rl a p p e d  p r o mi -

n e ntl y  b et w e e n  t h e  t w o  t r a n s e ct s,  a n d  t h o s e  l o c at e d  i n  g e ni c  

r e gi o n s w e r e a s s o ci at e d wit h p r e vi o u sl y k n o w n p h e n ot y pi c t r ait s 

li k el y i n v ol v e d i n r e d u c e d h y b ri d ft n e s s, i n cl u di n g m et a b oli c a n d 

n e u r ol o gi c al f u n cti o n s ( S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e s S 3  a n d S 4 ). 

D e s pit e t h e si mil a riti e s b et w e e n t h e t w o t r a n s e ct s, w e f o u n d 

n oti c e a bl e  diff e r e n c e s  i n  p e r-l o c u s  ( a n d  m o r e  b r o a dl y,  g e n o mi c  

r e gi o n- s p e ci f c)  i nt r o g r e s si o n  r at e s  o n  t h e  Z- c h r o m o s o m e,  wit h  

m o r e r e st ri ct e d i nt r o g r e s si o n i n P e n n s yl v a ni a. P att e r n s of diff e r -

e nti ati o n  o n  t h e  Z  r e v e al e d  t h at  t h e  c h r o m o s o m e  v a ri e s  si g nif -

i c a ntl y  b et w e e n  a n d  wit hi n  s p e ci e s.  T hi s  p att e r n  i s  p a rti c ul a rl y  

st ri ki n g  b et w e e n  w e st e r n  a n d  e a st e r n  p o p ul ati o n s  of  C a r oli n a  

c hi c k a d e e s,  w hi c h  m a y  i n di c at e  t h e  p r e s e n c e  of  c h r o m o s o m al  

i n v e r si o n s. I n d e e d, w e f o u n d s u p p o rt f o r t w o p o s si bl e i n v e r si o n s: 

a l a r g e r i n v e r si o n e n c o m p a s si n g m o st of t h e Z c h r o m o s o m e a n d 

s e g r e g ati n g  b et w e e n  bl a c k- c a p p e d  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e s,  

a n d  a  s m all e r  i n v e r si o n  b et w e e n  w e st e r n  a n d  e a st e r n  C a r oli n a  

c hi c k a d e e  p o p ul ati o n s  i n  t h e  ri g ht  a r m  of  t h e  Z  c h r o m o s o m e.  

W e f o u n d t h at di sti n ct C a r oli n a c hi c k a d e e Z-i n v e r si o n t y p e s a r e 

f o u n d  i n  t h e  Mi s s o u ri  a n d  P e n n s yl v a ni a  t r a n s e ct s,  i m pli c ati n g  

t h ei r  r ol e  i n  o b s e r v e d  Z- s p e ci f c  i nt r o g r e s si o n  p att e r n  v a ri ati o n  

b et w e e n o u r t w o s a m pl e d t r a n s e ct s. W hil e t h e r e w e r e a f e w h et -

e r o z y g o u s i n di vi d u al s f o r t h e i n v e r si o n i n b ot h t r a n s e ct s ( Fi g u r e 

4 , S u p pl e m e nt a r y  Fi g u r e  S 5 ),  t h e  m o d ul a r  n at u r e  of  g e n o mi c  

v a ri ati o n i n t hi s r e gi o n s u g g e st s littl e t o n o g e n e f o w al o n g t h e 

Z,  a s  e x p e ct e d  gi v e n  t h e  r e c o m bi n ati o n  s u p p r e s si n g  eff e ct s  of  

l a r g e c h r o m o s o m al r e a r r a n g e m e nt s. W e f u rt h e r n ot e t h at u nli k e 

C a r oli n a  c hi c k a d e e s,  t h e  st u di e d  p o p ul ati o n s  of  bl a c k- c a p p e d  

c hi c k a d e e s (f r o m C ol o r a d o a n d N e w Y o r k) a p p e a r g e n eti c all y v e r y 

si mil a r wit h m e a n w h ol e g e n o m e F = 0. 0 5 2 a n d n o F wi n d o w s 
S T S T 

wi t h  f x e d  diff e r e n c e s  ( 2 5  k b  sli di n g  wi n d o w s  wit h  5  k b  st e p),  

i n cl u di n g o n t h e Z c h r o m o s o m e. W e n o n et h el e s s e m p h a si z e t h at 

o u r c h oi c e of t h e C ol o r a d o s a m pl e a s a r ef e r e n c e p o p ul ati o n f o r 

t h e g e n o mi c cli n e a n al y si s i n b ot h t r a n s e ct s c o ul d h a v e a n eff e ct 

( m o st li k el y mi n o r) o n cli n e st e e p n e s s e sti m at e s. 

Si mil a r  p att e r n s  of  h y b ri di z ati o n  i n  g e o g r a p hi c all y  di sti n ct  

p a rt s of t h e h y b ri d z o n e s u g g e st t h at b r o a dl y c o n c o r d a nt s el e c -

ti v e p r e s s u r e s c o nt ri b ut e t o r e p r o d u cti v e i s ol ati o n b et w e e n bl a c k-

c a p p e d a n d C a r oli n a c hi c k a d e e s r a n g e- wi d e. I n b ot h t r a n s e ct s, t h e 

n e a r- c o m pl et e a b s e n c e of F 1 s a n d p u r e p a r e nt al g e n ot y p e s i n di -

c at e s  t h at  h y b ri di z ati o n  h a s  l e d  t o  s u b st a nti al  a d mi xt u r e, wit h  

s u b s e q u e nt  g a m eti c  s e g r e g ati o n,  r e c o m bi n ati o n,  a n d  s el e cti o n  

a g ai n st  h y b ri d s  a n d  b a c k c r o s s e s  eli mi n ati n g  m al a d a pti v e  g e n o -

t y pi c c o m bi n ati o n s. T h at w e c o n si st e ntl y f n d t h e s a m e g e n e s a n d 

d e v el o p m e nt al p r o c e s s e s a s s o ci at e d wit h r e st ri ct e d i nt r o g r e s si o n 

i n b ot h t r a n s e ct s m a y s u g g e st t h at t h e m e c h a ni s m s of s el e cti o n 

a g ai n st h y b ri d s o v e rl a p o v e r a b r o a d g e o g r a p hi c s c al e. H o w e v e r, 

t h e  f a ct  t h at  t h e  o v e r w h el mi n g  m aj o rit y  of  i nt r o g r e s si o n -

r e si st a nt  g e n e s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  p ut ati v e  i n v e r si o n  o n  t h e  Z  

c h r o m o s o m e m a k e s it i m p o s si bl e t o eli mi n at e t h e alt e r n at e p o s -

si bilit y  t h at  t hi s  si g n al  i s  p ri m a ril y  d ri v e n  b y  t h ei r  l o c ati o n  o n  

a  st r u ct u r al  v a ri a nt  wit h  littl e  t o  n o  r e c o m bi n ati o n.  W hil e  t h e  

n a r r o w e r  cli n e  i n  g e n o m e- wi d e  a n c e st r y  i n  Mi s s o u ri  r el ati v e  t o  

P e n n s yl v a ni a  i s  c o n si st e nt  wit h  st r o n g e r  s el e cti o n  ( H a r ri s o n  &  

L a r s o n,  2 0 1 4 ),  a  s e c o n d a r y  p e a k  i n  t h e  p a r a m et e r  d e n sit y  f o r  

t hi s  cli n e  ( S u p pl e m e nt a r y  Fi g u r e  S 2 )  c o nt ri b ut e s  t o  u n c e rt ai nt y  

i n  t hi s  e sti m at e.  I n d e e d,  o u r  s a m pli n g  a c r o s s  t h e  t w o  t r a n s e ct s  

diff e r e d s u b st a nti all y, wit h a l e s s li n e a r, m o r e “ m o s ai c” di st ri b u -

ti o n of l o c aliti e s i n Mi s s o u ri ( Fi g u r e 1 ). W e t h e r ef o r e i nt e r p r et o u r 
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f n di n g s  wit h  c a uti o n, s u g g e sti n g  t h at  t h e  cli n e  wi dt h  mi g ht  b e  

b r o a dl y c o n c o r d a nt o v e r a l a r g e g e o g r a p hi c s c al e b ut e m p h a si z -

i n g t h e n e e d f o r a d diti o n al s a m pli n g t o m o r e ri g o r o u sl y t e st t hi s 

h y p ot h e si s. 

T h e o b s e r v e d diff e r e n c e i n t h e r at e of h y b ri d z o n e m o v e m e nt 

b et w e e n  c e nt r al  a n d  e a st e r n  N o rt h  A m e ri c a  i s  li k el y  li n k e d  t o  

t h e c o nti n e nt- wi d e diff e r e n c e s i n t h e v el o cit y of cli m at e c h a n g e 

(Al e x a n d e r et al., 2 0 2 2 ). W e b eli e v e t hi s i s a pl a u si bl e m e c h a ni s m 

f o r v a ri ati o n i n t h e f r e q u e n c y, s p ati al di st ri b uti o n, a n d o ut c o m e s 

of  h y b ri di z ati o n  a n d  i nt r o g r e s si o n  i n  c hi c k a d e e s.  Fi r st,  m o r e  

sl o wl y  m o vi n g  h y b ri d  z o n e s  s h o ul d  p e r mit  h y b ri di z ati o n  a n d  

b a c k c r o s si n g  o v e r  a  g r e at e r  n u m b e r  of  g e n e r ati o n s,  h e n c e  p r o -

vi di n g  m o r e  o p p o rt u nit y  f o r  bi-  o r  u ni di r e cti o n al  i nt r o g r e s si o n.  

I n  t u r n,  i nt r o g r e s s e d  m al a d a pti v e  all el e s  a r e  m o r e  li k el y  t o  b e  

e x p o s e d t o l o c al s el e cti o n p r e s s u r e s, a s m ei o si s a n d r e c o m bi n a -

ti o n will g e n e r at e n o v el g e n ot y p e s, all o wi n g n e ut r al o r b e n e f ci al 

v a ri a nt s t o m o r e f r e el y diff u s e a c r o s s t h e t e n si o n z o n e. O u r si m u -

l ati o n s of h y b ri d z o n e d y n a mi c s a n d a n al y si s of cli m ati c v a ri ati o n 

i n di c at e t h at cli m at e- d ri v e n v a ri ati o n i n t h e r at e of a h y b ri d z o n e 

m o v e m e nt c a n c o nt ri b ut e t o g e n o m e- wi d e i nt r o g r e s si o n p att e r n s 

t o s o m e e xt e nt. N o n et h el e s s, w e p oi nt o ut t h at o v e r all si mil a rit y 

of  g e n o m e- wi d e  h y b ri di z ati o n  a n d  i nt r o g r e s si o n  p att e r n s  ( o ut -

si d e of Z-li n k e d i n v e r si o n) s u g g e st s li mit e d g e n o mi c f o ot p ri nt s of 

t h e s e m e c h a ni s m. 

