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DINAMICA TEMPORAL Y EFECTOS INDIRECTOS DEL
REFORZAMIENTO DEL AISLAMIENTO REPRODUCTIVO EN DOS ESPECIES
DE CABALLITOS DEL DIABLO

RESUMEN

El reforzamiento es un proceso adaptativo en la evolucion del aislamiento
reproductivo entre especies en simpatria, impulsado por la seleccién natural para evitar
los costos del apareamiento heteroespecifico. Estudios recientes han demostrado que
este proceso puede generar patrones asimétricos entre cruces reciprocos, pero todavia
existe un vacio de conocimiento sobre como estas asimetrias se manifiestan a lo largo
del tiempo y cuales son sus efectos indirectos sobre el aislamiento reproductivo entre
poblaciones coespecificas. El presente estudio investiga el aislamiento reproductivo entre
Ischnura elegans e I. graellsii (Odonata: Coenagrionidae). Ischnura elegans, distribuida
desde Irlanda hasta Japon, e I. graellsii, localizada en la peninsula ibérica y el norte de
Africa, solapan sus areas de distribucion en el norte y centro de Espafia, formando una
extensa region hibrida. En la zona noroeste de esta region hibrida, se ha detectado
reforzamiento de una barrera mecanica —precopula—, particularmente en los cruces
entre machos de /. graellsii y hembras de I. elegans, donde se reduce significativamente
el éxito en la formacion del tdandem, que representa el primer contacto fisico entre las
genitalias secundarias. En contraste, en el cruce reciproco —entre machos de /. elegans
y hembras de I. graellsi—, se ha observado un relajamiento de barreras postcopula
gaméticas como la oviposicién, la fecundidad y la fertilidad. Este trabajo examina las
barreras reproductivas en la zona hibrida del noroeste de Espafia, y persigue tres
objetivos principales: (1) determinar el numero minimo de interacciones por individuo
necesario para obtener estimaciones confiables de la barrera mecanica implicada en la
formacion del tandem; (2) analizar la dinamica temporal del aislamiento reproductivo
precigotico para inferir la intensidad, direccion y velocidad del reforzamiento; y (3) evaluar
los efectos indirectos del reforzamiento a nivel intraespecifico. Nuestros resultados
mostraron que dos interacciones por individuo son suficientes para estimar de manera
confiable el éxito en la formacion del tandem. En cuanto al segundo objetivo, el analisis
temporal reveld la presencia de reforzamiento en ambos cruces reciprocos, aunque con
intensidades diferentes, mostrando una direccion consistente hacia el aumento del
aislamiento reproductivo y una velocidad que indica un proceso evolutivo relativamente
acelerado en la zona hibrida. Finalmente, en relacion con el tercer objetivo, se
identificaron efectos indirectos del reforzamiento a nivel intraespecifico, especificamente
en las barreras mecanica, de fecundidad y de fertilidad que influyen en las interacciones
dentro de las poblaciones involucradas. El estudio de estas dinamicas resulta
especialmente relevante en el contexto del cambio climatico, dado que las alteraciones



en la distribucion geografica provocadas por el calentamiento global estan facilitando el
contacto entre especies previamente alopatricas, generando nuevas zonas de simpatria,
especialmente en insectos.

Palabras clave: Zona hibrida, cruces reciprocos, efectos intraespecificos, Ischnura
elegans e Ischnura graellsii

10



RESUMEN VISUAL

Reforzamiento en dos especies de Ischnura

BARRERAS REPRODUCTIVAS
Ischnura graellsii Mercanicmos !
que determinan PRECOPULA
/ f el aislamiento g%
reproductivo REFORZAMIENTO

;. entre especies
FLUJO GENICO

Aumento del

aislamiento
Movimiento de rep;gduc’t_ivid entre
de ll(t)lg Og(e)neef tre B POSTCOPULA s?l)oppaat {riaay
ntr ntr
poblaciones : Formacion

de progenie
entre
organismos
de especies
diferentes

Ischnura elegans

¢ Podemos inferir
direccion y / Evolucion del
velocidad del / ’ 8 e
reforzamiento f reforzamiento
comparando {
distintas etapas
temporales?

Se espera mayor
aislamiento
reproductivo,

evidenciado por

menos tandems
heteroespecificos
exitosos.

Mecanico-Tactil
Oviposicion
Fertiidad
Resultados
esperados

11



INTRODUCCION
Aislamiento reproductivo

El flujo genético, o intercambio de genes entre poblaciones, es una fuerza evolutiva
fundamental que modifica las frecuencias alélicas tanto dentro como entre especies
estrechamente relacionadas (Petit & Excoffier, 2009; Sanchez-Guillén et al., 2022). Las
barreras reproductivas pueden impedir este flujo genético, aislando completamente
especies entre si, o permitiendo sélo un intercambio limitado (Koopman, 1950; Sanchez-
Guillén et al., 2022). Estas barreras se clasifican segun el momento en que actuan. Las
barreras precigoticas precopula (geograficas, etolégicas o mecanicas o mecanico-
tactiles) actuan antes del apareamiento (Coyne & Orr, 2004). Las barreras precigoticas
postcopula actuan después del apareamiento y éstas previenen la formacion del cigoto
(precigoticas gaméticas), y las barreras postcigoéticas actuan después de la formacion del
cigoto —observada en la aptitud de organismos hibridos—, reduciendo la viabilidad (en
la generacion F1), fertilidad y vigor hibrido (en la generacion Fz2) (Sanchez-Guillén et al.,
2014; Comeault & Matute, 2016). Frecuentemente, la intensidad de estas barreras es
asimétrica en cruces reciprocos entre dos especies, lo que significa que varia
dependiendo de si el macho de la especie A se apared con la hembra de la especie By
viceversa (Sanchez-Guillén et al., 2014; Turelli & Moyle, 2007).

La hibridacion

La hibridacién se produce cuando las barreras reproductivas no impiden el flujo genético
entre poblaciones de diferentes especies, usualmente entre especies incipientes, lo que
resulta en la formacién de hibridos (Rhymer & Simberloff, 1996). La hibridacion es un
proceso natural, considerandose comun en plantas, en las que 25% hibridan, mientras
que en animales es un poco menos frecuente, solamente el 10% se ven envueltos en
procesos de hibridacion (Mallet, 2005). Los avances en las tecnologias de secuenciacion
masiva han evidenciado que la hibridacion es un fendbmeno mas comun de lo previamente
estimado, y en particular, han resaltado su relevancia como fuerza evolutiva en diversos
linajes, especialmente en plantas (Folk et al., 2018; Soltis & Soltis, 2009; Walker, 1958;
Whitney et al., 2010), insectos (Bock, 1984; Hinojosa et al., 2022; Kuznetsova et al.,
2021; Mallet et al., 2007; Matute & Ayroles, 2014; Solano et al., 2018), aves (Drury et al.,
2020; Justyn et al., 2020; Ottenburghs, 2023; Randler, 2006) y mamiferos (Adavoudi &
Pilot, 2022; Deo et al., 2006). Actualmente, la hibridacién es considerada como una
fuerza evolutiva con numerosas consecuencias que van desde la extincion a la
diversificacion de especies. La hibridacion, entre otros procesos, incluye la adaptaciéon
impulsada por la introgresion genética, facilitando la adaptacion a nuevos nichos
ecolégicos (Arnold et al., 1999; Helén, 2016).
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El reforzamiento del aislamiento reproductivo

Las incompatibilidades genéticas de tipo Bateson-Dobzhansky-Muller, adquiridas durante
periodos de alopatria, pueden reducir la viabilidad o el éxito reproductivo de los hibridos
y generar costos de hibridacidon que favorecen el reforzamiento del aislamiento
reproductivo (Dobzhansky, 1937; Coyne & Orr, 2004).

El reforzamiento ocurre cuando la hibridaciéon entre dos especies incipientes produce
hibridos de baja aptitud y la seleccion natural elimina a los hibridos maladaptativos, lo
que favorece caracteristicas que reducen este tipo de apareamientos. Este proceso suele
darse cuando especies estrechamente relacionadas evolucionan en alopatria y entran en
contacto secundario (Coyne & Orr, 2004), donde la seleccién natural favorece rasgos que
reducen los costos de la hibridacion (Dobzhansky, 1937; Coyne & Orr, 2004; Hopkins,
2013). Convencionalmente, este término hace referencia al aumento en el aislamiento
precigotico asociado a la reduccion de la produccion de hibridos de menor aptitud
(Servedio & Noor, 2003; Servedio, 2004; Hoskin et al., 2005; Arce-Valdés et al., 2024).
Hoy en dia, se cuenta con numerosa evidencia empirica del reforzamiento en taxones
tan diversos como plantas (Kay & Schemske, 2008; Hopkins, 2013), insectos (Nosil et al.,
2003; Lukhtanov et al., 2005; Matute, 2010), vertebrados (Hoskin et al., 2005; Ahamed,
2006; Moran et al., 2018; John & Fuller, 2021), donde este proceso ha sido evaluado
comparando la intensidad del aislamiento reproductivo en contextos de alopatria y
simpatria. Un mayor aislamiento en simpatria respecto a alopatria, se interpreta como
evidencia de reforzamiento.

Sin embargo, son pocos los estudios empiricos que analizan el reforzamiento
comparando la intensidad del aislamiento reproductivo a lo largo del tiempo en zonas
hibridas naturales (e.g., Jones, 1973; Urbanelli et al., 2014). Un ejemplo notable es el
estudio de los mosquitos Aedes mariae y A. zammitii (Urbanelli et al., 2014), donde se
evaluo si la seleccidn natural podia reducir la tasa de hibridacidn a cero. Tras 25 afios de
contacto en una zona de simpatria artificial, los autores encontraron que el aislamiento
reproductivo seguia siendo incompleto. Este hallazgo sugiere que el reforzamiento puede
ser un proceso lento y limitado, influido por factores como la intensidad de la seleccioén,
el tiempo de contacto y las caracteristicas biolégicas de las especies involucradas.
Estudios de este tipo son especialmente valiosos para comprender por qué el
reforzamiento no siempre culmina en aislamiento completo, ya que permiten evaluar el
papel de multiples factores que determinan su dinamica, tales como el tiempo
transcurrido desde el contacto secundario, la magnitud de la seleccion, la tasa de
mutacion en los genes asociados al aislamiento reproductivo, el flujo génico entre
poblaciones (ver Barton & Hewitt, 1985), la deriva genética y la seleccién sexual
(Anderson et al., 2023).
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La estrategia complementaria para abordar esta misma pregunta —es decir, cuanto
tiempo se requiere para que el aislamiento reproductivo se complete por reforzamiento—
es el enfoque experimental en condiciones controladas. Los estudios de seleccion
artificial aplican distintos niveles de seleccion para estimar la velocidad con que se
intensifica el aislamiento reproductivo (ver Matute & Ortiz-Barrientos, 2014). Este enfoque
propuesto por Koopman (1950), conocido como el método “matar al hibrido”, es también
poco frecuente (Higgie et al., 2000; Matute, 2010). Un ejemplo notable que ilustra como
varia la dinamica del reforzamiento en distintos sistemas es el de Drosophila yakuba'y D.
santomea. En este estudio se observd una rapida intensificaciéon del aislamiento
reproductivo en apenas cinco generaciones, a pesar del flujo génico entre especies
(Matute, 2010), lo que sugiere que el reforzamiento puede actuar con gran rapidez bajo
ciertas condiciones.

Por otro lado, aunque el reforzamiento evoluciona para incrementar el aislamiento
reproductivo entre especies, también puede generar efectos colaterales dentro de la
misma especie. Estos efectos colaterales conocidos como efectos en cascada del
reforzamiento, ocurren cuando el reforzamiento induce, de forma incidental, aislamiento
reproductivo entre poblaciones coespecificas (Ortiz-Barrientos et al., 2009; Pfennig &
Pfennig, 2009). De este modo, el reforzamiento no solo consolida el aislamiento entre
especies, sino que también puede promover la divergencia entre poblaciones de una
misma especie e, incluso, contribuir a procesos tempranos de especiacion (Comeault &
Matute, 2016; Pfennig & Ryan, 2006).

El género Ischnura como modelo de estudios evolutivos

Los odonatos son un grupo de insectos acuaticos antiguos bien conocidos y que exhiben
una amplia distribucién (Corbet, 1980; Gillott, 2005). Actualmente, este orden esta
representado por 6,405 especies (Paulson etal.,, 2025). El género Ischnura,
perteneciente a la familia Coenagrionidae, es uno de los mas diversos, con 74 especies
descritas hasta el momento (Brooks, 2007; Sanchez-Guillén et al., 2014, 2022; Paulson
etal.,, 2025). Las especies de este género se caracterizan por ser no territoriales
(Cordero, 1989; Cooper et al., 1996). El género Ischnura ha sido estudiado como grupo
clave para comprender y explorar la seleccion sexual, el polimorfismo de color y la
hibridacion (Cooper et al., 1996; Cordero, 1989; Nava-Bolanos et al., 2017; Sanchez-
Guillén et al., 2012, 2022). Las especies mas estudiadas de este género son /. graellsii e
I. elegans, abordandose diversos aspectos, como el polimorfismo (Cordero et al., 1998;
Sanchez-Guillén et al., 2020), densidad poblacional (Cordero, 1992a; Cordero & Egido,
1998), territorialidad (Cordero, 2000), variabilidad morfolégica (Cordero, 1992b),
comportamiento reproductivo (Miller, 1987; Cordero, 1989), competencia espermatica
(Cordero & Miller, 1992), longevidad (Cooper et al., 1996) e hibridacion (Sanchez-Guillén
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et al., 2005; Monetti et al., 2002). Ademas, se han investigado a fondo los mecanismos
de aislamiento reproductivo (Sanchez-Guillén et al., 2011, 2012; Sanchez-Guillén et al.,
2013a) y su respuesta al cambio climatico (Cérdoba-Aguilar & Sanchez Guillén, 2012;
Sanchez-Guillén et al., 2013b; Nava-Bolafios et al., 2019).

Especies de estudio: Ischnura elegans e Ischnura graellsii

Ischnura elegans e |. graellsii (Figura 1) se consideran especies hermanas, ya que son
ecologica, genética y morfolégicamente similares (Monetti et al., 2002; Sanchez-Guillén
et al., 2011, 2012). Desde una perspectiva filogenética, ambas especies pertenecen al
clado de hibridacién elegans dentro del género Ischnura, que ha mostrado sefales de
una reciente radiacion centrada en la cuenca del Mediterraneo (Sanchez-Guillén et al.,
2020, 2022). Ischnura graellsii tiene una distribucion restringida a la peninsula ibérica y
norte de Africa (Askew, 2004). Por otro lado, /. elegans, presenta una distribuciéon mucho
mas amplia, desde Irlanda hasta Japon (Askew, 2004), y en los ultimos 200 afos ha
ampliado su distribucion en Espafa (Sanchez-Guillén et al., 2011, 2012, 2014), dando
como resultado la hibridacion con [. graellsii (Monetti et al., 2002; Sanchez-Guillén et al.,
2012, 2014).

Figura 1. Especies de estudio. I. elegans a la izquierda y a la derecha I. graellsii. (Tomado de Hodecek,
2010; EBIOPT, 2015).

Tanto I. elegans como . graellsii presentan polimorfismo de color en las hembras, con
tres morfos diferentes (Figura 2): uno que imita a los machos, conocido como
androcromo, y dos morfos ginocromos, llamados infuscans y aurantiaca (Cordero, 1990,
1992a; Sanchez-Guillén et al., 2005). Este polimorfismo esta controlado por un solo locus
con tres alelos, que siguen un patron de dominancia jerarquica (androcroma > infuscans
> aurantiaca) (Cordero, 1990; Sanchez-Guillén et al., 2005).
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Figura 2. Polimorfismo de color de las hembras en las especies I. elegans e I. graellsii. 2A: macho de
I. elegans; 2B: hembra androcroma madura de /. elegans; 2C, hembra joven aurantiaca de I. graellsii; 2D:
hembra joven infuscans de /. elegans (Fotografia de Cordero-Rivera et al. 2015).

En los odonatos, la reproduccion implica dos puntos de contacto sucesivos. En primer
lugar, el macho sujeta a la hembra con sus cercos del pronoto, lo que da lugar a la
formacion del tandem. Posteriormente, si la hembra acepta la cépula, repliega el
abdomen para permitir el contacto entre las genitalias primarias de ambos individuos,
adoptando la denominada posicion de rueda, correspondiente a la copula (Cordero
Rivera, 2002).

ANTECEDENTES

Desde el ano 2002 se han publicado diversos estudios sobre barreras reproductivas entre
I. elegans e I. graellsii (Tabla 1). El primero, realizado por Monetti et al. (2002) en la zona
hibrida del noroeste de la peninsula ibérica en Espaia, tuvo como objetivo analizar las
diferencias morfolégicas y de aislamiento reproductivo entre poblaciones simpatricas y
alopatricas. Observaron que . graellsii presenta un tamano corporal menor, tibias cortas
y alas mas estrechas que [ elegans. En simpatria, se encontraron individuos
morfolégicamente intermedios, lo que sugiri6 hibridacion. Ademas, durante
observaciones de apareamiento, se evidencié una separacion temporal y asimetrias en
el éxito de copula: los machos de I. elegans lograron aparearse con hembras de /.
graellsii, pero el cruce reciproco fue casi nulo debido a incompatibilidades mecanicas
(Monetti et al., 2002).

El primer estudio sistematico de barreras reproductivas fue realizado por Sanchez-Guillén
et al. (2012), quienes cuantificaron 19 barreras potenciales entre ambas especies.
Encontraron un aislamiento reproductivo total superior al 95 % en ambos cruces
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reciprocos, con una fuerte contribucidn de barreras precépula, especialmente la
incompatibilidad mecanica para formar el tandem (ver Figura 3). Este aislamiento
asimétrico sugiere que las barreras precopula son fundamentales para prevenir el flujo
genico entre especies.

