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Abstract

The significance of prezygotic isolation for speciation has been recognized at least since the
Modern Synthesis. However, fundamental questions remain. For example, how are genetic
associations between traits that contribute to prezygotic isolation maintained? What is the
source of genetic variation underlying the evolution of these traits? And how do prezygotic
barriers affect patterns of gene flow? We address these questions by reviewing genetic
features shared across plants and animals that influence prezygotic isolation. Emerging
technologies increasingly enable the identification and functional characterization of the
genes involved, allowing us to test established theoretical expectations. Embedding these
genes in their developmental context will allow further predictions about what constrains the
evolution of prezygotic isolation. Ongoing improvements in statistical and computational
tools will reveal how pre- and postzygotic isolation may differ in how they influence gene
flow across the genome. Finally, we highlight opportunities for progress by combining theory

with appropriate data.
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Introduction

Prezygotic isolation includes all barriers to gene flow between populations that occur before
fertilization. By acting early in the life cycle, prezygotic barriers are expected to have a
disproportionate effect on overall reproductive isolation (RI), as they have the potential to
limit gene flow before other barriers can act (Coyne and Orr 2004; Ramsey et al. 2003). A
key goal of evolutionary genetics is to understand the historical, developmental, and
ecological mechanisms that generate adaptive divergence and reproductive isolation.
However, a major obstacle limiting our understanding of prezygotic isolation is that it tends
to involve diverse phenotypes, including physiology, color, morphology, and behavior. In
addition, the types of traits contributing to prezygotic isolation can vary among organisms,
which has led to a lack of communication among scientists who work with different study
systems.

In this chapter, we provide an overview of features shared across different organisms
that may constrain or facilitate the evolution of prezygotic isolation. We begin with the
classic problem of selection-recombination antagonism, how different types of allelic
variation and genetic architecture may overcome it, and contributions of recent research in
this area. We then focus on proximate considerations, including the origins of genetic
variation and how its developmental context may constrain the evolution of prezygotic
isolation. Finally, we consider how prezygotic barriers affect gene flow, and ask how we can
distinguish their effects from those of postzygotic isolation. We conclude with opportunities

we see for significant advances.

Recombination as the key constraint on the evolution of prezygotic isolation.

A rich body of theoretical work now exists concerning the evolution of prezygotic isolation
(see Kirkpatrick and Ravigné 2002 and; Kopp et al. 2018 for excellent reviews). Although
prezygotic isolation can evolve in allopatry (Knowlton et al. 1993; Langerhans et al. 2007),
most models consider how speciation may proceed when populations continue to exchange
alleles (whether under full sympatry, parapatry, or after secondary contact). This is not
because allopatry is insignificant; given enough time, traits will diverge to the extent that
populations may no longer interbreed if their ranges overlap again. However, as Felsenstein
(1981) famously identified, when populations remain in contact, the evolution of prezygotic

isolation faces a more fundamental genetic constraint. This is “recombination, which acts to



71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

101

102

randomize the association between the prezygotic isolating mechanism (assortative mating)
and the adaptations to the two environments” (Felsenstein 1981).

Despite Felsenstein’s skepticism, it is increasingly clear that speciation can proceed
despite gene flow (Arnold 2015; Abbott et al. 2013; Pinho and Hey 2010). At the same time,
there has been a renewed appreciation for the role of divergent natural selection in driving
population divergence (Nosil 2012). These observations are related, because theory predicts
that speciation with gene flow typically requires both the evolution of assortative mating and
divergence in ecological traits (Kopp et al. 2018). While ‘ecology-free’ models of speciation
with gene flow exist (e.g. Higashi et al. 1999), the assumptions are highly restrictive, and
speciation with gene flow relying solely on sexual selection may be considered unrealistic
(Kopp et al. 2018; but see Yang et al. 2019 for an example of a potentially widespread
mechanism where sexual imprinting also causes divergent selection). Finally, speciation with
gene flow also normally requires the maintenance of genetic associations (i.e. linkage
disequilibrium, LD) between alleles that contribute to assortative mating and those under
divergent selection. Together, these requirements present an enduring conceptual challenge:
If populations continue to interbreed, recombination will break down LD between alleles for
traits causing assortative mating and those under divergent selection (‘selection-
recombination antagonism’) (Felsenstein 1981). In other words, gene flow will impede the
evolution of prezygotic reproductive barriers that keep populations separate. The number and
distribution of barrier loci (i.e. loci causing RI), and the nature of the alleles at these loci can

profoundly influence the evolution of prezygotic isolation (Smadja and Butlin 2011).

How many loci contribute to prezygotic isolation?
One fundamental question we can ask about prezygotic isolation is, how many loci contribute
to its evolution? Genetic architectures involving fewer loci of large effect are expected to be
more robust to the homogenizing effects of gene flow than highly polygenic architectures, in
which loci have individually small effects and are distributed broadly across the genome. This
is because fewer loci offer fewer targets for recombination, and (correlational) selection is
concentrated on fewer targets (Gavrilets 2004; Gavrilets and Vose 2007; Yeaman and
Whitlock 2011).