Of  t h e  t h r e e  cli m ati c  v a ri a bl e s  diff e ri n g  t h e  m o st  b et w e e n  

t r a n s e ct s ( m e a n t e m p e r at u r e of t h e c ol d e st q u a rt e r, p r e ci pit ati o n 

of  t h e  c ol d e st  q u a rt e r, m e a n  di u r n al  r a n g e, s e e  S u p pl e m e nt a r y 

R e s ult s ),  all  i n di c at e d  m o r e  s e v e r e  cli m ati c  c o n diti o n s  i n  

P e n n s yl v a ni a, w hi c h  w e  h y p ot h e si z e  h a s  a  p r of o u n d  i m p a ct  o n  

c hi c k a d e e  o v e r wi nt e r  s u r vi v al.  P r e vi o u s  st u di e s  h a v e  i n di c at e d  

t h at e xt r e m e wi nt e r c o n diti o n s s u c h a s c ol d s n a p s, s n o w st o r m s, 

a n d  e xt e n d e d  p e ri o d s  of  c ol d  w e at h e r  a r e  st r o n g  m o rt alit y  f a c -

t o r s  i n  m a n y  s m all  p a s s e ri n e s  a n d  f o r  c hi c k a d e e s  i n  p a rti c ul a r  

(P etit et al., 2 0 1 7 ). I n t u r n, bl a c k- c a p p e d a n d C a r oli n a c hi c k a d e e 

h y b ri d s  h a v e  r e d u c e d  m et a b oli c  ef f ci e n c y  (i. e.,  r e d u c e d  m et -

a b oli c  s c o p e),  w hi c h  m a k e s  t h e m  m o r e  v ul n e r a bl e  t o  s e v e r e  

w e at h e r t h a n eit h e r p a r e nt al s p e ci e s ( Ol s o n et al., 2 0 1 0 ). P r e vi o u s 

r e s e a r c h s u g g e sti n g t h at h y b ri d c hi c k a d e e s h a v e a r e d u c e d a bil -

it y t o r e c o v e r c a c h e d f o o d s o u r c e s (M c Q uill a n et al., 2 0 1 8 ) d u e t o 

l e a r ni n g a n d c o g niti v e d e f ci e n ci e s — m o st li k el y l e a di n g t o m o r-

t alit y d u ri n g t h e wi nt e r — a d d s e vi d e n c e t o a n o v e r all pi ct u r e of 

st r o n g e r  cli m at e- d ri v e n  s el e cti o n  i n  P e n n s yl v a ni a. I nt e r e sti n gl y,  

g e n e s  u n d e rl yi n g  a e r o bi c  m et a b oli c  p r o c e s s e s  a n d  n e u r ol o gi c al  

f u n cti o n s a r e b r o a dl y i nt e r c o n n e ct e d ( S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e S 3 ), 

i n di c ati n g t h at bi ol o gi c al f u n cti o n s m a y b e ti g htl y li n k e d o n a n 

o r g a ni s m al l e v el. It t h e r ef o r e a p p e a r s pl a u si bl e t h at cli m ati c dif -

f e r e n c e s  b et w e e n  Mi s s o u ri  a n d  P e n n s yl v a ni a  r e s ult  i n  st r o n g e r  

s el e cti o n a g ai n st h y b ri d s i n t h e l att e r; h o w e v e r, w e di d n ot f n d 

st r o n g  s u p p o rt  f o r  t hi s  i n  g e n o m e- wi d e  i nt r o g r e s si o n  p att e r n s,  

p r o p o rti o n of di sti n ct h y b ri d cl a s s e s, o r wi dt h of t h e h y b ri d z o n e. 

W e  n ot e  t h at  c o m p a r ati v el y  st r o n g e r  s el e cti o n  i n  P e n n s yl v a ni a  

c o ul d still r e s ult i n r e d u c e d l o c u s- s p e ci f c i nt r o g r e s si o n of g e n e s 

r el e v a nt t o p h e n ot y pi c a s p e ct s of h y b ri d di s a d v a nt a g e ( e. g., b a s al 

m et a b oli s m a n d s p ati al c o g niti o n). E x pl o ri n g t hi s p o s si bilit y will 

r e q ui r e t r ait- s p e ci f c g e n o m e- wi d e a s s o ci ati o n st u di e s a n d d o c u -

m e nti n g i nt r o g r e s si o n p att e r n s of t r ait-li n k e d l o ci. 

I n  s pit e  of  v a ri ati o n  i n  cli m at e  a n d  t h e  r at e  of  h y b ri d  z o n e  

m o v e m e nt i n Mi s s o u ri a n d P e n n s yl v a ni a, o nl y t h e Z c h r o m o s o m e 

a p p e a r s t o s h o w m aj o r diff e r e n c e s b et w e e n t r a n s e ct s. N u m e r o u s 

p r e vi o u s  st u di e s  h a v e  s h o w n  t h at  t h e  s e x  c h r o m o s o m e s  t y pi -

c all y  h a v e  m o r e  r e st ri ct e d  i nt r o g r e s si o n  r el ati v e  t o  a ut o s o m e s  

(i n cl u di n g  i n  c hi c k a d e e s,  e. g.,  T a yl o r,  C u r r y,  et  al.,  2 0 1 4 ).  T h e  

m e c h a ni s m s  b e hi n d  diff e r e n c e s  i n  i nt r o g r e s si o n  r at e s  b et w e e n  

s e x  c h r o m o s o m e s  a n d  a ut o s o m e s  v a r y,  i n cl u di n g  s u p p r e s s e d  

r e c o m bi n ati o n, s m all e r eff e cti v e p o p ul ati o n si z e, a n d f a st e r li n e -

a g e s o rti n g ( B a c ht r o g, 2 0 1 3 ; C h a rl e s w o rt h & C h a rl e s w o rt h, 2 0 0 0 ), 

a n d a di s p r o p o rti o n all y hi g h e r f r a cti o n of g e n e s i n v ol v e d i n a d a p -

t ati o n a n d s p e ci ati o n ( P a y s e u r et al., 2 0 1 8 ). H o w e v e r, t h e s p e ci f c 

m e c h a ni s m s aff e cti n g i nt r o g r e s si o n i n t h e c hi c k a d e e s y st e m a r e 

c u r r e ntl y  u n k n o w n,  a n d  t h e  d r a m ati c  diff e r e n c e s  i n  Z- s p e ci f c  

i nt r o g r e s si o n  r at e s  b et w e e n  Mi s s o u ri  a n d  P e n n s yl v a ni a  a r e  

i nt ri g ui n g. O n e p o s si bl e e x pl a n ati o n i s t h at s el e cti o n st r e n gt h o n 

Z- s p e ci f c g e n e s i s r el a x e d i n Mi s s o u ri c o m p a r e d t o P e n n s yl v a ni a, 

a  h y p ot h e si s  c o n si st e nt  wit h  o b s e r v e d  diff e r e n c e s  i n  cli m at e  

b et w e e n st at e s. H o w e v e r, a n e x pli cit c o n n e cti o n b et w e e n Z-li n k e d 

g e n e s a n d l o c al e n vi r o n m e nt al c o n diti o n s r e m ai n s el u si v e. 

A n ot h e r h y p ot h e si s f o r el e v at e d diff e r e nti ati o n o n t h e Z c h r o -

m o s o m e c o n c e r n s it s p ut ati v e c h r o m o s o m al i n v e r si o n s. It i s st ri k -

i n g t h at t h e o nl y g e n o mi c r e gi o n m ai nt ai ni n g st r o n g diff e r e n c e s 

a c r o s s t r a n s e ct s i n r el ati v e diff e r e nti ati o n a n d l e v el s of g e n e f o w 

i s  t h e  ri g ht  a r m  of  t h e  Z  c h r o m o s o m e — s p e ci f c all y,  t h e  h a pl o-

t y p e r e st ri ct e d t o e a st e r n C a r oli n a c hi c k a d e e s. W hil e t hi s cl ai m 

i s  i m p o s si bl e  t o  a s s e s s  wit h o ut  l o n g  r e a d  d at a, a  pl a u si bl e  s c e-

n a ri o i s t h at t h e e a st e r n C a r oli n a Z h a pl ot y p e i s a p r o d u ct of t w o 

i n v e r si o n s:  o n e  b et w e e n  bl a c k- c a p p e d  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e s  

a n d  a n ot h e r  b et w e e n  C a r oli n a  c hi c k a d e e  p o p ul ati o n s.  If  p r e s -

e nt, t h e s e i n v e r si o n s w o ul d c r e at e s u b st a nti al r e a r r a n g e m e nt i n 

g e n e  o r d e r  a n d  o v e r all  Z  a r c hit e ct u r e  a n d  pl a u si bl y  b e  a  m aj o r  

s o u r c e  of  p a rti al  r e p r o d u cti v e  i s ol ati o n  b et w e e n  bl a c k- c a p p e d  

a n d C a r oli n a c hi c k a d e e s. P r e vi o u s st u di e s h a v e i d e nti f e d st r u c -

t u r al v a ri a nt s a s a p r o mi n e nt s o u r c e of l o w e r ft n e s s i n h y b ri d s 

t h r o u g h m ulti pl e m e c h a ni s m s ( r e vi e w e d i n H o o p e r & P ri c e, 2 0 1 7 ; 

Ki r k p at ri c k & B a rt o n, 2 0 0 6 ; H off m a n n & Ri e s e b e r g, 2 0 0 8 ; Z h a n g 

et al., 2 0 2 1 , b ut s e e W e st r a m et al., 2 0 2 1 ). T hi s c o ul d b e di r e ctl y 

r el e v a nt f o r t h e o b s e r v e d r e d u c e d h at c hi n g s u c c e s s i n a d mi x e d 

c hi c k a d e e s ( B r o n s o n, G r u b b, S attl e r et al., 2 0 0 3, 2 0 0 5 ; D ri v e r et al., 

2 0 2 2 ) a n d a p p e a r s t o u n d e rli e p att e r n s of r e d u c e d i nt r o g r e s si o n 

a c r o s s m ulti pl e h y b ri d z o n e t r a n s e ct s. 