Sanchez-Guillén et al. (2013a) evaluaron barreras precigéticas gaméticas competitivas
entre machos coespecificos y heteroespecificos, observando que, si bien no hubo
diferencias en la duracion de la copula entre tipos de cruce, el volumen relativo de
esperma podria actuar como barrera gamética. En algunos casos, las hembras
almacenaron esperma heteroespecifico, lo que sugiere una baja probabilidad de
fertilizacion cruzada.

Arce-Valdés et al. (2024) evaluaron el reforzamiento del aislamiento reproductivo en la
zona hibrida del noroeste de la peninsula ibérica en Espafia, encontrando evidencia de
reforzamiento atribuible al fortalecimiento de la barrera mecanica en cruces entre machos
de /. graellsiiy hembras de /. elegans. También documentaron asimetrias mas marcadas
en simpatria que en alopatria, o que constituye evidencia adicional de reforzamiento
(Turelli et al., 2014).

En un estudio complementario, Ballen-Guapacha et al. (2024) analizaron el
desplazamiento de caracteres reproductivos en dos zonas hibridas (zona noroeste y zona
norcentral) de la peninsula ibérica en Espafia, encontrando evidencia morfolégica de
reforzamiento en los caracteres implicados en la formacion del tandem. El
desplazamiento de caracteres reproductivos —que consiste en una mayor divergencia
de rasgos reproductivos en zonas de simpatria comparado con zonas de alopatria
(Howard, 1993)—, suele ocurrir en paralelo con el reforzamiento del aislamiento
reproductivo, ya que ambos procesos responden a la seleccion contra el cruce entre
especies. En este caso, detectaron cambios morfoldégicos consistentes con
desplazamiento de caracteres reproductivos en machos de /. graellsii y hembras de I.
elegans en la zona hibrida del noroeste, asi como en ambos sexos de /. elegans en la
zona norcentral.
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Figura 3. Formacion del tandem y estructuras de contacto en caballitos del diablo. A) Primer punto
de contacto en posicion de apareamiento o tdndem de los caballitos del diablo: el macho utiliza sus
apéndices caudales para agarrar a la hembra por el térax utilizando; B) amplificacion del punto de contacto:
el apéndice caudal, situado en el ultimo segmento del abdomen del macho, y el pronoto, situado en el
protérax de la hembra. C = cercos mcp = proceso cercal dirigido medio-ventralmente, P = parapréctos, pc
= ganchos paraproctales, Pr = protdrax, pt = pronoto, * = décimo segmento abdominal. (Tomado de Ballen-
Guapacha et al., 2024).

Fiabilidad en la estimacion del aislamiento mecanico durante la formacion del
tandem

No se han identificado estudios que establezcan un consenso sobre el nUmero minimo
de interacciones necesarias por individuo para evaluar con precision su aislamiento
reproductivo. Los estudios previos realizados en el contexto del aislamiento reproductivo
precigotico no han tomado en cuenta el minimo de interacciones necesarias para obtener
datos robustos (Servedio & Noor, 2003; Coyne & Orr, 2004; Sanchez-Guillén et al., 2012).
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Tabla 1. Estudios publicados sobre aislamiento reproductivo entre Ischnura elegans e Ischnura graellsii en zonas de
simpatria y alopatria

Estudio Localizacion Ecologia Combinacion de sexos Observaciones sobre barreras
Monettiet  Zona hibrida Simpatriay & 1. elegans x Q 1. graellsii *Barreras mecanicas importantes.
al., 2002 del noroeste, alopatria & 1. graellsii x @ 1. elegans *Hibridos morfolégicamente intermedios observados.
Espana *Cruce heteroespecifico casi nulo en machos 1. graellsii
con hembras /. elegans.
Sanchez- Zona hibrida Simpatria & 1. graellsii x @ 1. elegans *Aislamiento reproductivo casi completo debido a
Guillén et del noroeste, 3 1. elegans x 9 I. graellsii barreras mecanicas precépula y postcopula.
al., 2012 Espana *Las barreras precépula son de gran importancia en la
prevencion del flujo de genes.
Sanchez- Zona hibrida Simpatria & 1. graellsii x Q 1. graellsii *Volumen relativo de esperma puede ser una barrera en
Guillén et del noroeste, & 1. elegans x Q I. graellsii estas especies.
al., 2013a Espana 3 1. elegans x Q I. elegans *Sugieren que no existe sesgo en la paternidad hacia
& 1. graellsii x @ 1. elegans machos coespecificos.
Arce- Zona hibrida Alopatria y & 1. graellsii x @ I. graellsii *Reforzamiento observado con fortalecimiento de
Valdés et del noroeste, simpatria & 1. elegans x Q I. graellsii barreras mecanicas para la formacion del tandem,
al., 2024 Espafa 38 1. elegans x Q 1. elegans efecto unidireccional.
& 1. graellsii x @ 1. elegans *Mayor numero de asimetrias en barreras precépula en

3y @ I graellsii x hibridos F1 = simpatria que en alopatria.
4y Q I elegans X hibridos

F1
Simpatria Cruces hibridos y retrocruces
hibridos de F2
Ballen- Zona hibrida Alopatria y N/A *Desplazamiento de caracteres reproductivos
Guapacha @ del noroestey @ simpatria observado, con evidencia de reforzamiento en ambos
etal., 2024 zona hibrida sexos de I. elegans en diferentes zonas.
norcentral,
Espana

19



JUSTIFICACION

El reforzamiento es un proceso evolutivo ampliamente documentado que incrementa el
aislamiento reproductivo entre especies estrechamente relacionadas, especialmente
cuando estas entran en contacto secundario tras una etapa de alopatria. La mayoria de
las evidencias provienen de estudios que comparan poblaciones en alopatria y simpatria
en un solo momento temporal (Hopkins, 2013; Matute, 2010; Arce-Valdés et al., 2024;
Ballen-Guapacha et al., 2024). Estos trabajos han demostrado que la intensidad de las
barreras precigéticas suele fortalecerse en zonas de contacto secundario, reduciendo el
flujo génico entre especies simpatricas. Sin embargo, aun hay vacios significativos
respecto a como y qué tan rapido actua el reforzamiento y a los posibles costos indirectos
sobre el éxito reproductivo coespecifico. Evaluar estos aspectos es fundamental para
comprender la estabilidad y evolucidon de las zonas hibridas, asi como los limites del
reforzamiento como fuerza de especiacion.

La interaccion entre /. graellsii e I. elegans en la zona hibrida noroeste de Espara, donde
I. elegans fue detectada por primera vez en 1980, constituye una evidencia importante
de reforzamiento asimétrico y desplazamiento de caracteres reproductivos. Esta
interaccion resulta en una barrera mecanica precopula que impide casi por completo la
formacion del tandem entre el macho de 1. graellsii y la hembra de I. elegans, pero que
permite el flujo génico en la direccidén opuesta. Por lo tanto, esta zona permite evaluar la
dinamica temporal del reforzamiento en ambos sentidos de cruce, asi como sus
consecuencias sobre la reproduccion intraespecifica.

Desde el 2001, se ha construido una base de datos sobre el aislamiento reproductivo
entre /. elegans e I. graellsii en la zona hibrida del noroeste y la zona hibrida norcentral
de Espaia y de alopatria (Francia, Bélgica, Suecia y sur de Espafia). Esta base de datos,
aunque aun incompleta, es una herramienta fundamental para evaluar la intensidad y
variacion espacial y temporal de las barreras reproductivas. En el presente trabajo, esta
informacion historica acttia como referencia para interpretar los patrones obtenidos
mediante el muestreo experimental actual, permitiendo contrastar si las estimaciones
contemporaneas del aislamiento mecanico y del reforzamiento se alinean con las
tendencias registradas durante las ultimas dos décadas. De este modo, la base de datos
ha sido utilizada para realizar comparaciones en el contexto temporal necesario para
evaluar la direccion, velocidad y consistencia del reforzamiento, y para interpretar los
cambios y situar los resultados experimentales dentro de la dinamica evolutiva del
sistema.

Comprender como evoluciona el aislamiento reproductivo en sistemas en contacto
secundario es particularmente relevante en el contexto actual de cambio climatico, donde
el desplazamiento de las areas de distribucién geografica puede favorecer la simpatria
de especies previamente alopatricas. Este estudio ofrece asi una contribucion
significativa tanto para la biologia evolutiva como para la conservacion de la diversidad
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bioldgica, al proporcionar evidencia empirica robusta sobre la dinamica, direccionalidad
y consecuencias del reforzamiento.

Fiabilidad en la estimacion del aislamiento mecanico durante la formaciéon del
tandem

Debido a la ausencia de estudios empiricos es necesario evaluar cuantas interacciones
por individuo se requieren para obtener estima robusta en este sistema de estudio, lo que
permitira mejorar la fiabilidad estadistica del aislamiento reproductivo.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e ; Cual es el numero minimo de interacciones por individuo necesario para obtener
una estimacion fiable del aislamiento mecanico involucrado en la formacion del
tandem, considerando la relevancia de esta barrera mecanica?

e ;La comparacion de la intensidad del reforzamiento del aislamiento reproductivo
entre tres periodos temporales en la zona hibrida del noroeste de la peninsula
hibrida de Espafia permite inferir su velocidad y direccion?

e Y finalmente, ;ha afectado el reforzamiento el aislamiento reproductivo al éxito
coespecifico en la zona hibrida del noroeste de Espafia?

HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Hipétesis general

La seleccion natural, a través del reforzamiento, incrementa progresivamente la
intensidad del aislamiento reproductivo precigético entre . elegans e I. graellsii en la zona
hibrida del noroeste de Espafia, reflejandose en una disminucién progresiva del éxito en
la formacién de tandems heteroespecificos y en una reduccién del éxito reproductivo
coespecifico.

Hipotesis especificas

1. La precision en la estimacion de la intensidad del aislamiento reproductivo
depende del numero de interacciones registradas por individuo, existiendo un
umbral minimo a partir del cual las mediciones se estabilizan y adquieren
confiabilidad estadistica.

2. El reforzamiento opera de manera direccional y acumulativa, reduciendo

gradualmente el éxito de los cruces heteroespecificos en ambas direcciones de
cruce a lo largo del tiempo.

3. La seleccion natural contra los apareamientos heteroespecificos genera efectos
colaterales sobre el comportamiento reproductivo, disminuyendo el éxito de los
cruces coespecificos.
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PREDICCIONES

Se podra determinar un umbral minimo de interacciones por individuo necesarias para
estimar el aislamiento con confiabilidad. Ademas, si el reforzamiento esta actuando en la
zona hibrida, se espera observar un aumento en la intensidad del aislamiento
reproductivo en muestras mas recientes, manifestandose en una menor frecuencia de
tandems heteroespecificos exitosos respecto a muestras anteriores. Este patron permitira
inferir la velocidad a la que se incrementa el aislamiento reproductivo y la direccién del
reforzamiento basada en la dinamica temporal. Ademas, se detectaran cambios en la
dinamica de interacciones intraespecificas vinculados al reforzamiento.

Predicciones especificas

1. Al analizar diferentes interacciones por individuo, se podra identificar un numero
minimo de observaciones necesarias que garantice una estimacion confiable del
aislamiento reproductivo.

2. La comparacion entre momentos temporales mostrara una reduccion significativa
en la formacién de tandems heteroespecificos en momentos mas recientes en la
zona hibrida del noroeste de la peninsula ibérica en Espania.

3. El reforzamiento también afectara a nivel coespecifico, de forma que se vera
reducida la proporcion de tandems coespecificos exitosos dentro de cada especie
entre alopatria y simpatria.

Direccién del cruce y componente temporal del reforzamiento

En el cruce entre machos de I. graellsii y hembras de /. elegans, se espera observar la
evidencia de reforzamiento reportada por Arce-Valdés et al. (2024). Por lo tanto, se
anticipa una disminucion progresiva en la frecuencia de estos cruces a lo largo del tiempo,
reflejada en un incremento del aislamiento reproductivo entre etapas.

En el cruce reciproco —machos de /. elegans con hembras de /. graellsii— se espera un
mayor éxito en la formacién de cruces heteroespecificos, en comparacion con el cruce
reciproco, ya que esta direccién ha sido asociada con la produccion de hibridos. Sin
embargo, podria observarse una ligera disminucion en el éxito de la formacion del tandem
a través del tiempo.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el papel del reforzamiento en la evolucién del aislamiento reproductivo
precigético entre Ischnura elegans e I. graellsii en la zona hibrida del noroeste de la

22



peninsula ibérica en Espafia, considerando tanto los cruces coespecificos como los
heteroespecificos.

Objetivos especificos

1. Determinar el numero minimo de interacciones por individuo necesarias para
obtener una estimacion confiable del aislamiento reproductivo en la barrera
mecanica.

2. Analizar la dinamica temporal del aislamiento reproductivo para inferir la
intensidad, direccion y velocidad del reforzamiento en la zona hibrida del noroeste
de Espana.

3. Evaluar el efecto indirecto del reforzamiento en el éxito reproductivo de los cruces
coespecificos entre la zona hibrida del noroeste de Espafia y la zona de alopatria.

El criterio utilizado para considerar la existencia de evidencia de reforzamiento sera la
presencia de un mayor aislamiento reproductivo en los cruces heteroespecificos en
simpatria en comparacién con los cruces heteroespecificos de alopatria.
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MATERIALES Y METODOS
1. Muestreos y observacioén del comportamiento reproductivo

El trabajo de campo se realizé en los meses de julio y agosto de 2024, recolectando
individuos tenerales (recién emergidos), jovenes y adultos inmaduros (virgenes) de las
poblaciones de la zona hibrida del noroeste de Espana: I. elegans de Laxe y Donifos; e
I. graellsii de Xufio, Cachadas, Riomaior y Louro (Figura 4).
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Figura 4. Ubicacién geografica de las localidades donde se realizaron las colectas. Los circulos verdes
hacen referencia a las localidades donde se colectaron /. graellsii; mientras que los circulos amarillos
muestran las localidades donde se colectaron individuos de /. elegans.

Estos individuos fueron llevados al laboratorio de Ecologia Evolutiva y de la Conservacion
de la Universidad de Vigo y se mantuvieron aislados por sexos y especie hasta que
estuvieron sexualmente maduros (5-6 dias), siguiendo la metodologia propuesta por Van
Gossum et al. (2003) y Sanchez-Guillén et al. (2005). Machos y hembras adultos se
mantuvieron separados en insectarios de madera con dimensiones de 50x50x50 cm (Van
Gossum et al., 2003) y fueron marcados en el ala posterior con un codigo para facilitar su
identificacion y observacion (Figura 5A-B).
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Figura 5. Instalaciones del laboratorio para la cria, marcaje y estudio de Ischnura en condiciones
controladas. Adulto marcado en el ala posterior derecha (5A); Insectarios de madera para colocar a los
adultos (5B). Fotografia de Juarez-Jiménez (2024).

Los datos de aislamiento generados en estos experimentos fueron agregados a la base
de datos histérica del Laboratorio de Ecologia Conductual y Evolutiva de Odonatos del
INECOL, A.C. El conjunto completo de datos fue usado para los posteriores analisis.

2. Estima de la intensidad de las barreras de aislamiento reproductivo

Durante los experimentos de observacion del aislamiento reproductivo (Figura 6A-B), la
composicion diaria de los grupos experimentales dependié de la disponibilidad de
individuos sexualmente maduros en el laboratorio (cinco dias para machos y seis dias
para hembras; Arce-Valdés et al., 2024). Esta condicidén explica por qué las
observaciones no se realizaron siempre con el mismo numero de individuos.

Primeramente, en cada insectario se realizaron cruces coespecificos utilizando individuos
de la misma especie y poblacion local. Posteriormente, se establecieron los cruces
heteroespecificos: en un insectario se colocaron los machos de . graellsii y hembras de
I. elegans, y en el otro los machos de /. elegans y hembras de /. graellsii. En todos los
tipos de cruces —heteroespecificos y coespecificos— se mantuvo una proporcién de 2-
3 machos por cada hembra, lo que nos permiti®6 maximizar las interacciones. Las
observaciones se realizaron durante su periodo de actividad reproductiva, de 8:00 a 17:00
horas (Sanchez-Guillén et al., 2014; Arce-Valdés et al., 2024). A todos los individuos se
les permitié tener tantas interacciones como fueran posibles durante el periodo de
observacion.
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Figura 6. Observacion de interacciones reproductivas entre individuos de I. elegans e I. graellsii.
Individuos en el insectario durante las observaciones de las interacciones (6A); Individuos en cépula
heteroespecifica (6B). Fotografia de Juarez-Jiménez (2024b).

El aislamiento reproductivo se evalué tomando en cuenta cinco barreras, ordenadas
segun su secuencia durante el proceso reproductivo.

a) Barrera mecanica (formacion del tandem) (Figura 7A): esta barrera impide que el
macho pueda sujetar a la hembra con sus cercos caudales para formar el tandem, una
etapa necesaria antes de la cépula. La incompatibilidad morfolégica entre los cercos del
macho y el pronoto de la hembra puede impedir esta union fisica. Se registro el porcentaje
de intentos exitosos de formacion del tandem en cruces coespecificos y
heteroespecificos.

b) Barrera mecanico-tactil (formacién de la copula) (Figura 7B): una vez formado el
tandem, algunas hembras pueden rechazar al macho si no perciben estimulos tactiles
adecuados durante esta fase. Si la hembra responde positivamente a dichos estimulos,
pliega su abdomen y posiciona sus estructuras reproductivas primarias en el segundo
segmento abdominal del macho, adoptando la posicién de rueda (Robertson & Paterson,
1982; Rivas Torres, 2019). Se registro el éxito de copula tras la formacion del tdndem en
ambos tipos de cruces.

c) Barrera en el éxito de la oviposicion (Figura 7C): después del apareamiento, se evalud
si la hembra realizaba la puesta de huevos. El éxito de oviposicién se estimé como el
porcentaje de hembras que ovipositaron tras aparearse en ambos tipos de cruces. Esta
barrera puede estar influenciada por la calidad del esperma, el comportamiento
postcopula o respuestas fisioldgicas de la hembra a la estimulacién espermatica.

d) Barrera de la reduccion de la fecundidad (Figura 7D): se cuantificé el numero de
huevos depositados por cada hembra durante las tres primeras puestas, en ambos tipos
de cruces. Comparar la fecundidad entre cruces coespecificos y heteroespecificos
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permite detectar si existe alguna incompatibilidad que afecte la capacidad de producir
huevos después del apareamiento heteroespecifico (Sanchez-Guillén et al., 2012, 2014).

d) Barrera de la reduccion de la fertilidad (Figura 7D): finalmente, se evalua la proporcion
de huevos fértiles, es decir, aquellos que eclosionaron o mostraron embriones en
desarrollo. Esta medida permite detectar incompatibilidades genéticas entre gametos o
efectos postcigoticos tempranos que impidan el desarrollo del embrién (Sanchez-Guillén
etal, 2012, 2014).

Figura 7. Fases reproductivas de Ischnura y las barreras reproductivas que representan segun la
secuencia del proceso reproductivo. 7A) Tandem (barrera mecanica): el macho, con los cercos, sujeta
a la hembra por el pronoto; 7B) Cépula (barrera mecanico-tactil): la hembra repliega el abdomen para que
sus genitalias primarias entren en contacto con las genitalias primarias del macho, ubicadas en el segundo
segmento abdominal; 7C: Oviposicién y 7D) fecundidad y fertilidad de la puesta (barreras del éxito de la
oviposicion, fecundidad y fertilidad de las puestas): la hembra realiza la puesta de los huevos y estos
huevos pueden o no ser fértiles. Composicién y edicién: Juarez-Jiménez (2025). llustraciones generadas
con asistencia de IA -ChatGPT, OpenAl.

Con la finalidad de estandarizar las observaciones experimentales, en este trabajo
se utilizaron las siguientes definiciones operativas:

Barrera mecanica:

* Intento de tandem: Es cada ocasién en la que el macho intenta sujetar a la hembra por
el pronoto con sus cercos, pero no logra establecer una union estable.

* Tandem exitoso: La union estable entre el macho y la hembra cuando el primero sujeta
correctamente el pronoto de la hembra con los cercos, permitiendo que ambos
permanezcan acoplados y puedan volar de manera sincronizada.

27



Barrera mecanico-tactil:

* Intento de copula: Es cada ocasion en la que, tras formar el tdndem, la hembra repliega
del abdomen hacia el segundo segmento abdominal del macho, pero no logra establecer
contacto entre las genitalias primarias de ambos individuos.

* Copula exitosa: Se define como la unién estable entre las genitalias primarias del macho
y la hembra, que ocurre cuando esta repliega el abdomen y mantiene el contacto con el
segundo segmento del macho durante un periodo observable de apareamiento.

Cada barrera fue cuantificada mediante cruces heteroespecificos, utilizando como
controles cruces coespecificos entre poblaciones simpatricas de ambas especies
parentales (Sanchez-Guillén, Cérdoba-Aguilar, et al., 2013; John & Fuller, 2021; Ordaz-
Morales et al., 2025), con el fin de establecer la linea base del éxito reproductivo en
ausencia de barreras interespecificas. La intensidad de cada una de las cinco barreras
(detalles en la Tabla 2) se estimo6 usando la siguiente férmula (Coyne & Orr, 1989):

RI = 1 Exito de la fase reproductiva heteroespecifica

Exito de la fase reproductiva coespecifica

Esta métrica es particularmente util para cuantificar el aislamiento reproductivo, ya que
permite comparar directamente la frecuencia de las interacciones heteroespecificas con
la de las interacciones coespecificas.

Al expresar el aislamiento como una proporcion de reduccion en el éxito en cruces
heteroespecificos relativo al éxito coespecifico, los valores resultantes se interpretan
facilmente: valores superiores a 0 indican un aislamiento reproductivo mas fuerte en los
cruces heteroespecificos respecto a los coespecificos, mientras que valores por debajo
de 0 senalan que la barrera favorece la hibridacion.

El uso de controles en esta métrica no sélo facilita la comparacion entre tipos de cruces,
sino que también permite corregir posibles diferencias entre las condiciones del entorno
natural de las especies y las del ambiente experimental (Sobel & Chen, 2014). Esto
resulta especialmente relevante en la zona hibrida del noroeste de Espaia, donde el éxito
de apareamiento coespecifico esta considerablemente reducido, al menos en 1. elegans
(ver Arce-Valdés et al., 2024), lo que podria sesgar otras estimaciones si no se controla
adecuadamente. Por lo tanto, esta aproximacion permite una estimacién mas robusta y
realista del aislamiento precigotico pre- y postcopula, incluso en contextos donde la
eficiencia reproductiva de las especies no es equivalente.

Tabla 2.- Férmulas de los indices de aislamiento reproductivo (RI) para cada barrera de aislamiento

precigéticas. “El control coespecifico se calcula de la misma forma que en los cruces heteroespecificos,
pero aplicandolo a los cruces coespecificos.
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Barreras precépula

Numero total de tindems exitosos heterospecificos
Numero total de intentos de tandem heterospecificos

Control coespecifico *

Rl ecanicor = 1

Numero total de copulas exitosas heterospecificas
Numero total de intentos de copula heterospecificas

Control coespecifico *

Rlecanicon = 1

Barreras postcépula

Numero de hembras que ovipositaron en cruces heterospecificos
1 Numero total de hembras que se aparearon en cruces heterospecificos

RI.... .. hdd
ovtposteton Control coespecifico *

(O, Huevos por puesta;)/n
Control coespecifico *

RIfecundidad =1

. Huevos fértiles;
=1 Huevos totales;
n

en cruces heterospecificos

Rltertitigaa =1 —
fertilidad Control coespecifico *

En las férmulas correspondientes a las barreras de fertilidad y fecundidad, n representa
el numero de hembras evaluadas en cada tipo de cruce. La sumatoria () es el total de
huevos contabilizados por hembra.

Las barreras binarias (mecanica, mecanico-tactil y oviposicién) fueron representadas
mediante graficas de barras de éxito y fracaso; mientras, las barreras reproductivas
medidas como variables continuas (fecundidad y fertilidad) se representaron mediante
graficos de violin.
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3. Aislamiento reproductivo acumulado total

Este tipo de aislamiento es la suma de todas las barreras reproductivas que impiden el
flujo génico. El aislamiento reproductivo actua de manera secuencial, de tal forma que
cada barrera reduce la probabilidad de que dos individuos produzcan descendencia
viable (Ramsey et al., 2003; Castillo, 2017). El grado de aislamiento reproductivo total
entre especies se estimé mediante el aislamiento reproductivo acumulado a lo largo de
la secuencia de barreras reproductivas. Este aislamiento reproductivo acumulado se
calcula mediante la integracion de la contribucién de cada barrera considerando el
aislamiento ya impuesto por las barreras anteriores (Ramsey et al., 2003).

4. Fiabilidad del método de estima del aislamiento mecanico para la formacién
del tandem

Se aprovecho la riqueza del conjunto de datos (los datos producidos en este estudio y
los datos histéricos) para determinar el numero minimo de interacciones reproductivas
necesarias por individuo que permita obtener estimaciones confiables del aislamiento
mecanico, fortaleciendo asi la robustez metodoldgica del estudio.

Para estimar el aislamiento reproductivo (RI) a nivel individual, se empled la férmula:

RI = 1 numero total de tandems exitosos

namero total de intentos de tandem

Esta férmula permitié evaluar la progresién del aislamiento reproductivo a medida que el
individuo participa en mas interacciones, es decir, esta férmula se calculo para la primera
interaccion, para la suma de la primera y la segunda, para la suma de las tres primeras
interacciones y asi, sucesivamente. Por ejemplo, si un individuo tuvo tres interacciones,
el valor de RI se calculd primero considerando unicamente la primera interaccién, luego
las dos primeras, y finalmente las tres. De esta forma, se obtiene un valor acumulado de
aislamiento para cada interaccion. EI numero de interacciones por individuo en el
conjunto de datos varié entre una y doce.

Se clasificaron por especie (I. elegans o I. graellsii) y sexo (hembra o macho), tipo de
interaccion (coespecifico, heteroespecifico e hibridos) y ecologia (alopatria o simpatria)
obteniendo 28 grupos en total (tabla 3): seis combinaciones para los machos de /.
elegans, seis para las hembras de /. elegans, seis para los machos de /. graellsii, seis
para las hembras de |. graellsii, dos para los machos hibridos y dos para las hembras
hibridas.
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Tabla 3. Grupos de cruce en Ischnura elegans, I. graellsii e hibridos

Ischnura elegans

Ischnura graellsii

hibrido

elegans-alopatria-coespecifico

elegans-alopatria-heteroespecifico

elegans-alopatria-postcigético
elegans-simpatria-coespecifico
elegans-simpatria-

heteroespecifico

elegans-simpatria-postcigotico

graellsii-alopatria-coespecifico

graellsii-alopatria-heteroespecifico

graellsii-alopatria-postcigético
graellsii-simpatria-coespecifico
graellsii-simpatria-

heteroespecifico

graellsii-simpatria-postcigotico

hibrido-alopatria-

postcigoético

hibrido-simpatria-

postcigotico

elegans-alopatria-coespecifico

elegans-alopatria-heteroespecifico

elegans-alopatria-postcigético
elegans-simpatria-coespecifico
elegans-simpatria-

heteroespecifico

elegans-simpatria-postcigético

graellsii-alopatria-coespecifico

graellsii-alopatria-heteroespecifico

graellsii-alopatria-postcigético
graellsii-simpatria-coespecifico
graellsii-simpatria-

heteroespecifico

graellsii-simpatria-postcigotico

hibrido-alopatria-

postcigotico

hibrido-simpatria-

postcigoético

Los analisis se realizaron con el programa R (R Core Team, 2025). Para el manejo y la
organizacion de los datos se utilizé el paquete tidyverse (Wickham et al., 2019).

Para evaluar si el grado de aislamiento mecanico varia al aumentar el numero de
interacciones entre individuos, se compararon los niveles de aislamiento obtenidos tras
sucesivas cantidades de interacciones (por ejemplo, el aislamiento tras una interaccion
se comparo con el obtenido tras dos interacciones; luego, el de dos con el de tres, y asi
sucesivamente). Estas comparaciones se realizaron mediante dos enfoques
complementarios: la prueba t de Student pareada y modelos lineales mixtos (LMM).

La prueba t pareada se aplicé unicamente a individuos que contaban con datos en ambas
interacciones consecutivas y cuyos valores cumplian con el supuesto de normalidad, por
lo que el valor de n en cada comparacion representa el numero de pares completos
disponibles. En contraste, los modelos LMM permitieron incluir todos los datos
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disponibles, incluso aquellos provenientes de individuos con informaciéon incompleta,
incorporando ademas un efecto aleatorio por individuo para controlar la variacion
interindividual.

Esta diferencia metodologica explica que los valores de n sean generalmente mayores
en los LMM que en la prueba de t pareada. Mientras la prueba t pareada proporciona una
evaluacién mas estricta y conservadora, el uso de LMM mejora la potencia estadistica
(statistical power) al aprovechar un mayor volumen de datos. En ambos analisis se aplico
un ajuste por comparaciones multiples mediante el método de Holm, con el fin de
controlar el error tipo | acumulado. Este ajuste se implementé dentro de cada subgrupo,
considerando unicamente las comparaciones validas realizadas en cada caso. Las
comparaciones post hoc entre interacciones consecutivas se realizaron mediante
contrastes consecutivos utilizando el paquete emmeans (Lenth, 2018). Los modelos LMM
fueron ajustados con el paquete Ime4 (Bates et al., 2015), asumiendo una distribucion
normal de los residuos.

Para evaluar si el éxito del tandem estaba influenciado por efecto del individuo, se
elaboraron dos modelos por subgrupo, uno sin el efecto aleatorio y el otro con este efecto.
Se incorporo el efecto aleatorio en los modelos mixtos generalizados (GLMM) utilizando
una distribucion binomial (éxito/fracaso) con la funcién de enlace logit. Ambos modelos
incluyeron como efecto fijo el nimero de interaccion y fueron comparados entre si.

La comparacion de ambos modelos se realiz6 mediante una prueba de razéon de
verosimilitud (LRT), y se estim6 también la varianza atribuida al individuo, asi como los
coeficientes de determinacion marginal (R? marginal, efectos fijos) y condicional (R?
condicional, efectos fijos + aleatorios) utilizando la funcién r.squaredGLMM() del paquete
MuMIn (Barton, 2025).

5. Reforzamiento temporal y aislamiento en simpatria

La dinamica temporal del aislamiento reproductivo se analizé en las cinco barreras
reproductivas (explicadas en el apartado anterior) entre /. elegans e I. graellsii en la zona
hibrida del noroeste de la peninsula ibérica de Espafna. Esto permitio identificar si ha
habido un incremento en la intensidad del aislamiento reproductivo a lo largo del tiempo,
e inferir la direccion y velocidad de dicho proceso, aspectos clave para comprender su
papel en la evolucion de las interacciones interespecificas.

Los datos obtenidos en este estudio se integraron con registros histéricos (Tabla 4). Con
el propdsito de evaluar la variacion temporal en la intensidad del aislamiento reproductivo,
los datos disponibles se agruparon en tres etapas definidas por la disponibilidad temporal
de los registros existentes: etapa |, correspondiente a “la fase temprana del contacto”
(2000-2001); etapa Il “fase intermedia” (2014—2019); y la etapa lll que representa a la
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“fase reciente” (2020-2024). La ausencia de datos experimentales entre el afio 2002 y el
2013 responde a la falta de estudios realizados durante ese periodo, y no a una ausencia
de interacciones reproductivas entre las especies.

Tabla 4. Cantidad de interacciones registradas por tipo de cruce y tiempo en condiciones de
simpatria. |[E = I. elegans; |G = |. graellsii. T = etapa temprana; | = etapa intermedia; R = etapa reciente.

Simpatria
Coespecificos Heteroespecificos
I. elegans I. graellsii JIExQIG 3IGxQIE

T I R T | R T | R T | R
ntento de 4 30 69 43 43 43 8 63 179 4 19 152
Tandem 2 24 41 35 3 3 8 50 83 3 2 8
Copula 2 16 29 30 30 30 8 40 57 3 1 3
Oviposicion 7 17 45 45 45 45 18 54 22 3 4 2
Fecundidad 7 17 45 45 45 45 18 54 22 3 4 2
Fertilidad 7 17 45 45 45 45 18 54 22 3 4 2

Al no contar con datos coespecificos de I. graellsii para las etapas temprana e intermedia,
y considerando que los cruces coespecificos en alopatria se mantienen relativamente
constantes a lo largo del tiempo, fueron utilizados los datos coespecificos mas recientes
de esta especie para la comparacion del aislamiento reproductivo heteroespecifico en
estas etapas.

Con los datos obtenidos de las interacciones coespecificas y heteroespecificas para cada
cruce reciproco, se construyeron GLMs con el fin de evaluar la asociaciéon entre distintas
barreras reproductivas, los tipos de cruces (coespecifico o heteroespecifico), la direccién
del cruce (& I. elegans x Q I. graellsii, 3 1. graellsii x Q I. elegans, & I. elegans x ¢ .
elegans, & I. graellsii x Q 1. graellsii,) y el tiempo (etapa temprana, intermedia o reciente),
asi como su interaccion (tipo * cruce * tiempo).

Las barreras: mecanica, mecanico-tactil, éxito de la oviposicion y fertilidad fueron
modeladas bajo una distribucién binomial, al tratarse de variables de respuesta
dicotdmicas (éxito/fracaso). En contraste, la fecundidad fue analizada mediante una
distribucion gamma, apropiada para variables continuas y con distribucion asimétrica.

Para garantizar la adecuacion y el ajuste de los modelos, se simularon residuos con la
funcion simulateResiduals() del paquete DHARMa (Hartig, 2025), lo que permitié verificar
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el cumplimiento de los supuestos del modelo. Se consideré como modelo éptimo aquel
con el menor valor del criterio de informacién corregido de Akaike (AICc).

6. Efectos del reforzamiento sobre cruces coespecificos

Con el fin de evaluar si el reforzamiento del aislamiento reproductivo genera efectos
indirectos sobre la compatibilidad coespecifica, se analiz6 el éxito reproductivo de cruces
coespecificos en poblaciones simpatricas y se compard con el observado en cruces
coespecificos entre poblaciones alopatricas. Este enfoque permite detectar posibles
costos colaterales del reforzamiento, tales como una reduccion en el éxito reproductivo
dentro de las especies en zonas de contacto secundario.

Para este analisis se integraron los datos obtenidos en el presente estudio con registros
histéricos disponibles (Tabla 5), lo que permitid evaluar diferencias en el desempeno
reproductivo de los cruces coespecificos en funcion del contexto ecoldgico (alopatria vs.
simpatria) y, cuando fue posible, de la dinamica temporal.

La disponibilidad de datos histéricos coespecificos difirid entre especies, por lo que el
analisis temporal no pudo realizarse con el mismo alcance para ambas. En Ischnura
elegans, se conto con informacién suficiente para evaluar la dinamica temporal a lo largo
de las tres etapas (temprana, intermedia y reciente), incorporando ademas la condicién
ecologica (alopatria o simpatria) y la interaccion entre ambos factores. En contraste, para
I. graellsii no se dispuso de datos coespecificos correspondientes a las etapas temprana
e intermedia; por ello, las comparaciones se restringieron a la etapa reciente (2020—
2024), en la cual existen datos tanto para poblaciones alopatricas como simpatricas.