B r o a dl y, t h e r e s ult s of o u r st u d y s u g g e st t h at si mil a r s el e cti v e 

p r e s s u r e s m a y s h a p e p att e r n s of h y b ri di z ati o n a n d i nt r o g r e s si o n 

a c r o s s t h e v a st c o nt a ct z o n e b et w e e n bl a c k- c a p p e d a n d C a r oli n a 

c hi c k a d e e s. M o r e o v e r, t h e g e n eti c b a si s of t r ait s u n d e r s el e cti o n 

a p p e a r s si mil a r b a s e d o n si mil a r p att e r n s of i nt r o g r e s si o n. T hi s 

a d d s  e vi d e n c e  t o  a n  e m e r gi n g  c o n s e n s u s  t h at  c e rt ai n  g e n e s,  

g e n o mi c  r e gi o n s,  a n d  t h e  a s p e ct s  of  p h e n ot y p e  t h at  t h e y  a r e  

a s s o ci at e d  wit h, m a y  b e  di s p r o p o rti o n all y  i n v ol v e d  i n  di v e r g e nt  

e v ol uti o n  wit hi n  a n d  b et w e e n  li n e a g e s  ( B ai z  et  al.,  2 0 2 1 ; C h e n 

et al., 2 0 1 3 ; J o n e s et al., 2 0 1 2). O b s e r v e d diff e r e n c e s i n i nt r o g r e s-

si o n r at e s, e s p e ci all y p r o mi n e nt o n t h e Z c h r o m o s o m e, c o ul d b e 

d ri v e n b y diff e r e n c e s i n t h e st r e n gt h of s el e cti o n a n d t h e r at e of 

h y b ri d z o n e m o v e m e nt it s elf. H o w e v e r, o u r r e s ult s al s o hi g hli g ht 

t h e  p o s si bilit y  of  l a r g e- s c al e  i n v e r si o n s  o n  t h e  Z  c h r o m o s o m e  

w hi c h, if c o n f r m e d, a r e li k el y (if n ot t h e p ri m a r y) c o nt ri b ut o r s t o 

r e d u c e d Z- s p e ci f c i nt r o g r e s si o n r at e s b et w e e n c hi c k a d e e s p e ci e s. 

T h e s e f n di n g s a g r e e wit h t h o s e f r o m ot h e r st u di e s t h at s u g g e st a 

m aj o r r ol e f o r s e x c h r o m o s o m e s i n m ai nt ai ni n g s p e ci e s b o u n d a -

ri e s a n d p r o m oti n g s p e ci ati o n ( P a y s e u r et al., 2 0 1 8 ). F u rt h e r m o r e, 

s e v e r al st u di e s h a v e hi g hli g ht e d t h e r ol e of i n v e r si o n s o n t h e Z 

c h r o m o s o m e a s a f a ct o r p r o m oti n g r a pi d a n d st r o n g r e p r o d u cti v e 

i s ol ati o n  (H o o p e r  &  P ri c e,  2 0 1 7 ).  P ut ati v e  Z  c h r o m o s o m e  i n v e r-

si o n s  b et w e e n  c hi c k a d e e  p o p ul ati o n s  a n d  s p e ci e s  t h u s  a d d  t o  

a n e m e r gi n g p att e r n w h e r ei n s e x c h r o m o s o m e i n v e r si o n s pl a y a 

p r o mi n e nt r ol e i n a vi a n diff e r e nti ati o n. R e c e ntl y, g e n eti c r e gi o n s 

c r u ci al  f o r  c o n s p e ci f c  a n d  h et e r o s p e ci f c  i d e nti f c ati o n  a n d  
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s e x u all y s el e ct e d pl u m a g e m a r k e r s w e r e f o u n d wit hi n Z c h r o m o -

s o m e i n v e r si o n s i n B alti m o r e a n d B ull o c k’ s o ri ol e s ( W al s h et al., 

2 0 2 3 ) a n d c o m m o n y ell o wt h r o at s (D u n n et al., 2 0 2 4 ), r e s p e cti v el y. 

B e y o n d  pl u m a g e  t r ait s,  Z  c h r o m o s o m e  i n v e r si o n s  h a v e  b e e n  

a s s o ci at e d wit h s p e r m m o r p h ol o g y i n z e b r a f n c h e s ( K ni ef et al., 

2 0 1 7 )  a n d  diff e r e nti ati o n  i n  i n s e ct s  (S h a r a k h o v  &  S h a r a k h o v a,  

2 0 2 4 ). Z c h r o m o s o m e i n v e r si o n s m a y b e pl a yi n g a m aj o r r ol e i n 

m ai nt ai ni n g  r e p r o d u cti v e  b a r ri e r s  b et w e e n  bl a c k- c a p p e d  a n d  

C a r oli n a c hi c k a d e e s, b ut t hi s s h o ul d b e v ali d at e d u si n g l o n g- r e a d 

s e q u e n ci n g d at a. T h e c o m pl et e g e o g r a p hi c s o rti n g of t h e Z c h r o -

m o s o m e t y p e s w e o b s e r v e d s u g g e st s t h at t h e r e mi g ht b e p a rti al 

o r  e v e n  c o m pl et e  r e p r o d u cti v e  i s ol ati o n  b et w e e n  e a st e r n  a n d  

w e st e r n  C a r oli n a  c hi c k a d e e  li n e a g e s,  w hi c h  s h o ul d  b e  f u rt h e r  

st u di e d t h r o u g h a n a d diti o n al h y b ri d z o n e a n al y si s at t h ei r p oi nt 

of c o nt a ct. 

S u p pl e m e nt a r y m at e ri al 

S u p pl e m e nt a r y m at e ri al i s a v ail a bl e o nli n e at E v ol uti o n L ett er s . 

D at a a n d c o d e a v ail a bilit y 

R e v a nt  c o d e  a n d  d at a  fl e s  a r e  a v ail a bl e  o n  D r y a d  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 5 0 6 1/ d r y a d.f n 2 z 3 4 v 6 8  a n d  Git H u b  ( htt p s:// git h u b. c o m/ 

e ri k rf u n k/ C hi c k a d e e _ m o vi n g- h y b ri d- z o n e _ si m ul ati o n s ).  A n y  

a d diti o n al  i nf o r m ati o n  a n d  d at a  c a n  b e  o bt ai n e d  f r o m  t h e  

a ut h o r s b y r e q u e st. 

A ut h o r c o nt ri b uti o n s 

S. T., A. R., T. R., Z. C., a n d M. C. d e v el o p e d t h e i niti al f r a m e w o r k a n d 

r e s e a r c h q u e sti o n s of t h e st u d y. G. S., H. K., E. F., a n d W. A. a n al y z e d 

t h e d at a. J. S., A. R., N. M., A. V. H., M. M., a n d M. R. c oll e ct e d d at a i n 

t h e  f el d.  A. A., R. S., a n d  E. L. p r o vi d e d  a d vi c e  a n d  e dit o ri al  f e e d -

b a c k. G. S. w r ot e t h e m a n u s c ri pt wit h i n p ut f r o m all c o- a ut h o r s. 

F u n di n g 

T hi s  w o r k  w a s  s u p p o rt e d  b y  a w a r d s  f r o m  N ati o n al  S ci e n c e  

F o u n d ati o n  D E B  [ 1 9 2 8 8 9 1 , D E B  1 9 2 8 8 7 0 , D E B  1 9 2 8 8 0 2 , I O S 

1 7 5 4 8 9 8 , I O S  2 1 1 9 8 2 5, I O S  1 7 5 4 2 9 7, a n d  I O S  1 7 5 4 9 0 9]. H. K. w a s  

s u p p o rt e d b y N at u r al S ci e n c e s a n d E n gi n e e ri n g R e s e a r c h C o u n cil 

of  C a n a d a  P o st d o ct o r al  F ell o w s hi p  [ P D F- 5 7 8 3 0 3- 2 0 2 3 ].  T hi s  

st u d y w a s p a rtl y s u p p o rt e d b y t h e N ati o n al I n stit ut e s of H e alt h 

[ P 3 0 C A 0 4 6 9 3 4] Bi oi nf o r m ati c s a n d Bi o st ati sti c s S h a r e d R e s o u r c e 

C o r e. P u bli c ati o n of t hi s a rti cl e w a s f u n d e d b y t h e U ni v e r sit y of 

C ol o r a d o B o ul d e r Li b r a ri e s O p e n A c c e s s F u n d. 

C o n fi ct of i nt er e st : T h e a ut h o r s d e cl a r e n o c o n fi ct of i nt e r e st. 

A c k n o wl e d g m e nt s 

T h e  p r ot o c ol  a n d  p r o c e d u r e s  e m pl o y e d  d u ri n g  t h e  c oll e cti o n  of  

Mi s s o u ri s a m pl e s w e r e r e vi e w e d a n d a p p r o v e d b y t h e U ni v e r sit y 

of  K a n s a s  I n stit uti o n al  A ni m al  C a r e  a n d  U s e  C o m mitt e e  a n d  

Mi s s o u ri D e p a rt m e nt of C o n s e r v ati o n ( Al e x a n d e r et al., 2 0 2 2 ). F o r 

P e n n s yl v a ni a  t r a n s e ct  a n d  s a m pli n g  of  all o p at ri c  p o p ul ati o n s,  

t h e  f el d w o r k  w a s  c o n d u ct e d  i n  a g r e e m e nt  wit h  U S G S  F e d e r al  

Bi r d  B a n di n g  P e r mit  2 3 8 1 0,  P e n n s yl v a ni a  G a m e  C o m mi s si o n  

P e r mit  # 1 0,  N e w  Y o r k  St at e  D e p a rt m e nt  of  E n vi r o n m e nt al  

C o n s e r v ati o n  Li c e n s e  N u m b e r  2 3 2,  N o rt h  C a r oli n a  Wil dlif e  

R e s o u r c e s C o m mi s si o n P e r mit 1 8- S C 0 1 3 0 6, P e n n s yl v a ni a B u r e a u 

of St at e P a r k s P e r mit s 2 0 1 5- 1 7 a n d 2 0 1 6- 1 8, L o ui si a n a S ci e nti f c 

R e s e a r c h a n d C oll e cti n g P e r mit ( W D P- 2 2- 0 6 5, W D P- 2 3- 0 6 7, W D P -

2 4- 0 2 2),  U ni v e r sit y  of  C ol o r a d o  B o ul d e r  I A C U C  P r ot o c ol  2 6 8 3,  

C ol o r a d o  P a r k s  a n d  Wil dlif e  P e r mit  1 9 B D 2 3 0 7,  a n d  U S  Fi s h  &  

Wil dlif e F e d e r al Bi r d B a n di n g P e r mit 2 4 1 6 9. 