A partir de los datos de cruces coespecificos en condiciones de alopatria y simpatria, se
construyeron Modelos Lineales Generalizados (GLMs) para evaluar la relacion entre
diversas barreras reproductivas y las variables explicativas: especie involucrada (/.
elegans o I. graellsii) y su condicién ecolégica (alopatria o simpatria), asi como su
interaccién (especie * ecologia).

Las barreras: mecanica, mecanico-tactil, éxito de la oviposicion y fertilidad fueron
modeladas bajo una distribucién binomial, al tratarse de variables de respuesta
dicotomicas (éxito/fracaso). En contraste, la fecundidad fue analizada mediante una
distribucion gamma, apropiada para variables continuas y con distribucion asimétrica.

La idoneidad y ajuste de los modelos fueron evaluados mediante simulacion de residuos
utilizando la funcion simulateResiduals() del paquete DHARMa (Hartig, 2025). El modelo
con el menor valor de AICc fue considerado el mas adecuado.
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Tabla 5. Distribucion de interacciones coespecificas por tiempo y condicion ecolégica (alopatria vs
simpatria). T = etapa temprana; | = etapa intermedia; R = etapa reciente.

Coespecificos

Alopatria Simpatria
I. elegans I. graellsii l. elegans I. graellsii
T | R R T I R R
tentos de 36 36 36 87 5 41 38 43
Tandems 33 33 33 65 3 34 17 35
Copula 30 30 30 59 3 25 13 30
Oviposicion 54 54 54 88 10 30 22 45
Fecundidad 54 54 54 88 10 30 22 45
Fertilidad 54 54 54 88 10 30 22 45
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RESULTADOS

1. Datos recolectados durante el experimento para la evaluacion del aislamiento
reproductivo

Se realizaron cruces coespecificos en dos localidades de /. elegans (Donifios y Laxe) y
en dos de /. graellsii (Louro y Xufio), todas dentro de la zona hibrida del noroeste de la
peninsula ibérica de Espafa y en dos localidades alopatricas de I. graellsii (Riomaior y
Cachadas). También se realizaron cruces heteroespecificos entre machos de /. elegans
y hembras de I. graellsii, y viceversa, entre individuos de tres localidades de la zona
hibrida del noroeste de Espana: Donifios, Laxe y Xufo, asi como con la localidad
alopatrica Riomaior.

En este estudio se obtuvieron datos correspondientes a 553 parejas, siendo 518
interacciones para la barrera mecanica y 209 para la barrera mecanico tactil (ver Tabla
6). Mientras que se obtuvieron 252 interacciones para las barreras de oviposicién (n= 86
hembras), fertilidad (n= 83 hembras) y fecundidad (n= 83 hembras) (Tabla 6).

Tabla 6. Interacciones reproductivas entre I. elegans e I. graellsii generadas en los experimentos de
este proyecto. |E: Ischnura elegans; |G: Ischnura graellsii.

Coespecificos Heteroespecificos
I. elegans I. graellsii JIEXxQIG 31G x QIE

Intentos de tdndem 23 49 173 162
Tandems 5 30 69 7
Intentos de cépula 6 40 80 13
Copula 2 26 40 2
Oviposicién 15 30 40 1
Fecundidad 15 56 11 1
Fertilidad 15 56 11 1

Los datos generados en estos experimentos fueron integrados a la base de datos del
Laboratorio de Ecologia Conductual y Evolutiva de Odonatos, junto con los registros
previamente recopilados por Sanchez-Guillén et al. (2005; 2012) y Arce-Valdés et al.
(2024).

La tabla 7 muestra la totalidad de los datos utilizados para los analisis estadisticos de
este proyecto, es decir, los generados en este proyecto sumados a los encontrados en la
base de datos de este laboratorio.
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Tabla 7. Interacciones reproductivas entre I. elegans e I. graellsii de la base de datos del Laboratorio
de Ecologia Conductual y Evolutiva de Odonatos (INECOL, A.C.), que incluye los datos generados
y utilizados para los analisis de este proyecto. |E: Ischnura elegans; |G: Ischnura graellsii.

Coespecificos Heteroespecificos
I. elegans I. graellsii JIEx?QIG 3 1G x QIE

Intentos de tandem 62 13 141 66
Tandems 50 13 111 7
Intentos de copula 50 13 111 7
Copula 40 13 88 5
Oviposicion 50 12 108 8
Fecundidad 47 12 101 8
Fertilidad 47 12 101 8

2. Fiabilidad del método de estima del aislamiento mecanico para la formacion del
tandem

El conjunto de datos incluy6 individuos con entre una y doce interacciones reproductivas
con diferentes parejas, integrando observaciones histéricas y datos obtenidos en el
presente estudio. En los experimentos mas recientes, el numero de interacciones por
individuo aumento considerablemente, alcanzando un 71.7 % de individuos con mas de
una interaccion. Este incremento se debio, en parte, a ajustes en el disefio experimental
que permitieron registrar multiples intentos por individuo —principalmente, en los
experimentos realizados durante este proyecto—, asi como a factores biolégicos
asociados a la madurez sexual y a la actividad reproductiva observada durante el periodo
experimental. Como el objetivo de este analisis fue evaluar la robustez del método de
estimacion del aislamiento mecanico a partir del conjunto de datos disponibles, no se
excluyd ninguno de los registros historicos independientemente del numero de intentos
por individuo.

Se analizaron 28 grupos—segun especie, sexo, tipo de interaccion y ecologia—, y la
mayoria no mostro diferencias significativas en el numero de interacciones necesarias
para estimar el aislamiento mecanico (implicado en la formacion del tandem), lo que
indica que una sola interaccién por individuo es generalmente suficiente para obtener
estimaciones confiables del aislamiento reproductivo. No obstante, en algunos grupos el
tamano de muestra en cada nivel de numero de interacciones fue reducido, lo que se
refleja en intervalos de confianza mas amplios y, en ciertos casos, de forma irregular.

Sin embargo, cuatro subgrupos presentaron diferencias significativas entre la primera y
la segunda interaccién, lo que sugiere que en ciertos contextos ecoldgicos o genéticos el
aislamiento mecanico requiere mas de un intento para reflejar adecuadamente la
capacidad de formacién del tandem. Estas diferencias se detectaron mediante modelos
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lineales mixtos (LMM), mientras que las pruebas t pareadas no mostraron resultados
significativos tras el ajuste por comparaciones multiples (ver Anexo 1 y Anexo 2).

Los subgrupos que presentaron diferencias significativas fueron:

Grupo 1) Hembras de Ischnura elegans en cruces coespecificos alopatricos (LMM, p =
0.019; Figura 8); Grupo 2) Hembras de Ischnura elegans en cruces coespecificos
simpatricos (LMM, p = 0.017; Figura 9); Grupo 3) Machos de /. elegans en cruces con
hembras hibridas simpatricas (LMM, p = 0.021; Figura 10); y Grupo 4) Hembras de /.
graellsii en cruces heteroespecificos alopatricos (LMM, p = 0.009; Figura 11).

Los intervalos de confianza al 95 % (1C95 %) presentaron areas mas cuando el tamano
muestral fue bajo amplias —reflejando una mayor incertidumbre estadistica—,
especialmente en los casos con un numero elevado de interacciones por individuo, ya
que es poco frecuente que un macho intente aparearse mas de dos o tres veces, lo que
limita la disponibilidad de datos. Por otro lado, cuando los intervalos, cuando incluyen el
valor O (Figura 8, Figura 10 y Figura 11), también sugieren que el numero de interacciones
no fue suficiente para obtener estimaciones confiables. En la Figura 9, la reduccién en la
amplitud del 1C95 % conforme aumenta el numero de interacciones indica que la
estimacion se estabiliza, o que permite identificar el niUmero minimo de interacciones
necesario para una estimacion robusta.

1.0 3:}8

0.75

0.50

Aislamiento mecanico

0.25

66

0.0

1.0 1.25 1.50 1.75 20
Namero de Interacciones

Figura 8. Aislamiento mecanico en hembras alopatricas de I. elegans en cruces coespecificos. El
numero sobre cada punto indica el tamafo de muestra (n) utilizado en la prueba t pareada. El area
sombreada sefala el intervalo de confianza (IC95%) de la estimacion del aislamiento mecanico. El simbolo
(*) indica diferencias estadisticamente significativas entre las interacciones.
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Figura 9. Aislamiento mecanico en hembras simpatricas de I. elegans en cruces coespecificos. El
numero sobre cada punto indica el tamafo de muestra (n) utilizado en la prueba t pareada. El area
sombreada sefiala el intervalo de confianza (IC95%) de la estimacion del aislamiento mecanico. El simbolo
(*) indica diferencias estadisticamente significativas entre las interacciones.
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Figura 10. Aislamiento mecanico en machos simpatricos de . elegans en cruces con hembras
hibridas. El niumero sobre cada punto indica el tamafo de muestra (n) utilizado en la prueba t pareada. El
area sombreada sefala el intervalo de confianza (IC95 %) de la estimacion del aislamiento mecanico. El
simbolo (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre las interacciones.
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Figura 11. Aislamiento mecanico en hembras alopatricos de I. graellsii en cruces heteroespecificos.
El nimero sobre cada punto indica el tamafo de muestra (n) utilizado en la prueba t pareada. El area
sombreada sefiala el intervalo de confianza (IC95%) de la estimacién del aislamiento mecanico. El simbolo
(*) indica diferencias estadisticamente significativas entre las interacciones.

Con respecto a la evaluacion del individuo como efecto aleatorio, en la mayoria de los
subgrupos analizados, la varianza atribuible al individuo fue distinta de cero, con valores
que estuvieron en un rango entre 0 y 6704.72 (Tabla 9; Anexo 2). En particular, algunos
subgrupos presentaron valores elevados de varianza individual, como [. graellsii
alopatrico 4 heteroespecifico (varianza = 2320.58) e /. elegans simpatrico ¢ postcigotico
(varianza = 6704.72).

Los valores de R? marginal fueron generalmente bajos (< 0.15), lo que indica una
contribucion limitada de los efectos fijos por si solos al ajuste del modelo. En varios
subgrupos, el R? condicional fue mayor que el R marginal correspondiente, lo que refleja
la contribucién adicional del efecto aleatorio del individuo al ajuste del modelo (Tabla 9;
Anexo 2). En algunos casos, esta diferencia fue pequenfia, particularmente en subgrupos
con varianza individual cercana a cero.
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3. Reforzamiento temporal y aislamiento en simpatria

A continuacion, se presentan los resultados de los analisis estadisticos de las barreras
reproductivas que mostraron diferencias significativas a lo largo del tiempo: mecanica,
fecundidad y fertilidad. Los resultados completos de estos analisis, incluidos los
contrastes y las estimaciones detalladas, se presentan en los Anexos 3 y 4. En el Anexo
5 se incluyen los resultados correspondientes a las barreras que no mostraron resultados
significativos (barrera mecanico-tactil y oviposicion).

a) Aislamiento precopula mecanico: en la formacion del tandem

En cruces que involucran a la hembra de I. elegans, se observo una reducciéon en la
formacion del tandem heteroespecifico en la etapa intermedia (p < 0.001) y en la etapa
reciente (p < 0.001; Tabla 10, Anexo 3; Tabla 13, Anexo 4: Figura 12). De igual forma, se
observa un mayor indice de aislamiento en cruces heteroespecificos en la etapa
intermedia (IRcoesp= 0.018, Rlnhetsp= 0.865) y en la etapa reciente (IRcoesp= 0.076, Rlhetsp=
0.968). De manera similar, en los cruces heteroespecificos entre machos de /. elegansy
hembras de [. graellsii, se observd un menor éxito en los cruces heteroespecificos,
aunque solo en la etapa reciente (p = 0.001; Tabla 10, Anexo 3; Tabla 13, Anexo 4; Figura
11). De manera similar, el indice de aislamiento es mayor el encontrado en cruces
heteroespecificos a lado de los cruces coespecificos (IRcoesp= -0.076, Rlhetsp= 0.419).
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Figura 12. Exito en la formacion del tandem entre cruces coespecificos y heteroespecificos en
simpatria a lo largo del tiempo. Coesp. = coespecifico, Hetsp. = heteroespecifico. Temprana = etapa
temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente. El asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas. El numero entre paréntesis indica el tamafo de muestra (n) de cada grupo.
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Ademas, se evaluaron los cambios en el éxito de formacién del tandem entre las tres
etapas temporales en cada tipo de cruce heteroespecifico.

En el cruce heteroespecifico entre macho /. graellsiiy hembra I. elegans, la disminucion
observada en la formacién de tandems heteroespecificos se observd entre la etapa
temprana y la reciente (p < 0.001; IRtemprana= 0.750, 1C95% = 0.200 — 1.667; Rlreciente=
0.017, 1C95% = 0.006 — 0.031; Tabla 11, Anexo 3; Tabla 14, Anexo 4; Figura 13), lo cual
indica un fortalecimiento de la barra mecanica. Las etapas temprana e intermedia no
mostraron diferencias estadisticamente significativas debido, probablemente, a la
limitacion del tamafio de muestra (Figura 13).

En el cruce reciproco —machos de /. elegans con hembras de I. graellsi— también se
detecto una intensificaciéon de la barrera, evidenciada por una diferencia estadisticamente
significativa entre las etapa intermedia y reciente (p = 0.006; IRintermedia= 0.426, IC95% =
0.317 — 0.577; Rreciente= 0.314, 1C95% = 0.246 — 0.396; Tabla 11, Anexo 3; Tabla 14, Anexo
4; Figura 13). En este caso, la diferencia entre la etapa temprana y la reciente no fue
estadisticamente significativa, probablemente por restricciones en el tamafio de muestra.

Ambos tipos de cruces heteroespecificos mostraron una tendencia al reforzamiento de la
barrera mecanica a través del tiempo. El patrédn de accion sugiere que dicho
reforzamiento ocurrié antes en el cruce de machos de I. graellsiiy hembras de I. elegans
y de forma mas reciente en el cruce reciproco.
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Figura 13. Exito en la formacién del tandem entre cruces heteroespecificos en simpatria a lo largo
del tiempo. Temprana = etapa temprana; Intermedia = etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente. El
asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre etapas temporales. El nUmero entre
paréntesis indica el tamafio de muestra (n) de cada grupo.
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b) Aislamiento postcopula gamético: reduccidén de la fecundidad

En la barrera de la fecundidad, la diferencia significativa detectada fue en los cruces entre
machos de Ischnura elegans y hembras de I. graellsii en la etapa intermedia, donde se
observa que la fecundidad de los cruces heteroespecificos fue menor que en los cruces
coespecificos (p < 0.001; Figura 14). En estos ultimos, el indice de aislamiento fue igual
a cero (IRcoesp = 0.0, 1C95 % = 0-0), lo que indica una fecundidad consistentemente alta
y sin variacion detectable en los cruces coespecificos. Por otro lado, los cruces
heteroespecificos presentaron un aislamiento positivo (Rlhetsp = 0.446, IC95 % = 0.148—
0.675), reflejando una reduccion significativa en la fecundidad (Tabla 10, Anexo 3; Tabla
13, Anexo 4; Figura 14).

Al comparar la fecundidad en cruces que involucran a la hembra de /. elegans, a lo largo
de las tres etapas temporales, no se observaron diferencias significativas (Tabla 10,
Anexo 3; Tabla 13, Anexo 4).

Y elegans Y graellsii
*

600

>

400

200 &

& [ == @
\ L/
X ‘f’Q X R’ R R R L o R R R
@ @ A\ Ax @ W @ N L
P A Q\Q’ @00 \\4‘\ Q\Q’ R 006\&5‘ ‘\e @q} ® \@ Y\e \,@5\ cf \b@ @ @\ Qo?’\@ Y\Q, @,5\

Temprana Intermedia Reciente Temprana Intermedia Reciente

Fecundidad
(Promedio de huevos por puesta por hembra)

Figura 14. Fecundidad entre cruces coespecificos y heteroespecificos en simpatria a lo largo del
tiempo. Coesp. = coespecifico, Hetsp. = heteroespecifico). Temprana = etapa temprana; Intermedia =
Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente
significativas. El nimero entre paréntesis indica el tamafio de muestra (n) de cada grupo.

c) Aislamiento postcopula gamético: reduccion de la fertilidad

La fertilidad mostré variacion a lo largo del tiempo entre en cruces coespecificos y
heteroespecificos, tanto en hembras de Ischnura elegans como de I. graellsii. En ambos
cruces, el patron temporal sugiere un cambio entre la etapa intermedia y la reciente.
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En la etapa intermedia se observa que los cruces heteroespecificos presentan menor
fertilidad en el area de simpatria en hembras de /. elegans (p < 0.001; Figura 15) vy,
también, en hembras de /. graellsii (p < 0.001; Figura 15). Sin embargo, durante la etapa
reciente el patron cambio, ya que los cruces heteroespecificos presentaron valores de
fertilidad similares o ligeramente superiores a los coespecificos (p < 0.001 tanto para /.
elegans como para . graellsii), lo que se refleja en indices de aislamiento cercanos a cero
0 negativos, con intervalos de confianza que indican una reduccion en la magnitud del
aislamiento (Figura 15; Tabla 11, Anexo 3; Tabla 14, Anexo 4).
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Figura 15. Proporcion de huevos fértiles por hembra entre cruces coespecificos y heteroespecificos
en simpatria en tres etapas temporales. Coesp. = coespecifico, Hetsp. = heteroespecifico. Temprana =
etapa temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente. El asterisco (*) indica
diferencias estadisticamente significativas.

Al comparar la fertilidad entre las tres etapas temporales en los cruces heteroespecificos,
ambos cruces reciprocos mostraron un aumento significativo en la etapa reciente en
comparacion con las etapas temprana e intermedia, tanto en hembras de /Ischnura
elegans como de [. graellsii (p < 0.001 en todos los casos; Figura 16). Este incremento
se reflejo en valores mas bajos del indice de aislamiento en fertilidad en la etapa reciente
en comparacion con las etapas previas.
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Figura 16. Proporcion de huevos fértiles por hembra entre cruces heteroespecificos entre I. elegans e I. graellsii
en condiciones de simpatria a lo largo del tiempo. Temprana = etapa temprana; Intermedia = Etapa intermedia;
Reciente = Etapa reciente. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre etapas.

d) Aislamiento acumulado total

En ambos tipos de cruces heteroespecificos, el aislamiento reproductivo se ha
intensificado con el tiempo, aunque con diferencias en el momento y tipo de barrera que
actua.

En el cruce entre machos de /. graellsiiy hembras de I. elegans, el aislamiento ocurre de
manera temprana en la secuencia reproductiva, actuando principalmente a través de la
barrera mecanica. En contraste en el cruce reciproco, —machos de [I. elegans con
hembras de I. graellsii—, el aislamiento aparece en etapas mas tardias, asociado a
barreras postcopula como la fecundidad y fertilidad (Figura 17).

El cruce entre los machos de /. elegans y las hembras de I. graellsii el aislamiento
acumulado aumenté progresivamente a lo largo del tiempo (RI etapa temprana = 0.416;
RI etapa intermedia = 0.578; Rletapa reciente = 0.703; Figura 17), impulsado principalmente
por fortalecimiento gradual de la barrera mecanica (Rletapa temprana = -0.522, Rletapa intermedia
= 0.016, Rletapa reciente = 0. 341). Este patrén indica que el cruce ha pasado de ser
relativamente compatible a mostrar un aislamiento mas marcado en etapas recientes,
especialmente en las barreras postcépula.

Por su parte, el cruce entre los machos de I. graellsii y las hembras de I. elegans (Figura
17) alcanz6 niveles muy altos de aislamiento reproductivo en la etapa intermedia (Rletapa
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intermedia = 0.995) y reciente (Rletapa reciente = 0.982) reflejando un aislamiento casi completo
(Figura 17). Este rapido incremento fue consecuencia del reforzamiento notable de la
barrera mecanica (R|etapa temprana = -0.141, R|etapa intermedia = 0.869, R|etapa reciente = 0.925), lo
que sugiere que el reforzamiento en este cruce ha ocurrido de manera rapida, aunque
aun no ha alcanzado aislamiento reproductivo completo.
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Figura 17. Aislamiento reproductivo acumulado en funcién del tipo de barrera y bloque temporal
4. Efectos del reforzamiento sobre cruces coespecificos

En concordancia con la hipoétesis inicial, el reforzamiento no solo afecto las interacciones
entre especies, sino también la variacion coespecifica. En ambos cruces coespecificos
se detectaron diferencias significativas en la barrera mecanica asociada a la formacién
del tandem, y en componentes postcépula gaméticas, como la fecundidad y la fertilidad.

a) Aislamiento precopula: mecanica en la formacioén del tandem

Los cruces coespecificos de Ischnura elegans en simpatria, es decir, el éxito en la
formacion del tandem varié entre etapas temporales, pero en la etapa reciente fue donde
mostro diferencias significativas en comparacion con los cruces coespecificos alopatricos
(p = 0.001; Tabla 12, Anexo 3; Tabla 15, Anexo 4; Figura 18).
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En contraste, en /. graellsii no se detectaron diferencias significativas entre poblaciones
simpatricas y alopatricas en la etapa reciente (IRaio =-0.116; IRNn0o = 0.278; Tabla 12, Anexo
3; Tabla 15, Anexo 4; Figura 18).
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Figura 18. Exito de la barrera mecanica en la formacion del tandem en cruces coespecificos de
alopatria y simpatria a través del tiempo. Alo = Alopatria; NO = zona hibrida del noroeste de Espafa.
Temprana = etapa temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente. El asterisco (*)
indica diferencias estadisticamente significativas.

b) Aislamiento postcopula gamética: reduccion de la fecundidad

Como se observa en la Figura 19, en . elegans, la fecundidad de los cruces coespecificos
provenientes de poblaciones simpatricas no presentd valores significativos de fecundidad
en comparacion con los cruces alopatricos.

Por el contrario, en I. graellsii, si se detectaron diferencias entre poblaciones simpatricas
y alopatricas (p < 0.001; Figura 19), siendo la fecundidad mayor en simpatria. Mas, al
existir indices de aislamiento cercanos a cero en ambas ecologias (IRaio = 0.0; IRNno = 0.0)
e intervalos de confianza amplios que incluyeron al cero (Tabla 12, Anexo 3; Tabla 15,
Anexo 4), se podria decir que la magnitud de este aislamiento es reducida en la etapa
reciente.

47



) Jelegans X Qelegans Agraellsii X Y graellsii
2 *
£
]
£
3 600 m
o
-D m
L
S 5 400
— O
=5 w0
U 0
D o
L. 2 200 -
@
e
o
$
c O
o - -
9 3 N
e &S S & &
Temprana Intermedia Reciente Reciente

Figura 19. Fecundidad en cruces coespecificos en alopatria y simpatria a lo largo del tiempo. Alo = Alopatria; NO
= zona hibrida del noroeste de Espafia. Temprana = etapa temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa
reciente. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas.

c) Aislamiento postcopula gamética: reduccién de la fertilidad

En Ischnura elegans, la fertilidad en cruces coespecificos difirié significativamente entre
ecologias en todas las etapas temporales analizadas (Figura 20). En la etapa temprana,
la fertilidad fue mayor en los cruces provenientes de la zona de simpatria (NO) en
comparacion con los de alopatria (p < 0.001; IRai0 = 0.064, IC95% = -0.045 - 0.179; IRno
= 0.092, IC95% = -0.048 — 0.285). Este patron se invirtid en la etapa intermedia (p <
0.001; IRai0 = 0.064, 1C95% = -0.045 — 0.181; IRno = 0.144, IC95% = -0.002 — 0.295) y
volvié a ser mayor la fertilidad de los cruces coespecificos de simpatria en comparacion
con los de alopatria en la etapa reciente (p < 0.001; IRai0 = 0.064, IC95% =-0.048 — 0.180;
IRnNo = -0.089, 1C95% = -0.202 — 0.115). Esto indica diferencias en la fertilidad
coespecifica entre poblaciones alopatricas y simpatricas a lo largo del tiempo.

De forma similar, en . graellsii se observé una diferencia significativa de la fertilidad de
los cruces coespecificos entre ecologias durante la etapa reciente (p <0.001; Figura 20).
En esta etapa, la fertilidad fue menor en las poblaciones alopatricas en comparacion con
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las simpatricas de la zona hibrida del noroeste (IRai0 = -0.193, IC95% = -0.287 — -0.099;
IRNno = -0.147, IC95% = -0.259 — -0.071; Tabla 12, Anexo 3; Tabla 15, Anexo 4).
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Figura 20. Proporcion de huevos fértiles por hembra en cruces coespecificos de alopatria y simpatria a través
del tiempo. Alo = Alopatria; NO = zona hibrida del noroeste de Espafia. Temprana = etapa temprana; Intermedia =
Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas
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DISCUSION

En este estudio evaluamos la robustez de los datos obtenidos a partir de las interacciones
reproductivas y la hipotesis de que la seleccion natural, a través del reforzamiento,
incrementa a lo largo del tiempo la intensidad del aislamiento reproductivo precigético
entre I. elegans e I. graellsii en la zona hibrida del noroeste de la peninsula ibérica de
Espafa. Nuestros resultados muestran una reduccion progresiva en el éxito de la
formacion de tdndems heteroespecificos, consistente con un fortalecimiento precigético.

En los cruces coespecificos, los distintos componentes del éxito reproductivo mostraron
respuestas contrastantes en simpatria: mientras que el éxito mecanico tendié a disminuir
en algunas etapas temporales, la fecundidad no mostré una reduccion paralela, e incluso
aumento en ciertos periodos. En conjunto, estos hallazgos sugieren que el reforzamiento
continlia actuando como una fuerza evolutiva activa, moldeando la interaccidn entre estas
especies.

1. Fiabilidad del método de estima del aislamiento mecanico para la formacién del
tandem

El analisis de robustez realizado en este trabajo permiti¢ establecer que en la mayoria de
los subgrupos es suficiente una interaccidon, pero para cuatro subgrupos dos
interacciones por individuo fueron necesarias para obtener una estimacion confiable del
aislamiento. Esto se corroboré mediante comparaciones repetidas del valor acumulado
de aislamiento a lo largo de la secuencia de interacciones, evaluando diferencias
estadisticamente significativas dentro de cada subgrupo.

Aunque algunos individuos llegaron a registrar hasta doce interacciones, los patrones
generales de éxito o fracaso en la formacién del tandem tendieron a estabilizarse desde
la primera interaccion para 24 subgrupos y a partir de la segunda interaccion para los
cuatro restantes, independientemente de ser cruces coespecificos o heteroespecificos o
postcigodticos. Los cambios significativos se concentraron entre la primera y la segunda
interaccion, y no se detectaron variaciones sistémicas en interacciones posteriores, lo
que indica que la informacion critica sobre la capacidad reproductiva de un individuo
puede capturarse con un numero reducido de observaciones.

La literatura disponible no aborda de manera explicita el numero minimo de interacciones
necesarias por individuo para obtener estimaciones robustas, particularmente para el
aislamiento reproductivo precigoético. En este estudio, se estima un umbral minimo de
interacciones que permite evaluar la robustez de las estimaciones de la barra mecanica,
considerada una de las principales barreras precigoéticas en este sistema. La practica
habitual en estudios de aislamiento reproductivo ha sido asumir que pocas interacciones
son suficientes para obtener datos confiables, sin evaluar el efecto de las estimaciones
conforme aumenta el numero de observaciones (Servedio & Noor, 2003; Coyne & Orr,
2004). De manera paralela, trabajos de comportamiento han mostrado que, cuando la
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repetibilidad individual es alta, un numero reducido de observaciones puede ser suficiente
para caracterizar el desempefio de los individuos (Bell et al., 2009), en concordancia con
los patrones observados en este estudio. En contraste, el aprendizaje o efectos de
experiencia podria generar cambios sistematicos con interacciones adicionales (Dukas,
2005), lo cual no fue evidente en nuestros resultados.

A diferencia de lo esperado bajo un escenario de aprendizaje o efectos de la experiencia,
que predecirian cambios sistematicos con interacciones adicionales (Dukas, 2005),
nuestros resultados no muestran dicha tendencia. En cambio, el patron observado es
mas compatible con una barrera mecanica, en la que la compatibilidad depende de
rasgos morfoldgicos individuales relativamente fijos en machos y hembras, resultando en
una consistencia individual del éxito reproductivo. El enfoque metodoldgico propuesto,
basado en la estimacion de un umbral minimo de interacciones por individuo, podria
extenderse a otros sistemas bioldgicos caracterizados por multiples interacciones
reproductivas. Sin embargo, su aplicabilidad a otras barreras reproductivas estara
condicionada por la naturaleza de dichas barreras y su repetibilidad a nivel individual.

Finalmente, estos resultados indican que los datos historicos recopilados por el
laboratorio desde el afio 2000 presentan la calidad y la consistencia necesarias para
sustentar analisis evolutivos robustos, tanto en este estudio como en investigaciones
futuras.

2. Reforzamiento temporal y aislamiento en simpatria
a) Aislamiento precopula: mecanico en la formacidén del tandem

El reforzamiento continia incrementando el aislamiento reproductivo en ambos cruces
reciprocos. Nuestros resultados muestran que la intensidad del aislamiento reproductivo
asociado a la barrera mecanica implicada en la formacion del tandem aumenta a lo largo
del tiempo, sobre todo en los periodos mas recientes.

Un hallazgo novedoso de este estudio es la evidencia de un reforzamiento mecanico que
muestra una transicion desde una fase unilateral hacia una bidireccionalidad en Ischnura.
Detectamos un incremento en la intensidad del aislamiento mecanico tanto en cruces
entre machos de I. elegans y hembras de /. graellsii, como en la direccion opuesta
(machos de [. graellsii y hembras de I. elegans), siendo esta ultima direccion la que ya
presentaba un reforzamiento unilateral desde etapas intermedias (ver Arce-Valdés et al.,
2024).

En particular, observamos una reduccion significativa en la formacion de tandems
heteroespecificos exitosos desde la etapa intermedia hasta la reciente, lo que indica un
aumento progresivo del aislamiento mecanico en ambas direcciones.

Este patréon es consistente con la teoria del reforzamiento (Dobzhansky, 1937; Coyne &
Orr, 2004), la cual predice la intensificacidn de barreras precopula en la zona de simpatria
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para prevenir la formacion de hibridos de menor aptitud. Nuestros hallazgos refuerzan
estudios previos de este sistema: Sanchez-Guillén et al. (2012, 2013, 2014)
documentaron el inicio de un reforzamiento unilateral en la direccion macho [. graellsii—
hembra /. elegans, posteriormente confirmado y ampliado por Arce-Valdés et al. (2024),
quienes evidenciaron un fortalecimiento del aislamiento reproductivo en la zona hibrida
del noroeste de la peninsula ibérica en Espania.

Comparaciones con otros sistemas muestran patrones similares. En Drosophila
subquinaria y D. recens, el reforzamiento mecanico es unilateral (Dyer et al., 2018)
mientras que en D. yakuba y D. santomea se observan indicios de bidireccionalidad
(Matute, 2010). Modelos tedricos apoyan que este proceso puede originarse de forma
unilateral y, con el tiempo, extenderse a ambas especies cuando los costos de la
hibridacién afectan a ambas especies o cruces por igual (Servedio & Noor, 2003). En
aves del género Ficedula, también se ha documentado un reforzamiento que evoluciona
desde fases unilaterales hacia una bidireccionalidad (Stre et al., 1997).

En Ischnura, los estudios de Arce-Valdés et al. (2024) y Ballén-Guapacha et al. (2024)
documentaron patrones unilaterales de reforzamiento y desplazamientos de caracteres
reproductivos en ambas especies, pero no reportaron formalmente una transicién
completa en el tiempo hacia una bidireccionalidad. Por tanto, este estudio representa el
primer caso bien documentado en insectos donde se observa un paso de reforzamiento
mecanico asimétrico a la bidireccionalidad, evidenciado por el aumento significativo del
aislamiento mecanico en ambas direcciones, probablemente impulsado por la
intensificacion del desplazamiento de caracteres reproductivos descrita por
Ballén-Guapacha et al. (2024).

Este estudio no sélo confirma patrones previamente observados en Ischnura, sino que
también amplia nuestra comprension del reforzamiento mecanico al mostrar su
intensificacion en ambos sentidos de cruce, y establece un vinculo directo entre estos
patrones y los cambios morfométricos genitales que subyacen a las barreras
reproductivas, documentado a lo largo del tiempo. La intensidad acumulada de las
barreras precépula muestra un aumento en ambos cruces heteroespecificos, estando
casi completa en machos de I. graellsii con hembras de . elegans, mientras que en la
direccidn opuesta se detecta en el periodo mas reciente, funcionando como una primera
barrera de defensa frente a la hibridacion. Estos hallazgos sugieren que el reforzamiento
sigue fortaleciendo las barreras mecanicas en ambas direcciones, incrementando la
divergencia entre estas especies en la zona hibrida del noroeste de la peninsula ibérica
en Espana.

b) Aislamiento postcopula gamética: reduccion de la fecundidad y reduccion
de la fertilidad
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A diferencia de las barreras precopula mecanicas, las barreras postcépula —fertilidad y
fecundidad— no muestran un aumento progresivo del aislamiento en simpatria. La
fertilidad mostrd una disminucion en la etapa intermedia, seguida de un aumento en la
etapa reciente, lo cual sugiere una recuperacién o incluso una relajacion del aislamiento
postcopula. De manera similar, la fecundidad presentd una caida significativa en la etapa
intermedia solo para cruces heteroespecificos con hembras de 1. graellsii, patron que no
persistio en la etapa mas reciente, indicando que estas manifestaciones del aislamiento
podrian ser transitorias y no reflejar un reforzamiento estable. Este comportamiento
contrasta con la hipétesis clasica del reforzamiento, que predice un aumento sostenido
del aislamiento reproductivo en zonas de contacto hibrido. Estudios en otros sistemas,
como Drosophila yakuba y D. santomea, muestran un reforzamiento rapido de barreras
postcopula tras pocas generaciones de simpatria (Matute, 2010), lo que subraya la
diferencia con lo observado en Ischnura.

Estos hallazgos se alinean con la idea de que las barreras precépula, como la mecanica,
tienden a evolucionar mas rapidamente bajo presion de seleccion directa, mientras que
las barreras postcépula —incluyendo fertilidad y fecundidad— presentan una dinamica
mas lenta, variable y menos predecible (Matute, 2010; Sweigart, 2010).

Una posible explicacién para la recuperacion observada en la fertilidad durante la etapa
reciente es la purga de incompatibilidades genéticas mediante seleccién natural. En
escenarios de hibridacion recurrente, el flujo génico heteroespecifico permite que
incompatibilidades genéticas de ambas especies se expresen conjuntamente en
genomas hibridos, donde pueden generar una reduccidén en la aptitud. La seleccion
natural actua entonces eliminando combinaciones genéticas incompatibles, lo que con el
tiempo puede reducir la carga de incompatibilidades y favorecer una recuperacion parcial
de la fertilidad o fecundidad (Dobzhansky, 1937; Muller, 1942; Coyne & Orr, 2004;
Sweigart, 2010).