R ef e r e n c e s 

A b b ott, R., Al b a c h, D., A n s ell, S., A r nt z e n, J. W., B ai r d, S. J. E., Bi e r n e, 

N., B o u g h m a n, J., B r el sf o r d, A., B u e r kl e, C. A., B u g g s, R., B utli n, 

R.  K., Di e c k m a n n, U., E r o u k h m a n off, F., G rill,  A., C a h a n, S. H.,  

H e r m a n s e n, J. S., H e witt, G., H u d s o n,  A. G., Ji g gi n s, C., … Zi n n e r, D. 

( 2 0 1 3). H y b ri di z ati o n a n d s p e ci ati o n. J o ur n al of E v ol uti o n ar y Bi ol o g y, 

2 6 ( 2), 2 2 9 – 2 4 6. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 4 2 0- 9 1 0 1. 2 0 1 2. 0 2 5 9 9. x 

A b b ott, R. J., B a rt o n, N. H., & G o o d, J. M. ( 2 0 1 6). G e n o mi c s of h y b ri d -

i z ati o n  a n d  it s  e v ol uti o n a r y  c o n s e q u e n c e s.  M ol e c ul ar  E c ol o g y , 

2 5 ( 1 1), 2 3 2 5 – 2 3 3 2. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 3 6 8 5 

A g uill o n,  S.  M.,  &  R o h w e r,  V.  G.  ( 2 0 2 2).  R e vi siti n g  a  cl a s si c  h y b ri d  

z o n e: M o v e m e nt of t h e n o rt h e r n fi c k e r h y b ri d z o n e i n c o nt e m -

p o r a r y  ti m e s.  E v ol uti o n , 7 6 , 1 0 8 2 – 1 0 9 0.  htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ 

e v o. 1 4 4 7 4 

Al e x a n d e r, A., R o b bi n s, M. B., H ol m e s, J., M o yl e, R. G., & P et e r s o n, A. 

T. ( 2 0 2 2). Li mit e d m o v e m e nt of a n a vi a n h y b ri d z o n e i n r el ati o n 

t o r e gi o n al v a ri ati o n i n m a g nit u d e of cli m at e c h a n g e. M ol e c ul ar 

E c ol o g y , 3 1 ( 2 4), 6 6 3 4 – 6 6 4 8. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 6 7 2 7 

Ål u n d, M., C e n z e r, M., Bi e r n e, N., B o u g h m a n, J.  W., C e r c a, J., C o m e rf o r d, 

M. S., C uli c c hi, A., L a n g e r h a n s, B., M c F a rl a n e, S. E., M ö st, M. H., 

N o rt h, H., Q v a r n st r ö m, A., R a vi n et, M., S v a n b ä c k, R., & T a yl o r, S. 

A. ( 2 0 2 3). A nt h r o p o g e ni c c h a n g e a n d t h e p r o c e s s of s p e ci ati o n. 

C ol d S pri n g H ar b or P er s p e cti v e s i n Bi ol o g y , 1 5 ( 1 2), a 0 4 1 4 5 5. htt p s:// 

d oi. o r g/ 1 0. 1 1 0 1/ c s h p e r s p e ct. a 0 4 1 4 5 5 

A r n ol d,  M.  L.  ( 2 0 1 5).  Di v er g e n c e  wit h  g e n eti c  e x c h a n g e .  O xf o r d  

U ni v e r sit y P r e s s. 

B a c ht r o g,  D.  ( 2 0 1 3).  Y- c h r o m o s o m e  e v ol uti o n:  E m e r gi n g  i n si g ht s  

i nt o  p r o c e s s e s  of  Y- c h r o m o s o m e  d e g e n e r ati o n.  N at ur e  R e vi e w s  

G e n eti c s , 1 4 ( 2), 1 1 3 – 1 2 4. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ n r g 3 3 6 6 

B ail e y, R. I. ( 2 0 2 3). B a y e si a n h y b ri d i n d e x a n d g e n o mi c cli n e e sti m a -

ti o n  wit h  t h e  R  p a c k a g e  g g h y b ri d.  M ol e c ul ar  E c ol o g y  R e s o ur c e s , 

2 4 ( 2), 1 – 1 5. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ 1 7 5 5- 0 9 9 8. 1 3 9 1 0 

B ai z, M. D., W o o d, A. W., B r el sf o r d, A., L o v ett e, I. J., & T o e w s, D. P. L. 

( 2 0 2 1).  Pi g m e nt ati o n  g e n e s  s h o w  e vi d e n c e  of  r e p e at e d  di v e r-

g e n c e  a n d  m ulti pl e  b o ut s  of  i nt r o g r e s si o n  i n  S et o p h a g a  

W a r bl e r s. C urr e nt  Bi ol o g y , 3 1 ( 3), 6 4 3 – 6 4 9. e 3.  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 2 0. 1 0. 0 9 4 

B a rt o n, N. H. ( 2 0 1 3). D o e s h y b ri di z ati o n i n f u e n c e s p e ci ati o n ? J o ur n al 

of  E v ol uti o n ar y  Bi ol o g y , 2 6 ( 2),  2 6 7 – 2 6 9.  htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ 

j e b. 1 2 0 1 5 

B r a n c h, C. L., S e m e n o v, G. A., W a g n e r, D. N., S o n n e n b e r g, B. R., Pit e r a, 

A. M., B ri d g e, E. S., T a yl o r, S. A., & P r a v o s u d o v, V. V. ( 2 0 2 2). T h e 

g e n eti c  b a si s  of  s p ati al  c o g niti v e  v a ri ati o n  i n  a  f o o d- c a c hi n g  

bi r d. C urr e nt Bi ol o g y , 3 2 ( 1), 2 1 0 – 2 1 9. e 4. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. 

c u b. 2 0 2 1. 1 0. 0 3 6 

B r o n s o n, C. L. ( 2 0 0 2). P att er n s a n d pr o c e s s e s wit hi n a n o n- e c ot o n e h y bri d 

z o n e: T h e c hi c k a d e e s of O hi o  [ P h D di s s.], T h e O hi o St at e U ni v e r sit y. 

B r o n s o n, C. L., G r u b b, T. C., & B r a u n, M. J. ( 2 0 0 3). A t e st of t h e e n d o g-

e n o u s a n d e x o g e n o u s s el e cti o n h y p ot h e si s f o r t h e m ai nt e n a n c e 

of a n a r r o w a vi a n h y b ri d z o n e. E v ol uti o n , 5 7 ( 3), 6 3 0 – 6 3 7. htt p s:// 

d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 0 0 1 4- 3 8 2 0. 2 0 0 3.t b 0 1 5 5 4. x 

B r o n s o n, C. L., G r u b b, T. C. J r, S attl e r, G. D., & B r a u n, M. J.  ( 2 0 0 3). M at e 

p r ef e r e n c e: A p o s si bl e c a u s al m e c h a ni s m f o r a m o vi n g h y b ri d 

z o n e. A ni m al  B e h a vi o ur , 6 5 ( 3), 4 8 9 – 5 0 0. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 0 6/ 

a n b e. 2 0 0 3. 2 1 0 3 

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
ps://

ac
a
d
e

mic.
o
u
p.c

o
m/

evl
ett/

articl
e/

9/
4/

4
2
1/

8
1
2
6
8
3
1 

by 
M
o
nt

a
n
a 

St
at

e 
U
niv

ersity - 
B
oz

e
m
a
n 

us
er 

o
n 

2
5 J

uly 
2
0
2
6 

https://doi.org/10.5061/dryad.fn2z34v68
https://doi.org/10.5061/dryad.fn2z34v68
https://github.com/erikrfunk/Chickadee_moving-hybrid-zone_simulations
https://github.com/erikrfunk/Chickadee_moving-hybrid-zone_simulations
https://doi.org/10.1111/j.1420-9101.2012.02599.x
https://doi.org/10.1111/mec.13685
https://doi.org/10.1111/evo.14474
https://doi.org/10.1111/evo.14474
https://doi.org/10.1111/mec.16727
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a041455
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a041455
https://doi.org/10.1038/nrg3366
https://doi.org/10.1111/1755-0998.13910
https://doi.org/10.1016/j.cub.2020.10.094
https://doi.org/10.1016/j.cub.2020.10.094
https://doi.org/10.1111/jeb.12015
https://doi.org/10.1111/jeb.12015
https://doi.org/10.1016/j.cub.2021.10.036
https://doi.org/10.1016/j.cub.2021.10.036
https://doi.org/10.1111/j.0014-3820.2003.tb01554.x
https://doi.org/10.1111/j.0014-3820.2003.tb01554.x
https://doi.org/10.1006/anbe.2003.2103
https://doi.org/10.1006/anbe.2003.2103
https://academic.oup.com/evlett/article/9/4/421/8126831
https://210�219.e4
https://643�649.e3


E v ol uti o n L ett er s  ( 2 0 2 5), V ol. 9  | 4 3 1  

B r o n s o n,  C.  L.,  G r u b b,  T.  C.,  S attl e r,  G.  D.,  &  B r a u n,  M.  J.  ( 2 0 0 5).  

R e p r o d u cti v e  s u c c e s s  a c r o s s  t h e  bl a c k- c a p p e d  c hi c k a d e e  

(P o e cil e atri c a pill u s ) a n d C a r oli n a c hi c k a d e e (P. c ar oli n e n si s ) h y b ri d 

z o n e i n O hi o. T h e A u k , 1 2 2 ( 3), 7 5 9 – 7 7 2. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 3/ 

a u k/ 1 2 2. 3. 7 5 9 

B u g g s, R. J.  ( 2 0 0 7). E m pi ri c al st u d y of h y b ri d z o n e m o v e m e nt. H er e dit y 

( E di n b), 9 9 ( 3), 3 0 1 – 3 1 2. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ sj. h d y. 6 8 0 0 9 9 7 

C h a rl e s w o rt h,  B.,  &  C h a rl e s w o rt h,  D.  ( 2 0 0 0).  T h e  d e g e n e r ati o n  of  

Y  c h r o m o s o m e s.  P hil o s o p hi c al  Tr a n s a cti o n s  of  t h e  R o y al  S o ci et y  of  

L o n d o n, S eri e s B: Bi ol o gi c al S ci e n c e s , 3 5 5 ( 1 4 0 3), 1 5 6 3 – 1 5 7 2. htt p s:// 

d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 8/ r st b. 2 0 0 0. 0 7 1 7 

C h e n, S., K ri n s k y, B. H., & L o n g, M. ( 2 0 1 3). N e w g e n e s a s d ri v e r s of 

p h e n ot y pi c  e v ol uti o n.  N at ur e  R e vi e w s  G e n eti c s , 1 4 ( 9),  6 4 5 – 6 6 0.  

htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ n r g 3 5 2 1 .  E r r at u m  i n:  N at ur e  R e vi e w s  

G e n eti c s  2 0 1 3 O ct;1 4 ( 1 0), 7 4 4. 