En este contexto, la evidencia de introgresidn genética documentada para la zona hibrida
del noroeste (Sanchez-Guillén et al., 2011, 2012; Arce-Valdés et al., 2024) indica que la
hibridacion entre Ischnura elegans e I. graellsii ha ocurrido de manera sostenida, lo que
hace plausible que procesos de purga de incompatibilidades hayan contribuido a los
patrones observados en las barreras postcépula.

En conjunto, estos resultados indican que las barreras postcépula —fertilidad y
fecundidad— no siguen un patrén consistente de reforzamiento en este sistema. La
recuperacion de la fertilidad heteroespecifica y la transitoriedad de la disminucion de la
fecundidad sugieren que estas barreras pueden relajarse evolutivamente cuando las
barreras precopula son suficientemente efectivas (Dobzhansky, 1937; Coyne & Orr,
2004).
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Este patron es consistente con la teoria del reforzamiento, la cual propone que la
seleccién natural favorece mecanismos que evitan cruces costosos una vez que existen
incompatibilidades postcigéticas que reducen la aptitud de los hibridos (Dobzhansky,
1937; Coyne & Orr, 2004). En este contexto, las barreras precopula, como la barrera
mecanica, pueden reforzarse mas intensamente porque permiten evitar la hibridacion
desde las primeras etapas de la reproduccién, reduciendo una inversion energética
considerable asociada a la cépula, la oviposicion y la produccion de descendencia de
baja aptitud.

Asi, aunque los costos postcigoéticos son el origen ultimo del reforzamiento, el aislamiento
reproductivo puede organizarse de manera no equivalente entre barreras, con un
predominio de las barreras precépula en la determinacién de la intensidad y estabilidad
del aislamiento reproductivo entre /. elegans e I. graellsii.

3. Efectos del reforzamiento sobre cruces coespecificos

En Ischnura elegans, se observo evidencia de efectos coespecificos tanto en la barrera
mecanica como en la de fecundidad durante la etapa reciente. En I. graellsii, la evidencia
se detecto en las barreras de fecundidad y fertilidad, también correspondientes a la etapa
reciente.

En sistemas donde hay reforzamiento, la seleccion natural actua principalmente sobre
barreras precépula para evitar cruces heteroespecificos costosos (Coyne & Orr, 2004),
es decir, los rasgos implicados en estas barreras, como los involucrados en la formacién
del tandem, han llegado a afectar a las interacciones coespecificas. En Ischnura, se ha
observado que el éxito mecanico del tandem depende de estructuras reproductivas que
estan sujetas a una fuerte seleccién y que son sensibles a la variaciéon morfoldgica, de
esta forma, las modificaciones que se encuentran asociadas al contacto heteroespecifico,
pueden afectar el desempefio reproductivo incluso entre individuos de la misma especie
(Sanchez-Guillén et al., 2012; Sanchez-Guillén et al., 2013).

De esta forma, los cambios indirectos en el éxito reproductivo coespecifico, como
consecuencia indirecta del reforzamiento, se ve reflejado en una menor eficiencia
reproductiva en comparacion con poblaciones alopatricas (Barton, 2001; Harrison &
Larson, 2014). Este patron es coherente con lo observado en I. elegans en la barrera
mecanica, donde las poblaciones simpatricas presentan un menor éxito en la formacion
del tandem en comparaciéon con las alopatricas. Este efecto no implica necesariamente
un proceso de especiacion incipiente, ya que puede representar una consecuencia
colateral de la seleccion sobre rasgos reproductivos. La ausencia de un patrén
equivalente en [. graellsii sugiere que las respuestas a estos procesos pueden ser
asimétricas entre especies, dependiendo de su historia evolutiva y de la sensibilidad de
los rasgos implicados en la reproduccion (Harrison & Larson, 2014).
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En I. elegans, la fertilidad coespecifica mostré una disminucion en la etapa intermedia
seguida de su recuperacion en la etapa reciente, mientras que la fecundidad no presenté
diferencias significativas, aunque con una tendencia decreciente en simpatria. Estos
patrones reflejan una reduccién temporal en la eficiencia reproductiva coespecifica,
posiblemente vinculada al contacto con heteroespecificos y a la historia de mezcla
genética con [. graellsii (Sanchez-Guillén et al., 2011, 2012).

Por otro lado, I. graellsii present6 mayor fertilidad y fecundidad en poblaciones
simpatricas respecto a las alopatricas, lo que podria indicar una mejora en la eficiencia
reproductiva, posiblemente derivada de la purga de incompatibilidades genéticas o de
procesos de seleccion estabilizadora tras un contacto prolongado con [ elegans
(Sanchez-Guillén et al., 2011, 2012).

En conjunto, estos hallazgos muestran que el flujo heteroespecifico puede generar
efectos unilaterales sobre la reproduccion coespecifica. Mientras que [. elegans
experimenta una disminucion temporal en la fertilidad, /. graellsii presenta un aumento en
fecundidad, mostrando respuestas contrarias frente al contacto sostenido con
heteroespecificos.
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Implicaciones evolutivas en la conservacién

Los resultados de este estudio muestran que el reforzamiento no solo actia como un
mecanismo que reduce la hibridacion entre especies, sino que también puede generar
efectos indirectos sobre el desempefo reproductivo coespecifico en poblaciones
simpatricas. En particular, los cambios observados en la formacion del tdndem y en
componentes del éxito reproductivo en [Ischnura elegans, asi como los patrones
contrastantes observados en [. graellsii, evidencian que el contacto heteroespecifico
sostenido puede tener consecuencias evolutivas relevantes a nivel poblacional.

En un contexto de cambio climatico, propensos a la expansion de rangos de distribucion
y de alteracidon de habitats, los eventos de contacto secundario entre especies son cada
vez mas frecuentes. El sistema Ischnura elegans—Ischnura graellsii constituye un ejemplo
bien documentado de cdmo estos procesos pueden dar lugar a hibridacion, reforzamiento
y respuestas evolutivas diferenciadas entre especies. Si bien este estudio no tiene como
objetivo proponer herramientas directas de gestion, sus resultados aportan un marco
conceptual que funcionara para comprender como el reforzamiento puede influir en la
dinamica reproductiva de poblaciones naturales.

Desde una perspectiva de conservacion, estos hallazgos resaltan la importancia de
considerar procesos evolutivos dinamicos —como el reforzamiento y sus efectos
colaterales— al evaluar poblaciones en zonas de simpatria. La variacion observada entre
especies sugiere que las respuestas al contacto heteroespecifico pueden ser altamente
contextuales y unilaterales, lo que refuerza la necesidad de estudios comparativos en
diferentes sistemas.

Aunque los odonatos, y en particular el género Ischnura, ya se han consolidado como
modelos relevantes en la biologia evolutiva, continian siendo poco integrados en
enfoques de conservacion aplicada. Estudios futuros que combinen datos evolutivos,
ecolégicos y demograficos podrian aprovechar los patrones aqui descritos, contribuyendo
a una comprension integral de la conservacion de la biodiversidad en escenarios de
cambio global.
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CONCLUSIONES

Fiabilidad del método de estima del aislamiento mecanico para la formacién del
tandem

Los resultados de este estudio indican que, en la mayoria de los subgrupos
analizados, una sola interaccion por individuo es suficiente para obtener estimaciones
confiables del aislamiento mecanico. Unicamente en cuatro subgrupos fue necesario
registrar al menos dos interacciones por individuo: (a) hembras de Ischnura elegans en
cruces coespecificos en alopatria, (b) hembras de /. elegans en cruces coespecificos en
simpatria, (c) machos de I. elegans en cruces con hembras hibridas en simpatria y (d)
hembras de /. graellsii en cruces heteroespecificos en simpatria.

En conjunto, estos resultados respaldan la hipotesis de que existe un numero minimo de
interacciones que nos permiten obtener informaciéon sobre la capacidad reproductiva
individual, y permiten concluir que la base de datos historica, construida desde el afio
2000, es robusta y confiable para los analisis evolutivos realizados en este estudio, asi
como para investigaciones futuras.

Reforzamiento temporal y aislamiento en simpatria

De acuerdo con las predicciones planteadas, los resultados muestran que el
aislamiento reproductivo precépula, observado en la barrera mecanica, se ha
intensificado a lo largo del tiempo en la zona hibrida del noroeste, disminuyendo el éxito
de la formacion del tandem heteroespecifico. En particular, se detect6 un mayor
aislamiento mecanico en el cruce reciproco entre machos de 1. graellsii y hembras de |.
elegans desde el periodo intermedio, y por primera vez se observé un incremento en la
intensidad del aislamiento reproductivo en la direccidn contraria (macho de /. elegans x
hembra de I. graellsii) durante el periodo reciente.

Estos patrones son consistentes con la hipotesis de que el reforzamiento continda
actuando en este sistema de manera acumulativa, consolidando la barrera mecanica en
ambas direcciones reciprocas. En contraste, las barreras de fertilidad y fecundidad no
mostraron un reforzamiento estable a lo largo del tiempo, lo que confirma que la barrera
mecanica desempefia un papel predominante en la reduccion de los cruces
heteroespecificos en este sistema.

Se evidencia una transicién desde un reforzamiento unilateral hacia la bidireccionalidad,
siendo este estudio el primer caso documentado en insectos que muestra este patron.

Efectos del reforzamiento sobre cruces coespecificos

Con base en el tercer objetivo del estudio, se evalud si el reforzamiento y el
contacto heteroespecifico sostenido podian generar efectos colaterales sobre el éxito
reproductivo coespecifico. Los resultados obtenidos respaldan parcialmente esta
hipétesis, al evidenciar respuestas diferenciadas entre especies y barreras reproductivas.
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En I. elegans, se observaron fluctuaciones temporales en la formacién del tandem, siendo
significativamente menor el éxito en la etapa reciente para poblaciones simpatricas en
comparacion con las alopatricas. Esto sugiere que la intensificacién del aislamiento
mecanico heteroespecifico puede estar asociado a una reduccién indirecta en el éxito
mecanico coespecifico en simpatria. En contraste, I. graellsii no mostré6 un patrén
equivalente en la formacién del tdndem, lo que evidencia una respuesta asimétrica a los
mMismos procesos evolutivos.

En cuanto a las barreras postcépula, /. elegans presentoé una disminucion temporal en la
fertilidad durante la etapa intermedia, seguida de una recuperacion en la etapa reciente,
mientras que /. graellsii mostré mayores valores de fertilidad y fecundidad en poblaciones
simpatricas respecto a las alopatricas. Estos resultados indican que el contacto
heteroespecifico puede generar efectos indirectos sobre la reproduccién coespecifica.

Estos resultados dan certeza de la complejidad de los efectos indirectos del reforzamiento
derivados del contacto heteroespecifico, los cuales pueden manifestarse de manera
asimétrica y son dependientes de la barrera considerada. En este sistema, dichos efectos
resultan mas evidentes en [. elegans, particularmente en la barrera mecanica, que
constituye un componente clave para la reduccion de cruces heteroespecificos.

Implicaciones evolutivas y de conservaciéon

Los resultados de este estudio indican que el reforzamiento mecanico actia como un
mecanismo efectivo para reducir la formacion de hibridos entre Ischnura elegans e |I.
graellsii; sin embargo, también puede generar efectos colaterales sobre la reproduccion
coespecifica, particularmente en poblaciones simpatricas. Estos efectos, observados de
manera mas consistente en /. elegans, sugieren que el reforzamiento no solo influye en
la separacion entre especies, sino que también puede afectar la cohesion reproductiva
dentro de las especies.

Desde una perspectiva evolutiva, la dinamica temporal del reforzamiento en las barreras
reproductivas pone en manifiesto que el contacto heteroespecifico a lo largo del tiempo
puede generar consecuencias divergentes entre especies, dependiendo de su historia
evolutiva. Este hallazgo es particularmente relevante en escenarios de simpatria
secundaria, como aquellos derivados de expansiones de rango de distribucion o de
cambios ambientales, donde el contacto entre especies previamente alopatricas puede
intensificarse.

En términos de conservacion, estos resultados resaltan la importancia de considerar
procesos evolutivos dinamicos —como el reforzamiento y sus efectos indirectos— al
evaluar la viabilidad a largo plazo de poblaciones naturales. En lugar de asumir que el
reforzamiento actua exclusivamente como un mecanismo protector frente a la hibridacion,
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este estudio muestra que sus consecuencias pueden ser complejas y asimétricas, lo que
subraya la necesidad de integrar enfoques evolutivos en el estudio y seguimiento de
poblaciones en zonas de contacto interespecifico.

SINTESIS FINAL

El estudio demuestra que el reforzamiento mecanico es una fuerza evolutiva activa en el
sistema Ischnura elegans-Ischnura graellsii, capaz de generar aislamiento bidireccional
a lo largo del tiempo. En contraste, las barreras postcopula reflejan principalmente la
historia de contacto heteroespecifico y flujo genético entre estas especies.

La combinacion de estos procesos revela que el reforzamiento no solo contribuye a la
reduccion de cruces heteroespecificos, sino que también puede generar efectos
indirectos y unilaterales sobre la reproduccion coespecifica en poblaciones simpatricas.
Estos resultados ponen de manifiesto la complejidad de las respuestas evolutivas al
contacto secundario entre especies y subrayan la relevancia de considerar tanto los
efectos directos como los colaterales del reforzamiento para comprender la dinamica
reproductiva y la persistencia de poblaciones naturales en contextos ambientales
cambiantes.
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ANEXO 1. Pruebas de aislamiento mecanico por subgrupo

Tabla 8. Resultados estadisticos por subgrupo en pruebas de aislamiento mecanico. Se indican los valores p obtenidos por prueba t
pareada y modelo lineal mixto (LMM) para cada interaccidon consecutiva). Los valores significativos se encuentran subrayados y
resaltados en gris. NA = indica que no hubo datos para esa interaccién.

Subgrupo Interaccién 1 - 2 Interaccién 2- 3 Interaccion 3 - 4 Interaccién 4 - 5
T LMM [T LMM T LMM T LMM
Coespecifico_hembra_elegans_alopatria 0.374 NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_hembra_elegans_Simpatria 0.651 0.761 0.130 | NA NA NA NA
Coespecifico_hembra_graellsii_Alopatria 1.000| 0.202 1.000 1.000 | NA 1.000 | NA 1.000
Coespecifico_hembra_graellsii_Simpatria 0.809| 1.000 0.809 1.000 0.809 1.000 | NA 1.000
Coespecifico_macho_elegans_Alopatria 0.332| 0.607 | NA 0.108 | NA NA NA NA
Coespecifico_macho_elegans_Simpatria 0.228 | 0.092 0.312 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Coespecifico_macho_graellsii_Alopatria 1.000| 0.139 0.676 0.242 1.000 1.000 1.000 1.000
Coespecifico_macho_graellsii_Simpatria 0.163 | 0.095 0.704 0.978 | NA 0.629 | NA NA
Heteroespecifico_hembra_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Heteroespecifico_hembra_elegans_Simpatria 1.000| 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Heteroespecifico_hembra_graellsii_Alopatria 0.052 0.797 0.825 0.797 1.000 0.797 1.000
Heteroespecifico_hembra_graellsii_Simpatria 0.980| 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Heteroespecifico_macho_elegans_Alopatria 0.124 | 0.556 0.736 1.000 0.367 0.909 | NA 1.000
Heteroespecifico_macho_elegans_Simpatria 0.664 | 0.117 0.564 0.595 1.000 1.000 1.000 1.000
Heteroespecifico_macho_graellsii_Alopatria 0.339| 0.923 |NA 1.000 | NA 1.000 | NA 1.000
Heteroespecifico_macho_graellsii_Simpatria 1.000| 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Postcigotico_hembra_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Postcigético_hembra_elegans_Simpatria 0.356 | 1.000 | NA 1.000 | NA 1.000 | NA NA
Postcigotico_hembra_graellsii_Alopatria 1.000 | 0.893 |NA 0.893 | NA NA NA NA
Postcigotico_hembra_graellsii_Simpatria NA 0.880 | NA NA NA NA NA NA
Postcigético_hembra_hibrido_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Postcigético_hembra_hibrido_Simpatria 1.000| 1.000 0.609 1.000 1.000 1.000 | NA 1.000
Postcigético_macho_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
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Postcigético_macho_elegans_Simpatria
Postcigético_macho_graellsii_Alopatria
Postcigético_macho_graellsii_Simpatria
Postcigético_macho_hibrido_Alopatria
Postcigotico_macho_hibrido_Simpatria

NA
NA

0.175

0.666
1.000

NA
NA

1.000
1.000

NA
NA
NA

0.666
1.000

NA
NA

0.683 | NA

NA
NA

1.000 | NA
1.000

1.000

NA
NA
NA

1.000
1.000

NA NA

NA NA

NA NA

NA 1.000
0.140 0.380

Tabla 8.2 (Continuacion). Resultados estadisticos por subgrupo en pruebas de aislamiento mecanico. Se indican los valores p obtenidos por
prueba t pareada y modelo lineal mixto (LMM) para cada interaccidon consecutiva.). (*) Significativo; (**) Muy significativo. NA = indica que no hubo

datos para esa interaccion.