C o y n e, J. A., & O r r, H. A. ( 2 0 0 2). S p e ci ati o n  ( p. 5 4 5). Si n a u e r A s s o ci at e s. 

D a n e c e k, P.,  A ut o n,  A.,  A b e c a si s, G.,  Al b e r s, C.  A., B a n k s, E., D e P ri st o, M. 

A., H a n d s a k e r, R. E., L u nt e r, G., M a rt h, G. T., S h e r r y, S. T., M c V e a n, 

G., D u r bi n, R.; 1 0 0 0 G e n o m e s P r oj e ct A n al y si s G r o u p.  ( 2 0 1 1). T h e 

v a ri a nt  c all  f o r m at  a n d  V C Ft o ol s.  Bi oi nf or m ati c s , 2 7 (1 5 ),  2 1 5 6 – 

2 1 5 8. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf o r m ati c s/ bt r 3 3 0 

D a n n e m a n n,  M.,  A n d r é s,  A.  M.,  &  K el s o,  J.  ( 2 0 1 6).  I nt r o g r e s si o n  of  

N e a n d e rt al-  a n d  D e ni s o v a n-li k e  h a pl ot y p e s  c o nt ri b ut e s  t o  

a d a pti v e  v a ri ati o n  i n  h u m a n  t oll-li k e  r e c e pt o r s.  A m eri c a n 

J o ur n al of H u m a n G e n eti c s, 9 8 ( 1), 2 2 – 3 3. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. 

aj h g. 2 0 1 5. 1 1. 0 1 5 

D a vi d s o n, B. S., S attl e r, G. D., Vi a, S., & B r a u n, M. J. ( 2 0 1 3). R e p r o d u cti v e 

i s ol ati o n  a n d  c r y pti c  i nt r o g r e s si o n  i n  a  s k y  i sl a n d  e n cl a v e  of  

A p p al a c hi a n bi r d s. E c ol o g y a n d E v ol uti o n , 3 ( 8), 2 4 8 5 – 2 4 9 6. htt p s:// 

d oi. o r g/ 1 0. 1 0 0 2/ e c e 3. 6 0 4 

D e r r y b e r r y,  E.  P.,  D e r r y b e r r y,  G.  E.,  M al e y,  J.  M.,  &  B r u m f el d,  R.  T.  

( 2 0 1 4). H Z A R: H y b ri d z o n e a n al y si s u si n g a n R s oft w a r e p a c k-

a g e. M ol e c ul ar  E c ol o g y  R e s o ur c e s , 1 4 ( 3),  6 5 2 – 6 6 3.  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ 1 7 5 5- 0 9 9 8. 1 2 2 0 9 

D o u g h e rt y,  P.  J.,  &  C a rli n g,  M.  D.  ( 2 0 2 4).  G o  w e st,  y o u n g  b u nti n g:  

R e c e nt  cli m at e  c h a n g e  d ri v e s  r a pi d  m o v e m e nt  of  a  G r e at  

Pl ai n s  h y b ri d  z o n e.  E v ol uti o n , 7 8 ( 1 1),  1 7 7 4 – 1 7 8 9.  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 0 9 3/ e v ol ut/ q p a e 1 1 8 

D ri v e r, R. J., F e r r etti, V., B u rt o n, E. S., M c C o y, M. W., C o r n ell D u e r r, K. 

L., &  C u r r y, R. L.  ( 2 0 2 2). S p ati ot e m p o r al  v a ri ati o n  i n  h at c hi n g  

s u c c e s s a n d n e stli n g s e x r ati o s t r a c k r a pi d m o v e m e nt of a s o n g -

bi r d  h y b ri d  z o n e.  A m eri c a n  N at ur ali st , 2 0 0 ( 2),  2 6 4 – 2 7 4.  htt p s:// 

d oi. o r g/ 1 0. 1 0 8 6/ 7 2 0 2 0 7 

D u n n, P. O., Sl y, N. D., F r e e m a n- G all a nt, C. R., H e n s c h e n, A. E., B o s s u, 

C.  M.,  R u e g g,  K.  C.,  Mi ni a s,  P.,  &  W hitti n g h a m,  L.  A.  ( 2 0 2 4).  

S e x u all y  s el e ct e d  diff e r e n c e s  i n  w a r bl e r  pl u m a g e  a r e  r el at e d  

t o a p ut ati v e i n v e r si o n o n t h e Z c h r o m o s o m e. M ol e c ul ar E c ol o g y , 

3 3 ( 2 1), e 1 7 5 2 5. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 7 5 2 5 

D ut h eil, J. Y., M u n c h, K., N a m, K., M ail u n d,  T., & S c hi e r u p, M. H. ( 2 0 1 5). 

St r o n g s el e cti v e s w e e p s o n t h e X c h r o m o s o m e i n t h e h u m a n – 

c hi m p a n z e e a n c e st o r e x pl ai n it s l o w di v e r g e n c e. P L o S G e n eti c s , 

1 1 ( 8), e 1 0 0 5 4 5 1. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 3 7 1/j o u r n al. p g e n. 1 0 0 5 4 5 1 

F r aï s s e, C., R o u x, C., W el c h, J. J., & Bi e r n e, N.  ( 2 0 1 4). G e n e- f o w i n a 

m o s ai c  h y b ri d  z o n e:  I s  l o c al  i nt r o g r e s si o n  a d a pti v e ?  G e n eti c s , 

1 9 7 ( 3), 9 3 9 – 9 5 1. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 5 3 4/ g e n eti c s. 1 1 4. 1 6 1 3 8 0 

Gill,  F.  B.,  M o st r o m,  A.  M.,  &  M a c k,  A.  L.  ( 1 9 9 3).  S p e ci ati o n  

i n  N o rt h  A m e ri c a n  c hi c k a d e e s:  i.  P att e r n s  of  mt d n a  

g e n eti c  di v e r g e n c e.  E v ol uti o n , 4 7 ( 1),  1 9 5 – 2 1 2. htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 5 5 8- 5 6 4 6. 1 9 9 3.t b 0 1 2 1 0. x 

G o m p e rt,  Z.,  &  B u e r kl e,  C.  A.  ( 2 0 1 2).  b g c:  S oft w a r e  f o r  B a y e si a n  

e sti m ati o n of g e n o mi c cli n e s. M ol e c ul ar E c ol o g y R e s o ur c e s , 1 2 ( 6), 

1 1 6 8 – 1 1 7 6. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ 1 7 5 5- 0 9 9 8. 1 2 0 0 9. x 

G r a b e n st ei n,  K.  C.,  B u r g,  T.,  Ott e r,  K.,  &  T a yl o r,  S.  A.  ( 2 0 2 3).  

H y b ri di z ati o n  b et w e e n  cl o s el y  r el at e d  s o n g bi r d s  i s  r el at e d  t o  

h u m a n h a bit at di st u r b a n c e. Gl o b al C h a n g e Bi ol o g y , 2 9 , 9 5 5 – 9 6 8. 

htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ g c b. 1 6 4 7 6 

H a r ri s,  D.  N.,  Pl att,  A.,  H a n s e n,  M.  E.  B.,  F a n,  S.,  M c Q uill a n,  M.  A.,  

N y a m b o, T., M p ol o k a, S. W., M o k o n e, G. G., B el a y, G., F o k u n a n g, 

C.,  Nj a m n s hi,  A.  K.,  &  Ti s h k off,  S.  A.  ( 2 0 2 3).  Di v e r s e  Af ri c a n  

g e n o m e s  r e v e al  s el e cti o n  o n  a n ci e nt  m o d e r n  h u m a n  i nt r o -

g r e s si o n s i n N e a n d e rt h al s. C urr e nt Bi ol o g y , 3 3 ( 2 2), 4 9 0 5 – 4 9 1 6. e 5. 

htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 2 3. 0 9. 0 6 6 

H a r ri s o n, R. G.  ( 1 9 9 0). H y b ri d z o n e s: Wi n d o w s o n e v ol uti o n a r y p r o-

c e s s. O xf or d S ur v e y s i n E v ol uti o n ar y Bi ol o g y , 7 , 6 9 – 1 2 8. 

H a r ri s o n, R. G., &  L a r s o n, E. L.  ( 2 0 1 4). H y b ri di z ati o n, i nt r o g r e s si o n,  

a n d  t h e  n at u r e  of  s p e ci e s  b o u n d a ri e s.  J o ur n al  of  H er e dit y, 1 , 

7 9 5 – 8 0 9. 

H off m a n n,  A.  A.,  &  Ri e s e b e r g,  L.  H.  ( 2 0 0 8).  R e vi siti n g  t h e  i m p a ct  

of  i n v e r si o n s  i n  e v ol uti o n:  F r o m  p o p ul ati o n  g e n eti c  m a r k e r s  

t o  d ri v e r s  of  a d a pti v e  s hift s  a n d  s p e ci ati o n ?  A n n u al  R e vi e w  

of  E c ol o g y,  E v ol uti o n,  a n d  S y st e m ati c s , 3 9 ,  2 1 – 4 2.  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 1 4 6/ a n n u r e v. e c ol s y s. 3 9. 1 1 0 7 0 7. 1 7 3 5 3 2 

H o o p e r, D. M., &  P ri c e,  T. D.  ( 2 0 1 7). C h r o m o s o m al  i n v e r si o n  diff e r-

e n c e s  c o r r el at e  wit h  r a n g e  o v e rl a p  i n  p a s s e ri n e  bi r d s.  N at ur e 

E c ol o g y  a n d  E v ol uti o n , 1 ( 1 0),  1 5 2 6 – 1 5 3 4. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ 

s 4 1 5 5 9- 0 1 7- 0 2 8 4- 6 

H u y n h, A. V., & Ri c e, A. M.  ( 2 0 1 9). C o n s p e ci f c olf a ct o r y p r ef e r e n c e s 

a n d i nt e r s p e ci f c di v e r g e n c e i n o d o r c u e s i n a c hi c k a d e e h y b ri d 

z o n e. E c ol o g y  a n d  E v ol uti o n , 9 ,  9 6 7 1.  htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 0 2/ 

e c e 3. 5 4 9 7 

J o n e s, F., G r a b h e r r, M., C h a n,  Y., R u s s ell, P., M a u c eli, E., J o h n s o n, J.,  

S w off o r d, R., Pi r u n, M., Z o d y, M. C., W hit e, S., Bi r n e y, E., S e a rl e, S., 

S c h m ut z, J., G ri m w o o d, J., Di c k s o n, M. C., M y e r s, R. M., Mill e r, C. 

T., S u m m e r s, B. R., K n e c ht, A. K., … Ki n g sl e y, D. M., et al . ( 2 0 1 2). 

T h e g e n o mi c b a si s of a d a pti v e e v ol uti o n i n t h r e e s pi n e sti c kl e -

b a c k s. N at ur e , 4 8 4 , 5 5 – 6 1. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ n at u r e 1 0 9 4 4 

J o n e s, M. R., Mill s, L. S.,  Al v e s, P. C., C all a h a n, C. M.,  Al v e s, J. M., L aff e rt y, 

D. J. R., Ji g gi n s, F. M., J e n s e n, J. D., M el o- F e r r ei r a, J., & G o o d, J. M. 

( 2 0 1 8). A d a pti v e i nt r o g r e s si o n u n d e rli e s p ol y m o r p hi c s e a s o n al 

c a m o u f a g e  i n  s n o w s h o e  h a r e s.  S ci e n c e , 3 6 0 ( 6 3 9 5),  1 3 5 5 – 1 3 5 8.  

htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a a r 5 2 7 3 

Ki r k p at ri c k, M., &  B a rt o n, N.  ( 2 0 0 6). C h r o m o s o m e  i n v e r si o n s, l o c al  

a d a pt ati o n a n d s p e ci ati o n. G e n eti c s , 1 7 3 ( 1), 4 1 9 – 4 3 4. htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 5 3 4/ g e n eti c s. 1 0 5. 0 4 7 9 8 5 

K ni ef,  U.,  F o r st m ei e r,  W.,  P ei,  Y.,  I hl e,  M.,  W a n g,  D.,  M a rti n,  K.,  

O p at o v á, P., Al b r e c ht o v á, J., Witti g, M., F r a n k e, A., Al b r e c ht, T., 

&  K e m p e n a e r s, B.  ( 2 0 1 7).  A  s e x- c h r o m o s o m e  i n v e r si o n  c a u s e s  

st r o n g  o v e r d o mi n a n c e  f o r  s p e r m  t r ait s  t h at  aff e ct  si ri n g  s u c -

c e s s. N at ur e  E c ol o g y  a n d  E v ol uti o n , 1 ( 8),  1 1 7 7 – 1 1 8 4.  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 5 9- 0 1 7- 0 2 3 6- 1 

K r ä m e r,  A., G r e e n, J., P oll a r d, J. J r, & T u g e n d r ei c h, S. ( 2 0 1 4). C a u s al a n al -

y si s  a p p r o a c h e s  i n  I n g e n uit y  P at h w a y  A n al y si s.  Bi oi nf or m ati c s , 

3 0 ( 4), 5 2 3 – 5 3 0. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf o r m ati c s/ btt 7 0 3 

L a r s o n, E. L., G uil h e r m e  B e c k e r, C., B o n d r a, E. R., &  H a r ri s o n, R. G.  

( 2 0 1 3).  St r u ct u r e  of  a  m o s ai c  h y b ri d  z o n e  b et w e e n  t h e  f el d  

c ri c k et s  G r yll u s  f r m u s  a n d  G.  p e n n s yl v a ni c u s.  E c ol o g y  a n d  

E v ol uti o n , 3 ( 4), 9 8 5 – 1 0 0 2. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 0 2/ e c e 3. 5 1 4 

M a n d e vill e, E. G., H all, R. O., & B u e r kl e, C. A. ( 2 0 2 2). E c ol o gi c al o ut -

c o m e s  of  h y b ri di z ati o n  v a r y  e xt e n si v el y  i n  C at o st o m u s  f s h e s.  

E v ol uti o n , 7 6 ( 1 1), 2 6 9 7 – 2 7 1 1. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ e v o. 1 4 6 2 4 

M a y r,  E.  ( 1 9 4 2).  S y st e m ati c s  a n d  t h e  ori gi n  of  s p e ci e s .  C ol u m bi a  

U ni v e r sit y P r e s s. 

M c F a rl a n e, S. E., J a h n e r, J. P., Li n dt k e, D., B u e r kl e, C. A., & M a n d e vill e, 

E.  G.  ( 2 0 2 4).  S el e cti o n  l e a d s  t o  r e m a r k a bl e  v a ri a bilit y  i n  t h e  

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
ps://

ac
a
d
e

mic.
o
u
p.c

o
m/

evl
ett/

articl
e/

9/
4/

4
2
1/

8
1
2
6
8
3
1 

by 
M
o
nt

a
n
a 

St
at

e 
U
niv

ersity - 
B
oz

e
m
a
n 

us
er 

o
n 

2
5 J

uly 
2
0
2
6 

https://doi.org/10.1093/auk/122.3.759
https://doi.org/10.1093/auk/122.3.759
https://doi.org/10.1038/sj.hdy.6800997
https://doi.org/10.1098/rstb.2000.0717
https://doi.org/10.1098/rstb.2000.0717
https://doi.org/10.1038/nrg3521
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btr330
https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2015.11.015
https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2015.11.015
https://doi.org/10.1002/ece3.604
https://doi.org/10.1002/ece3.604
https://doi.org/10.1111/1755-0998.12209
https://doi.org/10.1111/1755-0998.12209
https://doi.org/10.1093/evolut/qpae118
https://doi.org/10.1093/evolut/qpae118
https://doi.org/10.1086/720207
https://doi.org/10.1086/720207
https://doi.org/10.1111/mec.17525
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1005451
https://doi.org/10.1534/genetics.114.161380
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1993.tb01210.x
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1993.tb01210.x
https://doi.org/10.1111/1755-0998.12009.x
https://doi.org/10.1111/gcb.16476
https://doi.org/10.1016/j.cub.2023.09.066
https://doi.org/10.1146/annurev.ecolsys.39.110707.173532
https://doi.org/10.1146/annurev.ecolsys.39.110707.173532
https://doi.org/10.1038/s41559-017-0284-6
https://doi.org/10.1038/s41559-017-0284-6
https://doi.org/10.1002/ece3.5497
https://doi.org/10.1002/ece3.5497
https://doi.org/10.1038/nature10944
https://doi.org/10.1126/science.aar5273
https://doi.org/10.1534/genetics.105.047985
https://doi.org/10.1534/genetics.105.047985
https://doi.org/10.1038/s41559-017-0236-1
https://doi.org/10.1038/s41559-017-0236-1
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btt703
https://doi.org/10.1002/ece3.514
https://doi.org/10.1111/evo.14624
https://academic.oup.com/evlett/article/9/4/421/8126831
https://4905�4916.e5


4 3 2  | S e m e n o v et al. 

o ut c o m e s  of  h y b ri di s ati o n  a c r o s s  r e pli c at e  h y b ri d  z o n e s.  

M ol e c ul ar  E c ol o g y , 3 3 ( 1 1),  e 1 7 3 5 9.  htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ 

m e c. 1 7 3 5 9 

M c Q uill a n,  M.  A.,  &  Ri c e,  A.  M.  ( 2 0 1 5).  Diff e r e nti al  eff e ct s  of  cli -

m at e  a n d  s p e ci e s  i nt e r a cti o n s  o n  r a n g e  li mit s  at  a  h y b ri d  

z o n e: P ot e nti al di r e ct a n d i n di r e ct i m p a ct s of cli m at e c h a n g e. 

E c ol o g y  a n d  E v ol uti o n , 5 ( 2 1),  5 1 2 0 – 5 1 3 7. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 0 2/ 

e c e 3. 1 7 7 4 

M c Q uill a n, M. A., R ot h, T. C. 2 n d, H u y n h, A. V., & Ri c e, A. M. ( 2 0 1 8). 

H y b ri d  c hi c k a d e e s  a r e  d e f ci e nt  i n  l e a r ni n g  a n d  m e m o r y.  

E v ol uti o n , 7 2 ( 5), 1 1 5 5 – 1 1 6 4. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ e v o. 1 3 4 7 0 

M ettl e r,  R.  D.,  &  S p ell m a n,  G.  M.  ( 2 0 0 9).  A  h y b ri d  z o n e  r e vi sit e d:  

M ol e c ul a r  a n d  m o r p h ol o gi c al  a n al y si s  of  t h e  m ai nt e n a n c e,  

m o v e m e nt, a n d e v ol uti o n of a G r e at Pl ai n s a vi a n ( C a r di n ali d a e: 

P h e u cti c u s)  h y b ri d  z o n e.  M ol e c ul ar  E c ol o g y , 1 8 ( 1 5),  3 2 5 6 – 3 2 6 7.  

htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 6 5- 2 9 4 X. 2 0 0 9. 0 4 2 1 7. x 

N at ol a, L., Bill e r m a n, S. M., C a rli n g, M. D., S e n e vi r at n e, S. S., & I r wi n, 

D. ( 2 0 2 3). G e o g r a p hi c v a ri a bilit y of h y b ri di z ati o n b et w e e n r e d-

b r e a st e d  a n d  r e d- n a p e d  s a p s u c k e r s.  E v ol uti o n , 7 7 ( 2),  5 8 0 – 5 9 2.  

htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 3/ e v ol ut/ q p a c 0 3 7 

N o wli n g,  R.  J.,  F all a s- M o y a,  F.,  S a d o v ni k,  A.,  E m ri c h,  S.,  Al e c k,  M.,  

L e s ki e wi c z, D., & P et e r s, J. G.  ( 2 0 2 2). F a st, l o w- m e m o r y d et e cti o n 

a n d  l o c ali z ati o n  of  l a r g e,  p ol y m o r p hi c  i n v e r si o n s  f r o m  S N P s.  

P e erJ , 1 0 , e 1 2 8 3 1. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 7 7 1 7/ p e e rj. 1 2 8 3 1 

Ol s o n,  J.  R.,  C o o p e r,  S.  J.,  S w a n s o n,  D.  L.,  B r a u n,  M.  J.,  &  Willi a m s,  

J. B.  ( 2 0 1 0).  T h e  r el ati o n s hi p  of  m et a b oli c  p e rf o r m a n c e  a n d  

di st ri b uti o n  i n  bl a c k- c a p p e d  a n d  C a r oli n a  c hi c k a d e e s.  