Interaccion 5 - 6

Interaccién 6 - 7

Interaccion 7 - 8

Interaccion 8 - 9

Subgrupo

T LMM [T LMM T LMM T LMM
Coespecifico_hembra_elegans_alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_hembra_elegans_Simpatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_hembra_graellsii_Alopatria NA 1.000 | NA 1.000 | NA 1.000 | NA 1.000
Coespecifico_hembra_graellsii_Simpatria NA 1.000 | NA 1.000 | NA 1.000 | NA NA
Coespecifico_macho_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_macho_elegans_Simpatria NA 1.000 | NA 1.000 | NA NA NA NA
Coespecifico_macho_graellsii_Alopatria NA 1.000 | NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_macho_graellsii_Simpatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Heteroespecifico_hembra_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Heteroespecifico_hembra_elegans_Simpatria 1.000| 1.000| 1.000 1.000 0.927 1.000 1.000 1.000
Heteroespecifico_hembra_graellsii_Alopatria 0.797 | 1.000 | NA 1.000 | NA 1.000 | NA NA
Heteroespecifico_hembra_graellsii_Simpatria 1.000| 1.000| 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Heteroespecifico_macho_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Heteroespecifico_macho_elegans_Simpatria 1.000| 1.000| 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Heteroespecifico_macho_graellsii_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Heteroespecifico_macho_graellsii_Simpatria 1.000| 1.000| 1.000 1.000 1.000 1.000 | NA 1.000
Postcigético_hembra_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA NA NA
Postcigotico_hembra_elegans_Simpatria NA NA NA NA NA NA NA NA
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Postcigotico_hembra_graellsii_Alopatria
Postcigético_hembra_graellsii_Simpatria
Postcigotico_hembra_hibrido_Alopatria
Postcigético_hembra_hibrido_Simpatria
Postcigético_macho_elegans_Alopatria
Postcigético_macho_elegans_Simpatria
Postcigético_macho_graellsii_Alopatria
Postcigético_macho_graellsii_Simpatria
Postcigotico_macho_hibrido_Alopatria
Postcigético_macho_hibrido_Simpatria

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA
1.000

NA

NA

NA

NA
1.000
1.000

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
1.000
1.000

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

1.000

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tabla 8.3 (Continuacion). Resultados estadisticos por subgrupo en pruebas de aislamiento mecanico. Se indican los valores p obtenidos por
prueba t pareada y modelo lineal mixto (LMM) para cada interaccidon consecutiva.). (*) Significativo; (**) Muy significativo. NA = indica que no hubo

datos para esa interaccion.

Subgrupo Interaccion 9 - 10 Interaccion 10 - 11 Interaccion 11 -12
T LMM T LMM T LMM
Coespecifico_hembra_elegans_alopatria NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_hembra_elegans_Simpatria NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_hembra_graellsii_Alopatria NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_hembra_graellsii_Simpatria NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_macho_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_macho_elegans_Simpatria NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_macho_graellsii_Alopatria NA NA NA NA NA NA
Coespecifico_macho_graellsii_Simpatria NA NA NA NA NA NA
Heteroespecifico_hembra_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA
Heteroespecifico_hembra_elegans_Simpatria 1.000 1.000 | NA 1.000 | NA NA
Heteroespecifico_hembra_graellsii_Alopatria NA NA NA NA NA NA
Heteroespecifico_hembra_graellsii_Simpatria 1.000 1.000 0.494 1.000 [ NA 1.000
Heteroespecifico_macho_elegans_Alopatria NA NA NA NA NA NA
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Heteroespecifico_macho_elegans_Simpatria
Heteroespecifico_macho_graellsii_Alopatria
Heteroespecifico_macho_graellsii_Simpatria
Postcigotico_hembra_elegans_Alopatria
Postcigético_hembra_elegans_Simpatria
Postcigotico_hembra_graellsii_Alopatria
Postcigotico_hembra_graellsii_Simpatria
Postcigético_hembra_hibrido_Alopatria
Postcigotico_hembra_hibrido_Simpatria
Postcigético_macho_elegans_Alopatria
Postcigético_macho_elegans_Simpatria
Postcigético_macho_graellsii_Alopatria
Postcigético_macho_graellsii_Simpatria
Postcigotico_macho_hibrido_Alopatria
Postcigotico_macho_hibrido_Simpatria

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

1.000

1.000

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

1.000

1.000

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

1.000
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ANEXO 2. Contribucion del individuo como efecto aleatorio en los modelos mixtos

Se presentan los valores de varianza explicada por el individuo, asi como los coeficientes
de determinacién marginal y condicional para cada subgrupo. La columna “p_LRT” fue
omitida debido a problemas técnicos de convergencia y colinealidad que impidieron su

estimacion confiable

Tabla 9. Varianza y R? estimados por subgrupo. Varianza del efecto aleatorio (individuo), R* marginal
(solo efectos fijos) y R? condicional (efectos fijos + aleatorios) para cada subgrupo analizado. La inclusiéon
del individuo como efecto aleatorio estuvo justificada en la mayoria de los casos, donde RZ,, jiciona >

Riarginat-
R2
Subgrupo Varianza R?Marginal Condicional

Hibrido_Alopatria_Macho_Postcigético 0.000 0.033 0.008
Hibrido_Simpatria_Hembra_Postcigético 228.912 0.001 0.000
Hibrido_Simpatria_Macho_Postcigdtico 0.665 0.038 0.030
elegans_Alopatria_Hembra_Coespecifico 4989.069 0.003 0.000
elegans_Alopatria_Hembra_Heteroespecifico 2152.733 1.000 0.000
elegans_Alopatria_Hembra_Postcigético 0.000 0.125 0.077
elegans_Alopatria_Macho _Coespecifico 5192.169 0.009 0.000
elegans_Alopatria_Macho _Heteroespecifico 1.029 0.118 0.061
elegans_Simpatria_Hembra_Coespecifico 0.000 0.145 0.085
elegans_Simpatria_Hembra_Heteroespecifico 25.173 0.001 0.001
elegans_Simpatria_Hembra_Postcigotico 6704.720 0.012 0.000
elegans_Simpatria_Macho _Coespecifico 1.514 0.080 0.053
elegans_Simpatria_Macho _Heteroespecifico 0.246 0.047 0.034
elegans_Simpatria_Macho _Postcigético 42.001 0.027 0.000
graellsii_Alopatria_Hembra_Coespecifico 0.000 0.059 0.027
graellsii_Alopatria_Hembra_Heteroespecifico 2.374 0.077 0.056
graellsii_Alopatria_Hembra_Postcigotico 0.000 0.033 0.010
graellsii_Alopatria_ Macho _Coespecifico 2.006 0.148 0.083
graellsii_Alopatria_Macho _Heteroespecifico 2320.578 0.053 0.000
graellsii_Simpatria_Hembra_Coespecifico 146.799 0.003 0.000
graellsii_Simpatria_Hembra_Heteroespecifico 0.792 0.006 0.004
graellsii_Simpatria_Macho _Coespecifico 71.222 0.025 0.024
graellsii_Simpatria_ Macho _Heteroespecifico 50.555 0.001 0.000
graellsii_Simpatria_Macho _Postcigético 0.000 0.000 0.000
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ANEXO 3. Tablas de contrastes correspondientes a las graficas de aislamiento reproductivo

Tabla 10. Contrastes estadisticos entre cruces coespecificos y heteroespecificos de Ischnura elegans e I. graellsii en condiciones de
simpatria, comparados a lo largo del tiempo. Se presentan los resultados de los contrastes post hoc obtenidos a partir de modelos logisticos
generalizados. Se muestran la razén de momios (OR), el error estandar (EE), grados de libertad (dg), valor nulo (null), estadistico z (z.ratio), valor
p (p.value), el umbral corregido por Holm (holm_threshold) y la significancia bajo este criterio (holm_significant). Tipo de aislamiento indica el tipo
de barrera reproductiva evaluada.

Contraste OR EE al null zratio p.value holm_threshold holm_significant = Tipo de aislamiento
JdelegansXQelegans-Late /

dgraellsiiX? elegans-Late 26.357 11.551  Inf 1 7.466 0 0.008 TRUE Mecéanica
JdelegansX? elegans-Middle / 34 29.78  Inf 1 4.026 0 0.017 TRUE Mecanica

A& graellsiiX? elegans-Middle

dgraellsiiX? graellsii-Late / 5.06 2.123  Inf 1 3.864 0.001 0.025 TRUE Mecanica
delegansXQgraellsii-Late

JdelegansXQelegans-Early / 0.333 0.509 | Inf 1 -0.719 1 0.033  FALSE Mecanica
JdgraellsiiXQelegans-Early

JdgraellsiiXQgraellsii-Early / 0 0.003 | Inf 1 -0.023 1 0.042 FALSE Mecanica
JdelegansXQgraellsii-Early

JdgraellsiiXgraellsii-Middle / 1.138 0.569 | Inf 1 0.257 1 0.05 FALSE Mecanica
JdelegansXQgraellsii-Middle

JdelegansXQelegans-Late / 3.718 2.985  Inf 1 1.635 0.612 0.008 FALSE Mecanica-tactil
JdgraellsiiXQelegans-Late

JdgraellsiiXQgraellsii-Late / 1.947 0.821  Inf 1 1.58 0.684 0.017 FALSE Mecanica-tactil

JdelegansXQgraellsii-Late
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JelegansXQelegans-Early /
JdgraellsiiXQelegans-Early

JdelegansXQelegans-Middle /
JdgraellsiiXQelegans-Middle

d'graellsiiXQgraellsii-Early /
JelegansXQgraellsii-Early

JdgraellsiiXQgraellsii-Middle /
JdelegansXQgraellsii-Middle

JdgraellsiiXgraellsii-Late /
JdelegansXQgraellsii-Late

JdelegansXQelegans-Early /
JdgraellsiiXQelegans-Early

JdelegansX?elegans-Middle /
JdgraellsiiXQelegans-Middle

JdelegansXQelegans-Late /
JdgraellsiiXQelegans-Late

JdgraellsiiXQgraellsii-Early /
JelegansXQgraellsii-Early

JdgraellsiiXgraellsii-Middle /
JdelegansXgraellsii-Middle

1

2

0

0.75

11.739

1.667

1328.59

2.958

0.001

0.381

13.032

4501.048

0.001

0.002

2.069

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

0.469

-0.01

-0.566

2.219

-0.005

-0.003

-0.004

0.412

0.159

0.025

0.033

0.0417

0.05

0.008

0.017

0.025

0.033

0.0417

0.05

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

Mecanica-tactil

Mecanica-tactil

Mecanica-tactil

Mecanica-tactil

Oviposicion

Oviposicion

Oviposicion

Oviposicion

Oviposicion

Oviposicion
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& graellsiiX? graellsii-Middle /
JdelegansXQgraellsii-Middle

JdgraellsiiXQgraellsii-Late /
JdelegansXQgraellsii-Late

JdelegansXQelegans-Middle /
JdgraellsiiXQelegans-Middle

JdgraellsiiXQgraellsii-Early /
JdelegansXQgraellsii-Early

JdelegansXQelegans-Early /
JdgraellsiiXQelegans-Early

JdelegansXQelegans-Late /
JdgraellsiiXQelegans-Late

AdgraellsiiX? graellsii-Middle /
JdelegansXQgraellsii-Middle

JdgraellsiiXQgraellsii-Early /
JdelegansXQ graellsii-Early

JdelegansXQelegans-Early /
JdgraellsiiXelegans-Early

Jd'graellsiiX? graellsii-Late /

JdelegansXgraellsii-Late

-0.003

-0.002

-0.013

-0.006

-0.002

-0.007

26.07

13.874

4.578

2172

0.001

0.001

0.007

0.004

0.002

0.007

1.46

1.559

0.373

0.166

280

280

280

280

280

280

Inf

Inf

Inf

Inf

NA

NA

NA

NA

NA

NA

-3.749

-2.094

-1.777

-1.477

-0.738

-1.104

58.237

23.409

18.663

10.127

0.001

0.223

0.46

0.845

0.008

0.017

0.025

0.033

0.042

0.05

0.008

0.017

0.025

0.033

TRUE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

TRUE

TRUE

TRUE

TRUE

Fecundidad

Fecundidad

Fecundidad

Fecundidad

Fecundidad

Fecundidad

Fertilidad

Fertilidad

Fertilidad

Fertilidad
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JelegansX?elegans-Middle /
JdgraellsiiX? elegans-Middle

JdelegansXQelegans-Late /

JdgraellsiiXQelegans-Late

21.293

0.283

7.582

0.096

Inf

Inf

1

1

8.589

-3.722

0

0.001

0.042 TRUE

0.05 TRUE

Fertilidad

Fertilidad
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Tabla 11. Contrastes estadisticos entre cruces heteroespecificos de Ischnura elegans e I. graellsii en condiciones de simpatria,
comparados a lo largo del tiempo. Se presentan los resultados de los contrastes post hoc obtenidos a partir de modelos logisticos generalizados.
Se muestran la razén de momios (OR), el error estandar (EE), grados de libertad (dg), valor nulo (null), estadistico z (z.ratio), valor p (p.value), el
umbral corregido por Holm (holm_threshold) y la significancia bajo este criterio (holm_significant). Tipo de aislamiento indica el tipo de barrera
reproductiva evaluada.

Contraste OR EE gl null =zratio p.value holm_threshold holm_significant  Tipo de aislamiento

JdelegansXQ graellsii-Middle /
JdelegansX?Q graellsii-Late 4.449 1.537 Inf 1 4.32 0 0.008 TRUE Mecanica

d graellsiiXQ elegans-Early /

BgraelisiXQelegans-Late 54 65.366 Inf 1 3.295 0.006 0.017 TRUE Mecanica
JdgraellsiiXQelegans-Early /
JgraellsiiXQelegans-Middle 255 35.077  Inf 1 2.354 0.111 0.025 FALSE Mecanica
JdelegansXQgraellsii-Early /
JelegansX Qgraellsii-Middle 4069353.84 486150463 Inf 1 0.015 1 0.033  FALSE Mecanica
JdelegansXQgraellsii-Early /
JelegansX Qgraellsii-Late 244994314 2162671094  Inf 1 0.017 1 0.047 FALSE Mecanica
JdgraellsiiX @ elegans-Middle /
JgraelisiiX Qelegans-Late 2.118 1.76 | Inf 1 0.903 1 0.033  FALSE Mecanica
JelegansXQgraellsii-Middle /
JelegansX Qgraellsii-Late 2.596 1.069  Inf 1 2.317 0.123 0.008 FALSE Mecanica-tactile
JdelegansXQgraellsii-Early /
JelegansX Ograellsii-Middle 3912840.23 9389035262  Inf 1 0.006 1 0.017 FALSE Mecanica-tactile
JelegansXQgraellsii-Early /

10159655.3 = 24378547528  Inf 1 0.007 1 0.025 FALSE Mecanica-tactile

JdelegansX Qgraellsii-Late
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Jd'graellsiiXQelegans-Early /
JdgraellsiiXQelegans-Middle

JdgraellsiiXelegans-Early /
Jd'graellsiiXQelegans-Late

Jd'graellsiiX @ elegans-Middle /
JdgraellsiiXQelegans-Late

JelegansXQgraellsii-Middle /
JdelegansXQgraellsii-Late

JdelegansXQgraellsii-Early /
JdelegansXgraellsii-Middle

JdelegansXQgraellsii-Early /
JelegansXQgraellsii-Late

dgraellsiiXQelegans-Early /
JdgraellsiiX @ elegans-Middle

JdgraellsiiXQelegans-Early /
JdgraellsiiXQelegans-Late

JdgraellsiiX @ elegans-Middle /
JdgraellsiiXQelegans-Late

JelegansXQgraellsii-Early /
JdelegansX graellsii-Middle

JelegansXQgraellsii-Early /

15651360.7

26085601.2

1.667

7.044

4283288.64

30169250.4

0.004

0.004

21683058817

36138417553

2.653

6.012

16130210623

1.13EM1

4981.748

5954.327

5648.771

0.006

0.006

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

82

82

1 0.012
1 0.012
1 0.321
1 2.287
1 0.004
1 0.005
1 0
1 0
1 0
NA 0.607
NA 0.743

0.133

0.033

0.042

0.05

0.008

0.017

0.025

0.033

0.042

0.05

0.008

0.017

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

Mecanica-tactile

Mecanica-tactile

Mecanica-tactile

Oviposicion

Oviposicién

Oviposicion

Oviposicién

Oviposicion

Oviposicion

Fecundidad

Fecundidad
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JdelegansXQgraellsii-Late

JdelegansXgraellsii-Middle /
JdelegansXQgraellsii-Late

JdgraellsiiXelegans-Early /
JdgraellsiiXQelegans-Middle

Jd'graellsiiXQelegans-Early /
Jd'graellsiiXQelegans-Late

JdgraellsiiXQelegans-Middle /
JdgraellsiiXQelegans-Late

JdelegansXQgraellsii-Middle /
JdelegansXQgraellsii-Late

JdelegansXQgraellsii-Early /
JdelegansXQgraellsii-Late
JdgraellsiiXQ elegans-Middle /

dgraellsiiX elegans-Late

JdgraellsiiXQ elegans-Early /
JdgraellsiiXQ elegans-Late

JdgraellsiiXQelegans-Early /
d graellsiiX elegans-Middle

JdelegansXQgraellsii-Early /
JdelegansXQgraellsii-Middle

0.001

-0.014

-0.007

0.006

0.083

0.157

0.004

0.048

13.025

1.879

0.002

0.01

0.009

0.013

0.005

0.018

0.002

0.017

4.674

0.19

82

82

82

82

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

NA

NA

NA

NA

0.56

-1.374

-0.772

0.494

-41.925

-16.263

-11.438

-8.827

7.153

6.225

0.025

0.033

0.042

0.05

0.008

0.017

0.025

0.033

0.042

0.05

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

TRUE

TRUE

TRUE

TRUE

TRUE

TRUE

Fecundidad

Fecundidad

Fecundidad

Fecundidad

Fertilidad

Fertilidad

Fertilidad

Fertilidad

Fertilidad

Fertilidad
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Tabla 12. Contrastes estadisticos entre cruces coespecificos de Ischnura elegans e I. graellsii en condiciones de simpatria y alopatria,
comparados a lo largo del tiempo. Se presentan los resultados de los contrastes post hoc obtenidos a partir de modelos logisticos generalizados.
Se muestran la razén de momios (OR), el error estandar (EE), grados de libertad (dg), valor nulo (null), estadistico z (z.ratio), valor p (p.value), el
umbral corregido por Holm (holm_threshold) y la significancia bajo este criterio (holm_significant). Tipo de aislamiento indica el tipo de barrera

reproductiva evaluada.