P h y si ol o gi c al  a n d  Bi o c h e mi c al  Z o ol o g y , 8 3 ( 2), 2 6 3 – 2 7 5.  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 0 8 6/ 6 4 8 3 9 5 

P a y s e u r, B. A., P r e s g r a v e s, D. C., & Fil at o v, D. A. ( 2 0 1 8). I nt r o d u cti o n: 

S e x  c h r o m o s o m e s  a n d  s p e ci ati o n.  M ol e c ul ar  E c ol o g y , 2 7 ( 1 9), 

3 7 4 5 – 3 7 4 8. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 4 8 2 8 

P a y s e u r, B.  A., &  Ri e s e b e r g, L.  H.  ( 2 0 1 6).  A  g e n o mi c  p e r s p e cti v e  o n  

h y b ri di z ati o n  a n d  s p e ci ati o n.  M ol e c ul ar  E c ol o g y , 2 5 ( 1 1),  2 3 3 7 –  

2 3 6 0. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 3 5 5 7 

P e ñ al b a,  J.  V.,  R u n e m a r k,  A.,  M ei e r,  J.  I.,  Si n g h,  P.,  W o g a n,  G.  O.  U.,  

S á n c h e z- G uill é n,  R.,  M all et,  J.,  R o m et s c h,  S.  J.,  M e n o n,  M., 

S e e h a u s e n,  O.,  K ul m u ni,  J.,  &  P e r ei r a,  R.  J.  ( 2 0 2 4).  T h e  r ol e  

of  h y b ri di z ati o n  i n  s p e ci e s  f o r m ati o n  a n d  p e r si st e n c e.  C ol d 

S pri n g H ar b or P er s p e cti v e s i n Bi ol o g y , 1 6 ( 1 2), a 0 4 1 4 4 5. htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 1 0 1/ c s h p e r s p e ct. a 0 4 1 4 4 5 

P etit,  M.,  Cl a vij o- B a q u et,  S.,  &  V é zi n a,  F.  ( 2 0 1 7).  I n c r e a si n g  wi nt e r  

m a xi m al m et a b oli c r at e i m p r o v e s i nt r a wi nt e r s u r vi v al i n s m all 

bi r d s. P h y si ol o gi c al a n d Bi o c h e mi c al Z o ol o g y , 9 0 ( 2), 1 6 6 – 1 7 7. htt p s:// 

d oi. o r g/ 1 0. 1 0 8 6/ 6 8 9 2 7 4 

P o el st r a,  J.  W.,  Vij a y,  N.,  B o s s u,  C.  M.,  L a nt z,  H.,  R yll,  B.,  M üll e r,  I.,  

B a gli o n e, V., U n n e b e r g, P., Wi k el s ki, M., G r a b h e r r, M. G., & W olf, 

J.  B.  W.  ( 2 0 1 4).  T h e  g e n o mi c  l a n d s c a p e  u n d e rl yi n g  p h e n ot y pi c  

i nt e g rit y  i n  t h e  f a c e  of  g e n e  f o w  i n  c r o w s.  S ci e n c e , 3 4 4 ( 6 1 9 0), 

1 4 1 0 – 1 4 1 4. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 2 5 3 2 2 6 

P r a v o s u d o v,  V.  V.,  S o n n e n b e r g,  B.  R.,  B r a n c h,  C.  L.,  H ei n e n,  V.  K.,  

W el kli n,  J. F.,  S e m e n o v, G.,  &  T a yl o r,  S.  A.  ( 2 0 2 5). Li vi n g  o n  t h e  

e d g e: T h e e v ol uti o n of s p ati al c o g niti o n i n f o o d- c a c hi n g c hi c k a -

d e e s. A c c e pt e d. P hil o s o p hi c al Tr a n s a cti o n s B. 

P ri c e, T.  ( 2 0 0 8). S p e ci ati o n i n bir d s . R o b e rt s a n d C o m p a n y. 4 7 0 p p. I S B N: 

0- 9 7 4 7 0 7 7. 

R e u di n k, M. W., M e c h, S. G., & C u r r y, R. L. ( 2 0 0 6). E xt r a p ai r p at e r nit y 

a n d m at e c h oi c e i n a c hi c k a d e e h y b ri d z o n e. B e h a vi or al E c ol o g y , 

1 7 ( 1), 5 6 – 6 2. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 3/ b e h e c o/ a ri 0 9 8 

R e u di n k,  M.  W.,  M e c h,  S.  G.,  M ull e n,  S.  P.,  &  C u r r y,  R.  L.  ( 2 0 0 7).  

St r u ct u r e  a n d  d y n a mi c s  of  t h e  h y b ri d  z o n e  b et w e e n  Bl a c k-

c a p p e d  ( P o e cil e  atri c a pill u s )  a n d  C a r oli n a  (P.  c ar oli n e n si s )  i n  

s o ut h e a st e r n  P e n n s yl v a ni a.  T h e  A u k , 1 2 4 ( 2),  4 6 3 – 4 7 8.  htt p s:// 

d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 3/ a u k/ 1 2 4. 2. 4 6 3 

Ri c e, A. M.  ( 2 0 2 0). T h e o v e rl o o k e d i n f u e n c e of h y b ri di z ati o n o n c o g-

niti o n. Fr o nti er s i n E c ol o g y a n d E v ol uti o n , 8. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 3 3 8 9/ 

f e v o. 2 0 2 0. 0 0 0 3 9 

Ri c e,  A. M., & M c Q uill a n, M.  A. ( 2 0 1 8). M al a d a pti v e l e a r ni n g a n d m e m -

o r y  i n  h y b ri d s  a s  a  r e p r o d u cti v e  i s ol ati n g  b a r ri e r.  Pr o c e e di n g s 

Bi ol o gi c al  S ci e n c e s , 2 8 5 ( 1 8 7 9),  2 0 1 8 0 5 4 2.  htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 8/ 

r s p b. 2 0 1 8. 0 5 4 2 

R o b bi n s, M. B., B r a u n, M. J., & T o b e y, E. A. ( 1 9 8 6). M o r p h ol o gi c al a n d 

v o c al v a ri ati o n a c r o s s a c o nt a ct z o n e b et w e e n t h e c hi c k a d e e s 

P ar u s  atri c a pill u s  a n d  P.  c ar oli n e n si s . T h e  A u k , 1 0 3 ( 4),  6 5 5 – 6 6 6.  

htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 9 3/ a u k/ 1 0 3. 4. 6 5 5 . htt p:// w w w.j st o r. o r g/ 

st a bl e/ 4 0 8 7 1 7 5 

R y a n,  S.  F.,  D ei n e s,  J.  M.,  S c ri b e r,  J.  M.,  Pf r e n d e r,  M.  E.,  J o n e s,  S.  E.,  

E m ri c h, S. J., & H ell m a n n, J. J.  ( 2 0 1 8). Cli m at e- m e di at e d h y b ri d 

z o n e  m o v e m e nt  r e v e al e d  wit h  g e n o mi c s,  m u s e u m  c oll e cti o n,  

a n d  si m ul ati o n  m o d eli n g.  Pr o c e e di n g s  of  t h e  N ati o n al  A c a d e m y  

of  S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a , 1 1 5 ( 1 0), E 2 2 8 4 – E 2 2 9 1.  

htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 7 1 4 9 5 0 1 1 5 

S a n k a r a r a m a n, S., M alli c k, S., D a n n e m a n n, M., P r üf e r, K., K el s o, J.,  

P ä ä b o, S., P att e r s o n, N., &  R ei c h, D.  ( 2 0 1 4).  T h e  g e n o mi c  l a n d -

s c a p e of N e a n d e rt h al a n c e st r y i n p r e s e nt- d a y h u m a n s. N at ur e , 

5 0 7 ( 7 4 9 2), 3 5 4 – 3 5 7. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ n at u r e 1 2 9 6 1 

S e e h a u s e n,  O.  ( 2 0 0 4).  H y b ri di z ati o n  a n d  a d a pti v e  r a di ati o n.  Tr e n d s 

i n E c ol o g y a n d E v ol uti o n, 1 9 ( 4), 1 9 8 – 2 0 7. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. 

t r e e. 2 0 0 4. 0 1. 0 0 3 

S e m e n o v, G.  A., Li n c k, E., E n b o d y, E. D., H a r ri s, R. B., K h a y d a r o v, D.  

R., Al st r ö m, P., & T a yl o r, S. A.  ( 2 0 2 1). A s y m m et ri c i nt r o g r e s si o n 

r e v e al s  t h e  g e n eti c  a r c hit e ct u r e  of  a  pl u m a g e  t r ait.  N at ur e 

C o m m u ni c ati o n s , 1 2 ( 1), 1 – 9. 

S e m e n o v, G. A., S o n n e n b e r g, B. R., B r a n c h, C. L., H ei n e n, V. K., W el kli n, 

J. F., P a d ul a, S. R., P at el, A. M., B ri d g e, E. S., P r a v o s u d o v, V. V., & 

T a yl o r, S. A.  ( 2 0 2 4). G e n e s  a n d  g e n e  n et w o r k s  u n d e rl yi n g  s p a -

ti al c o g niti o n i n f o o d- c a c hi n g c hi c k a d e e s. C urr e nt Bi ol o g y , 3 4 ( 9), 

1 9 3 0 – 1 9 3 9. e 4 . htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 2 4. 0 3. 0 5 8 

S h a r a k h o v, I. V., & S h a r a k h o v a, M. V.  ( 2 0 2 4). C h r o m o s o m al i n v e r si o n s 

a n d  t h ei r  i m p a ct  o n  i n s e ct  e v ol uti o n.  C urr e nt  O pi ni o n  i n  I n s e ct  

S ci e n c e , 6 6 , 1 0 1 2 8 0. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c oi s. 2 0 2 4. 1 0 1 2 8 0 

S mit h, S. M.  ( 1 9 9 5).  A g e- s p e ci f c  s u r vi v al  i n  b r e e di n g  bl a c k- c a p p e d  

c hi c k a d e e s ( P ar u s atri c a pill u s ). T h e A u k , 1 1 2 ( 4), 8 4 0 – 8 4 6. htt p s:// 

d oi. o r g/ 1 0. 2 3 0 7/ 4 0 8 9 0 1 6 

S o n g,  Y.,  E n d e p ol s,  S.,  Kl e m a n n,  N.,  Ri c ht e r,  D.,  M at u s c h k a,  F.  - R.,  

S hi h,  C.  - H.,  N a c h m a n,  M.  W.,  &  K o h n,  M.  H.  ( 2 0 1 1). A d a pti v e  

i nt r o g r e s si o n  of  a nti c o a g ul a nt  r o d e nt  p oi s o n  r e si st a n c e  b y  

h y b ri di z ati o n  b et w e e n  ol d  w o rl d  mi c e.  C urr e nt  Bi ol o g y , 2 1 ( 1 5), 

1 2 9 6 – 1 3 0 1. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 1 1. 0 6. 0 4 3 

S o n n e n b e r g, B. R., B r a n c h, C. L., Pit e r a, A. M., B ri d g e, E., & P r a v o s u d o v, 

V. V.  ( 2 0 1 9).  N at u r al  s el e cti o n  a n d  s p ati al  c o g niti o n  i n  wil d  

f o o d- c a c hi n g  m o u nt ai n  c hi c k a d e e s.  C urr e nt  Bi ol o g y , 2 9 ( 4), 6 7 0 –  

6 7 6. e 3. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 1 9. 0 1. 0 0 6 

T a yl o r, S. A., C u r r y, R. L., W hit e, T. A., F e r r etti, V., & L o v ett e, I. J.  ( 2 0 1 4). 

S p ati ot e m p o r all y  c o n si st e nt  g e n o mi c  si g n at u r e s  of  r e p r o d u c -

ti v e  i s ol ati o n  i n  a  m o vi n g  h y b ri d  z o n e.  E v ol uti o n , 6 8 ( 1 1), 3 0 6 6 –  

3 0 8 1. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ e v o. 1 2 5 1 0 

T a yl o r, S. A., & L a r s o n, E. L. ( 2 0 1 9). I n si g ht s f r o m g e n o m e s i nt o t h e 

e v ol uti o n a r y  i m p o rt a n c e  a n d  p r e v al e n c e  of  h y b ri di z ati o n  i n  

n at u r e. N at ur e  E c ol o g y  a n d  E v ol uti o n , 3 ( 2),  1 7 0 – 1 7 7.  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 5 9- 0 1 8- 0 7 7 7- y 

T a yl o r,  S.  A.,  L a r s o n,  E.  L.,  &  H a r ri s o n,  R.  G.  ( 2 0 1 5).  H y b ri d  z o n e s:  

Wi n d o w s  o n  cli m at e  c h a n g e.  Tr e n d s  i n  E c ol o g y  a n d  E v ol uti o n , 

3 0 ( 7), 3 9 8 – 4 0 6. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j.t r e e. 2 0 1 5. 0 4. 0 1 0 

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
ps://

ac
a
d
e

mic.
o
u
p.c

o
m/

evl
ett/

articl
e/

9/
4/

4
2
1/

8
1
2
6
8
3
1 

by 
M
o
nt

a
n
a 

St
at

e 
U
niv

ersity - 
B
oz

e
m
a
n 

us
er 

o
n 

2
5 J

uly 
2
0
2
6 

https://doi.org/10.1111/mec.17359
https://doi.org/10.1111/mec.17359
https://doi.org/10.1002/ece3.1774
https://doi.org/10.1002/ece3.1774
https://doi.org/10.1111/evo.13470
https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2009.04217.x
https://doi.org/10.1093/evolut/qpac037
https://doi.org/10.7717/peerj.12831
https://doi.org/10.1086/648395
https://doi.org/10.1086/648395
https://doi.org/10.1111/mec.14828
https://doi.org/10.1111/mec.13557
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a041445
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a041445
https://doi.org/10.1086/689274
https://doi.org/10.1086/689274
https://doi.org/10.1126/science.1253226
https://doi.org/10.1093/beheco/ari098
https://doi.org/10.1093/auk/124.2.463
https://doi.org/10.1093/auk/124.2.463
https://doi.org/10.3389/fevo.2020.00039
https://doi.org/10.3389/fevo.2020.00039
https://doi.org/10.1098/rspb.2018.0542
https://doi.org/10.1098/rspb.2018.0542
https://doi.org/10.1093/auk/103.4.655
http://www.jstor.org/stable/4087175
http://www.jstor.org/stable/4087175
https://doi.org/10.1073/pnas.1714950115
https://doi.org/10.1038/nature12961
https://doi.org/10.1016/j.tree.2004.01.003
https://doi.org/10.1016/j.tree.2004.01.003
https://doi.org/10.1016/j.cub.2024.03.058
https://doi.org/10.1016/j.cois.2024.101280
https://doi.org/10.2307/4089016
https://doi.org/10.2307/4089016
https://doi.org/10.1016/j.cub.2011.06.043
https://doi.org/10.1016/j.cub.2019.01.006
https://doi.org/10.1111/evo.12510
https://doi.org/10.1038/s41559-018-0777-y
https://doi.org/10.1038/s41559-018-0777-y
https://doi.org/10.1016/j.tree.2015.04.010
https://academic.oup.com/evlett/article/9/4/421/8126831
https://1930�1939.e4


E v ol uti o n L ett er s  ( 2 0 2 5), V ol. 9  | 4 3 3  

T a yl o r,  S. A., W hit e, T. A.,  H o c h a c h k a, W.  M.,  F e r r etti, V.,  C u r r y,  R.  

L.,  &  L o v ett e,  I.  J.  ( 2 0 1 4).  Cli m at e  m e di at e d  m o v e m e nt  of  a n  

a vi a n  h y b ri d  z o n e.  C urr e nt  Bi ol o g y , 2 4 ( 6),  6 7 1 – 6 7 6.  htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 1 4. 0 1. 0 6 9 

T e e t e r,  C.  T.,  T hi b o d e a u,  L.  M.,  G o m p e r t,  Z.,  B u e r kl e,  C.  A.,  

N a c h m a n,  M.  W.,  &  T u c k e r,  P.  K.  ( 2 0 1 0).  T h e  v a ri a bl e  

g e n o mi c  a r c hi t e c t u r e  of  i s ol a ti o n  b e t w e e n  h y b ri di zi n g  s p e -

ci e s  of  h o u s e  mi c e.  E v ol uti o n , 6 4 ( 2),  4 7 2 – 4 8 5.  h t t p s: / / d oi. 

o r g / 1 0. 1 1 1 1 /j. 1 5 5 8 - 5 6 4 6. 2 0 0 9. 0 0 8 4 6. x 

T o e w s, D. P.,  T a yl o r, S.  A.,  V all e n d e r, R., B r el sf o r d,  A., B ut c h e r, B. G.,  

M e s s e r, P. W., & L o v ett e, I. J.  ( 2 0 1 6). Pl u m a g e g e n e s a n d littl e el s e 

di sti n g ui s h t h e g e n o m e s of h y b ri di zi n g w a r bl e r s. C urr e nt Bi ol o g y , 

2 6 ( 1 7), 2 3 1 3 – 2 3 1 8. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 1 6. 0 6. 0 3 4 

T u r n e r, L. M., &  H a r r, B.  ( 2 0 1 4). G e n o m e- wi d e  m a p pi n g  i n  a  h o u s e  

m o u s e h y b ri d z o n e r e v e al s h y b ri d st e rilit y l o ci a n d D o b z h a n s k y – 

M ull e r i nt e r a cti o n s. e Lif e , 3 , 0 2 5 0 4. 

W a g n e r, D. N., C u r r y, R. L., C h e n, N., L o v ett e, I. J., & T a yl o r, S. A. ( 2 0 2 0). 

G e n o mi c r e gi o n s u n d e rl yi n g m et a b oli c a n d n e u r o n al si g n ali n g 

p at h w a y s a r e t e m p o r all y c o n si st e nt o utli e r s i n a m o vi n g a vi a n 

h y b ri d z o n e. E v ol uti o n , 7 4 ( 7), 1 4 9 8 – 1 5 1 3. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ 

e v o. 1 3 9 7 0 

W al s h, J., Bill e r m a n, S. M., B ut c h e r, B. G., R o h w e r, V. G., T o e w s, D. P. L., 

Vil a- C o u r y, V., & L o v ett e, I. J.  ( 2 0 2 3). A c o m pl e x g e n o mi c a r c hi -

t e ct u r e  u n d e rli e s  r e p r o d u cti v e  i s ol ati o n  i n  a  N o rt h  A m e ri c a n  

o ri ol e h y b ri d z o n e. C o m m u ni c ati o n s Bi ol o g y , 6 ( 1), 1 5 4. htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 2 0 0 3- 0 2 3- 0 4 5 3 2- 8 

W a n g, S., R o h w e r, S., D el m o r e, K., & I r wi n, D. E. ( 2 0 1 9). C r o s s- d e c a d e s 

st a bilit y of a n a vi a n h y b ri d z o n e. J o ur n al of E v ol uti o n ar y Bi ol o g y, 

3 2 ( 1 1), 1 2 4 2 – 1 2 5 1. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 1 1/j e b. 1 3 5 2 4 

W e st r a m, A. M., F a ri a, R., J o h a n n e s s o n, K., & B utli n, R. ( 2 0 2 1). U si n g 

r e pli c at e h y b ri d z o n e s t o u n d e r st a n d t h e g e n o mi c b a si s of a d a p -

ti v e di v e r g e n c e. M ol e c ul ar E c ol o g y , 3 0 ( 1 5), 3 7 9 7 – 3 8 1 4. htt p s:// d oi. 

o r g/ 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 5 8 6 1 

Z h a n g,  L.,  R eif o v á,  R.,  H al e n k o v á,  Z.,  &  G o m p e rt,  Z.  ( 2 0 2 1).  H o w  

i m p o rt a nt  a r e  st r u ct u r al  v a ri a nt s  f o r  s p e ci ati o n ?  G e n e s , 1 2 ( 7), 

1 0 8 4. htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 3 3 9 0/ g e n e s 1 2 0 7 1 0 8 4 

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
ps://

ac
a
d
e

mic.
o
u
p.c

o
m/

evl
ett/

articl
e/

9/
4/

4
2
1/

8
1
2
6
8
3
1 

by 
M
o
nt

a
n
a 

St
at

e 
U
niv

ersity - 
B
oz

e
m
a
n 

us
er 

o
n 

2
5 J

uly 
2
0
2
6 

https://doi.org/10.1016/j.cub.2014.01.069
https://doi.org/10.1016/j.cub.2014.01.069
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.2009.00846.x
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.2009.00846.x
https://doi.org/10.1016/j.cub.2016.06.034
https://doi.org/10.1111/evo.13970
https://doi.org/10.1111/evo.13970
https://doi.org/10.1038/s42003-023-04532-8
https://doi.org/10.1038/s42003-023-04532-8
https://doi.org/10.1111/jeb.13524
https://doi.org/10.1111/mec.15861
https://doi.org/10.1111/mec.15861
https://doi.org/10.3390/genes12071084
https://academic.oup.com/evlett/article/9/4/421/8126831

	Replicate geographic transects across a hybrid zone reveal parallelism and differences in the genetic architecture of reproductive isolation
	Methods
	Sampling
	Whole genome sequencing and characterizing patterns of divergence and hybridization
	Detection of Z chromosome inversions
	Ingenuity pathway analysis
	Simulations of the hybrid zone dynamics and analysis of climate variation

	Results
	Similar patterns of hybridization between transects
	Variation in hybrid zone width between transects
	Consistent signatures of restricted introgression between transects
	Variable divergence and multiple inversions on the Z chromosome
	Selection strength and hybrid zone movement both contribute to cline steepness
	Environmental variables differ significantly between Pennsylvania and Missouri

	Discussion
	Supplementary material
	Acknowledgments
	References

	Copy Cover Page.pdf
	Blank Page
	Blank Page