Contraste OR EE gl null  zratio p.value holm_threshold holm_significant T!po d?
aislamiento

delegansXQelegans Allopatry Late 13.588 9.316 Inf 1 3.806 0.001 0.012 TRUE Mecanica

/ SelegansXQelegans NW Late

JdelegansXQelegans Allopatry 7.333 8.023  Inf 1 1.821 0.274 0.025 FALSE Mecanica

Early / SelegansXQelegans NW

Early

JdelegansXQelegans Allopatry 2265 1.658 Inf 1 1.117 1 0.037 FALSE Mecanica

Middle / JelegansXQelegans NW

Middle

JdgraellsiiXQgraellsii Allopatry Late 0.675 0.313  Inf 1 -0.848 1 0.05 FALSE Mecanica

| 3graellsiiXQgraellsii NW Late

JdelegansXQelegans Allopatry 3.6 2.59 | Inf 1 1.78 0.3 0.012 FALSE Mecanica-tactil

Middle / SelegansX{elegans NW

Middle

JdelegansXQelegans Allopatry Late 3.846 3.086 Inf 1 1.679 0.372 0.025 FALSE Mecanica-tactil

| SelegansXQelegans NW Late

JdgraellsiiXQgraellsii Allopatry Late 1.788 0.878 Inf 1 1.183 0.947 0.037 A FALSE Mecanica-tactil

| dgraellsiiXQgraellsii NW Late
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JdelegansXQelegans Allopatry
Early / 3elegansX{elegans NW
Early

Jd'graellsiiX @ graellsii Allopatry Late
| dgraellsiiXQgraellsii NW Late

JdelegansXQelegans Allopatry
Early / SelegansX{elegans NW
Early

JdelegansXQelegans Allopatry
Middle / JelegansXQelegans NW
Middle

JdelegansXQelegans Allopatry Late
| 3elegansXQelegans NW Late

dgraellsiiXQ graellsii Allopatry Late
/ dgraellsiiXQgraellsii NW Late

JdelegansXQelegans Allopatry
Middle / JelegansXQelegans NW
Middle

JelegansXQelegans Allopatry
Early / SelegansXQelegans NW
Early

JelegansXQelegans Allopatry Late
| 3elegansXQelegans NW Late

0

0.196

0.72

0.491

0.002

-0.002

-0.001

0.002

0.208

0.624

0.552

0.001

0.001

0.001

0.001

Inf

Inf

Inf

Inf

Inf

526

526

526

526

NA

NA

NA

NA

-0.016

-1.533

-0.019

-0.379

-0.633

3.559

-1.799

0.45

-1.15

0.501

0.002

0.29

0.05

0.0125

0.025

0.037

0.05

0.012

0.025

0.037

0.05

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

FALSE

TRUE

FALSE

FALSE

FALSE

Mecanica-tactil

Oviposicion

Oviposicion

QOviposicion

Oviposicion

Fecundidad

Fecundidad

Fecundidad

Fecundidad
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JdelegansXQelegans Allopatry Late
/ SelegansXQelegans NW Late

S graellsiiXQgraellsii Allopatry Late
/ dgraellsiiXQgraellsii NW Late

JdelegansXQelegans Allopatry
Early / 3elegansXQelegans NW
Early

JdelegansXQelegans Allopatry
Middle / 3elegansX?elegans NW
Middle

0.077

0.187

0.637

0.759

0.005

0.011

0.027

0.032

Inf

Inf

Inf

Inf

1

1

-38.467

-29.894

-10.57

-6.643

0.012

0.025

0.037

0.05

TRUE

TRUE

TRUE

TRUE

Fertilidad
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ANEXO 4. Intervalos de confianza

Este anexo reune los intervalos de confianza al 95% (IC95%) de los indices de aislamiento reproductivo estimados para
los distintos cruces analizados en este estudio. Los valores corresponden a los percentiles 2.5% y 97.5% obtenidos
mediante remuestreo bootstrap (10,000 iteraciones).

Tabla 13. Intervalos de confianza al 95% (1C95%) de los indices de aislamiento reproductivo en la comparacién entre cruces coespecificos
y heteroespecificos en simpatria a través del tiempo. Rl indica el indice de aislamiento de cada barrera. Los valores corresponden a los
percentiles 2.5%(Lower) y 97.5% (Upper).

Group Mecanica Mecanica-tactil Oviposicion Fecundidad Fertilidad

RI Lower Upper RI Lower Upper RI Lower Upper RI Lower Upper RI Lower Upper
Q elegans
Coespecifico — Temprana 0,076 -0,595 1,000 -0,577 -0,816 -0,140 -0,011 -0,037 0,000 0,000 0,000 0,000 0,070 0,016 0,152
Heteroespecifico — Temprana -0,386 -3,167 0,715 0,533 -0,771 1,000 -0,011 -0,038 0,000 0,347 -0,301 0,647 0,271 0,114 0,444
Coespecifico — Intermedia -0,018 -0,317 0,281 0,177 -0,081 0,420 0,018 -0,032 0,091 0,000 0,000 0,000 0,166 0,062 0,299
Heteroespecifico — Intermedia 0,865 0,639 1,000 0,513 -1,377 1,000 -0,040 -0,120 0,000 0,673 0,050 0,896 0,866 0,852 0,878
Coespecifico — Reciente 0,076 -0,205 0,353 -0,023 -0,256 0,213 0,011 -0,025 0,050 0,000 0,000 0,000 0,070 0,023 0,130
Heteroespecifico — Reciente 0,968 0,939 0,988 0494 -0597 0,891 -0,033 -0,078 0,000 0,585 0,365 0,726 -0,060 -0,117 -0,011
Q graellsii
Coespecifico — Temprana -0,076 -1,000 0,594 0,577 0,123 1,000 0,011 0,000 0,037 0,000 0,000 0,000 -0,070 -0,152 -0,013
Heteroespecifico — Temprana -0,848 -4,838 0,499 0,221 -1,238 1,000 -0,011 -0,037 0,000 0,486 0,218 0,692 0,140 0,014 0,285
Coespecifico — Intermedia 0,018 -0,281 0,317 -0,177 -0,420 0,081 -0,018 -0,091 0,032 0,000 0,000 0,000 -0,166 -0,299 -0,061
Heteroespecifico — Intermedia 0,281 -0,091 0,540 -0,537 -1,178 -0,058 -0,003 -0,092 0,071 0,446 0,148 0,675 0,317 0,169 0,454
Coespecifico — Reciente -0,076 -0,353 0,205 0,023 -0,213 0,256 -0,011 -0,0560 0,025 0,000 0,000 0,000 -0,070 -0,130 -0,023
Heteroespecifico — Reciente 0,419 0,163 0,603 0,421 0,187 0,607 0,181 0,032 0,345 0,365 -0,633 0,954 -0,029 -0,129 0,136
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Tabla 14. Intervalos de confianza al 95% (IC95%) de los indices de aislamiento reproductivo en los cruces heteroespecificos en simpatria
a través del tiempo. Rl indica el indice de aislamiento de cada barrera. Los valores corresponden a los percentiles 2.5%(Lower) y 97.5% (Upper).

Grupo Mecanica Mecanica-tactil Oviposicién Fecundidad Fertilidad

RI Lower Upper RI Lower Upper RI Lower Upper RI Lower  Upper Rl Lower Upper
& graellsii X Q elegans
Temprana 0,750 0,200 1,667 1,333 0,600 5,000 1,000 1,000 1,000 184,778 153,000 229,333 0,668 0,526 0,785
Intermedia 0,080 0,000 0,208 0,500 0,000 Inf 1,000 1,000 1,000 52,500 21,000 116,000 0,113 0,113 0,113
Reciente 0,017 0,006 0,031 0,625 0,143 2,000 1,000 1,000 1,000 79,250 64,500 94,000 0,971 0,969 0,973
Jdelegans X < graellsii
Temprana 1,000 0,417 2,500 2,222 1,333 5,000 1,000 1,000 1,000 143,148 88,019 202,665 0,788 0,660 0,879
Intermedia 0,426 0,317 0,577 1,577 1,254 2,024 0,964 0,909 1,000 154,105 94,799 222,122 0,574 0,470 0,677
Reciente 0,314 0,246 0,396 0,716 0,545 0,931 0,793 0,636 0,931 176,656 13,000 430,000 0,943 0,797 1,000
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Tabla 15. Intervalos de confianza al 95% (1C95%) de los indices de aislamiento reproductivo en los cruces coespecificos de poblaciones
simpatricas y alopatricas a través del tiempo. Rl indica el indice de aislamiento de cada barrera. Los valores corresponden a los percentiles

2.5%(Lower) y 97.5% (Upper). NO hace referencia a la zona hibrida del noroeste de Esparia.

Grupo Mecanica Mecanica-tactil Oviposicion Fecundidad Fertilidad

RI Lower Upper RI Lower Upper RI Lower Upper RI Lower Upper RI Lower Upper
d elegans X Q elegans
Alopatria - Temprana -0,116 -0,514 0,228 -0,040 -0,316 0,182 -0,005 -0,067 0,067 0,000 -0,217 0,214 0,064 -0,045 0,179
NO - Temprana -0,072 -1,173 1,000 -1,143 -2,186 -0,294 -0,033 -0,072 -0,005 NA -0,567 0,385 0,092 -0,048 0,285
Alopatria — Intermedia -0,116 -0,502 0,227 -0,040 -0,313 0,188 -0,005 -0,067 0,064 0,000 -0,215 0,206 0,064 -0,045 0,181
NO - Intermedia -0,165 -0,739 0,334 0,517 0,209 1,000 0,032 -0,029 0,111 0,287 -0,367 0,335 0,144 -0,002 0,295
Alopatria — Reciente -0,116 -0,509 0,224 -0,040 -0,315 0,187 -0,005 -0,068 0,067 0,000 -0,212 0,205 0,064 -0,048 0,180
NO - Reciente 0,278 -0,207 0,653 0,223 -0,401 1,000 0,012 -0,043 0,097 0,212 -0,769 0,615 -0,089 -0,202 0,115
Jdgraellsii X Q graellsii
Alopatria — Reciente 0,348 0,121 0,544 0,121 -0,062 0,292 0,014 -0,043 0,075 0,000 -0,244 0,212 -0,193 -0,287 -0,099
NO - Reciente -0,041 -0,615 0,418 0,403 0,015 1,000 -0,011 -0,056 0,037 0,000 -0,224 0,214 -0,147 -0,259 -0,071
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ANEXO 5. Graficas complementarias

A continuacion, se presentan las graficas correspondientes a las barreras reproductivas
evaluadas que no mostraron diferencias significativas.
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Figura 21. Exito en la formacién de la copula entre cruces coespecificos y heteroespecificos en
sipatria. Consp = Coespecificos; Hetsp. = Heteroespecificos. Temprana = etapa temprana; Intermedia =
Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente.
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Figura 22. Exito de oviposiciéon en hembras de I. elegans e I. graellsii en cruces coespecificos y
heteroespecificos en simpatria a lo largo del tiempo. Consp = Coespecificos; Hetsp. =
Heteroespecificos. Temprana = etapa temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente.
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Figura 23. Exito en la formacién de la cépula entre cruces heteroespecificos a lo largo del tiempo.
Temprana = etapa temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente.
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Figura 24. Exito de oviposicion en hembras de I. elegans e I. graellsii en cruces heteroespecificos
en simpatria a lo largo del tiempo Temprana = etapa temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente
= Etapa reciente.
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Figura 25. Proporcion de huevos fértiles por hembra en cruces heteroespecificos en simpatria a lo
largo del tiempo. Temprana = etapa temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente.
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Figura 26. Exito en la formacion de la copula entre cruces coespecificos en alopatria y simpatria a
lo largo del tiempo. Alo = Alopatria; NO = zona hibrida del noroeste de Espana. Temprana = etapa temprana;
Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente.
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Figura 27. Exito de oviposicion en hembras de I. elegans e I. graellsii en cruces coespecificos entre
alopatria y simpatria. Alo = Alopatria; NO = zona hibrida del noroeste de Espafia. Temprana = etapa
temprana; Intermedia = Etapa intermedia; Reciente = Etapa reciente.
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ANEXO 6. Divulgacion de resultados

Esta seccidn presenta las actividades de divulgacion, comunicacién y presentacion de
resultados derivadas de este proyecto de investigacion. Su propdsito es documentar la
difusion del conocimiento generado, tanto en espacios académicos especializados como
en actividades dirigidas al publico general.

Congresos y coloquios

« Il Coloquio de la Maestria en Ciencias Biolégicas, BUAP (2023).
Presentacion de cartel titulado “Cuantificacion de la prevalencia de la hibridacion
o del reforzamiento en dos especies de Ischnura”.

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

(> =S

. SO CONSTANCIA
BUAP A: C.Alba Leticia Judrez Jiménez,

Dra. Palestina Guevara Fiore,
Dra. Rosa Ana Sanchez Guillén

U - ‘
=
A 72 Or. Salvador Galicia
cultad dé Ciencias Biologicas
o drés H

« Il Coloquio de la Maestria en Ciencias Biolégicas, BUAP (2024).
Presentacion oral titulada “Reforzamiento del aislamiento reproductivo: un estudio
experimental sobre la intensificacion de las barreras precigoticas entre especies
de Ischnura (Odonata: Coenagrionidae)”.

OLILP PN La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

A través de la Facultad de Ciencias Bioldgicas

otorga la presente

CONSTANCIA

A: Judrez Jiménez Alba Leticia

Por la Imparticién de la ponencia titulada:
“REFORZAMIENTO DEL AISLAMIENTO REPRODUCTIVO: UN ESTUDIO EXPERIMENTAL SOBRE LA INTENSIFICACION
DE LAS BARRERAS PRECIGOTICAS ENTRE ESPECIES DE Ischnura (ODONATA: COENAGRIONIDAE) ™
Dentro del marco de la celebracién del Tercer Coloquio de

én Ciencias Bioldgicas
El 13 de noviembre del 2024, de forma pr: nek

(] Dr. Salvador Galicia Isasmendi
Director de la Facultad de Ciencias Biclogicas
Facultad de Ciencias Biologicas
BUAP “Pensar bien, para vivir mejor”

H. Puebla de Z., a de 13 de noviembre del 2024
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o IV Congreso de la Asociacion Mexicana de Sistematica de Artropodos (2025).
Presentacion oral del trabajo “Aislamiento reproductivo y su reforzamiento: un
estudio experimental sobre el aislamiento precigotico entre especies de Ischnura
(Odonata: Coenagrionidae).”

AN
/ INECOL A —Z

La Asociacién Mexicana de Sistematica de Artropodos AMXSA
Otorgan la presente constancia a:

Alba Leticia Judrez-Jiménez, Jesus Ernesto Ordaz-Morales,
Palestina Guevara-Fiore y Rosa Ana Sanchez-Guillén

Por su participacion con la ponencia titulada:

“Aislamiento reproductivo y su reforzamiento: un estudio experimental sobre el
aislamiento precigético entre especies de Ischnura (Odonata: Coenagrionidae)”,

en el marco del IV Congreso de la Asociacién Mexicana de Sistematica de
Artropodos, realizado el 26 de marzo en el Instituto de Ecologia, A.C. INECOL.

Xalapa, Veracruz, a 28 de marzo de 2025

Presidente de la AMXSA

Talleres y actividades de divulgaciéon

« Il Coloquio de la Maestria en Ciencias Biolégicas, BUAP (2023).
Actividad de divulgacion cientifica dirigida al publico general, titulada
“¢ Emparejados?”, enfocada en explicar las barreras reproductivas y la importancia
de la biodiversidad.

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

CONSTANCIA
A: C.Alba Leticia Judrez Jiménez,

BUAP Dra. Palestina Guevara Fiore,

Dra. Rosa Ana Sanchez Guillén
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« |l Coloquio de la Maestria en Ciencias Biolégicas, BUAP (2024).
Actividad de divulgacion cientifica dirigida al publico general, titulada “;Ligué?
Explorando las barreras reproductivas”, centrada en la explicacion de las barreras
reproductivas y su relevancia para la conservacion de la biodiversidad.

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Através de la Facultad de Ciencias Biol6gicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: C. Alba Leticia Juarez Jiménez

Por participar en Divulgacion de la Ciencia:
“;LIGUE?: Explorando las barreras reproductivas”
Dentro del marco de la celebracion del 3er Coloquio de ta Maestria en Ciencias Biolégicas
El 13 de noviembre de 2024, dé forma presencial

v Dr. Salvador Galicia Isasmendi
Director de la Facultad de Ciencias Biologicas
Facultad de C iencias Biologicas “Pensar bien, para vivir mejor”
BUAP H. Puebla de Z., a 13 de noviembre de 2024

o Celebracion de la Semana de la Biologia (2025).
Conferencia titulada “; Qué estudia un ecélogo evolutivo?”, orientada a estudiantes
universitarios e interesados en la investigacion ecologica y evolutiva.

La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Através de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: C.Alba Leticia Juarez Jiménez

Por su destacada participacion en la conferencia titulada:
“;Qué estudia un ecélogo evolutivo?”
en el marco de la Celebracidn de la Semana de |2 Biologia 2025
El 24 de enero del 2025, de. manera presencial

Dr. Salvador Galicia Isasmendi
Director de |a Facultad de CienciasBiolégicas

rd “Pensar bien, para vivir mejor”
Facultad de Ciencias Biologicas H. Puebla de Z., a 24 de enero del 2025
BUAP
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