Quantitative trait locus (QTL) mapping is one major tool used to identify loci

contributing to RI and has improved our understanding of prezygotic isolation (reviewed in
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Arbuthnott 2009; Widmer et al. 2009). However, QTL mapping has a number of well-known
limitations. Although generating genetic markers is now relatively straightforward, the large
number of phenotyped offspring required to robustly detect QTL is often difficult, limiting
our ability to detect smaller effect QTL and resulting in upward biases in estimated effect
sizes (Beavis et al. 1994). Resulting QTL may contain hundreds of genes, limiting our ability
to estimate the number of mutations underlying traits or to distinguish pleiotropy from
linkage (Shahandeh and Turner 2020). Moreover, studies in which no QTL are identified may
remain unpublished, leading to a biased view of effect sizes.

There seems to be variation in the number and effect sizes of loci contributing to
prezygotic isolation in both plants and animals, although QTL studies are difficult to compare
directly, due to differences in methodology, sample size and the types of traits targeted.
Mating cues and preferences in animals can be polygenic (Chenoweth and Blows 2006;
Chenoweth and McGuigan 2010), but there is also evidence for loci of large effect (Merrill et
al. 2019; Xu and Shaw 2019). Similarly, in flowering plants, floral isolation often involves a
mix of large effect loci controlling color and scent with numerous small effect loci controlling
morphology (Wessinger and Hileman 2020; Kay and Surget-Groba 2022; Klahre et al. 2011;
Yuan et al. 2013). Divergence in habitat affinity contributing to ecogeographic isolation or
immigrant inviability is likely to be highly polygenic due to the multivariate phenotypes
involved (Savolainen et al. 2013; Barghi et al. 2020), but major effect loci have also been
identified in some cases (e.g. Selby and Willis 2018; Colosimo et al. 2005).

Although they may provide greater resolution, genome-wide association studies
(GWAS) and admixture mapping can also suffer from a lack of power and rely on the
availability of naturally occurring variation. Combining mapping with functional tests and
population genomic approaches, when feasible, may provide the best opportunity for
understanding the genetic architecture of prezygotic isolation (Stinchcombe and Hoekstra
2008; Bomblies and Peichel 2022). Comparative phylogenomic approaches may also provide
a useful tool for understanding prezygotic barriers that have repeatedly evolved within a

clade (Smith et al. 2020).

What types of allelic variation contributes to prezygotic isolation?
A second key contribution by Felsenstein (1981) was the observation that, regardless of the

overall number of loci or the traits or taxa involved, prezygotic isolation must evolve at



135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166

individual genetic loci via either a ‘one-allele’ or a ‘two-allele’ mechanism (Felsenstein 1981;
Figure 1). As noted elsewhere (Kopp et al. 2018; Butlin et al. 2021), these terms are often not
well understood, but “the critical distinction . . . is whether reproductive isolation is
strengthened by substituting the same or different alleles in the two nascent species"”
(Felsenstein 1981). These two mechanisms need not act in isolation, and variation in different
components of prezygotic isolation, or even individual traits, may involve both one- and two-
allele scenarios. Nevertheless, the distinction has important implications for the evolution of
prezygotic isolation with gene flow, because when the same allele strengthens prezygotic
isolation in both diverging populations (a one-allele mechanism), the requirement for LD
between loci under divergent selection and those increasing assortative mating is side-
stepped. Because such alleles will strengthen RI even if they are recombined into the other
population, gene flow poses no obstacle to the substitution of alleles that increase isolation.

One-allele mechanisms are broadly accepted as the easiest route to strengthen
prezygotic isolation in the face of gene flow (Butlin et al. 2021). Examples are potentially
widespread, and could include alleles for increased choosiness, reduced migration, stronger
imprinting, or decreased variance in flowering time. However, current empirical evidence for
an explicit one-allele mechanism of prezygotic isolation is limited to a single experiment in
flies. Ortiz-Barrientos and Noor (2005) first mapped within-species variation in female
mating discrimination between Drosophila pseudoobscura populations, which are either
sympatric or allopatric with respect to the sister species D. persimilis. They then tested for a
one-allele assortative mating mechanism by introgressing either strong discrimination
(sympatric) or weak discrimination (allopatric) alleles from D. pseudoobscura into D.
persimilis. Drosophila persimilis females with the strong discrimination D. pseudoobscura
alleles were much less likely to mate with heterospecific males than those with weak
discrimination D. pseudoobscura alleles, directly showing that the same sympatric alleles
could increase prezygotic isolation in both D. pseudoobscura and D. persimilis (but see
Barnwell and Noor 2008 for a failed attempt at replication). These experiments highlight the
difficulty of testing for one-allele mechanisms, especially because they rely on proxy
ancestral populations, in this case the allopatric D. pseudoobscura, in experimentally
tractable organisms.

Because one-allele mechanisms will be missed by typical approaches investigating

differences between diverging taxa, understanding these mechanisms poses a significant
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empirical challenge, and represents a major gap in the study of speciation genetics. We
suggest using appropriate outgroups to identify derived traits and alleles shared among the
ingroup that consistently increase assortative mating. This approach requires a careful
understanding of how traits affect mating patterns, since phenotype-naive approaches, such as
genome scans, will miss these mechanisms. It may be that traits currently characterized as
key innovations that increase speciation rates within clades are essentially one-allele
mechanisms. For example, bilateral floral symmetry is associated with more specialized
pollination and higher diversification rates (Kay et al. 2006; Yoder et al. 2020). Genetic
studies across independent transitions from radial to bilateral floral symmetry have shown
similar regulatory changes affecting CYCLOIDEA-like genes (reviewed in Hileman 2014),
which may function as one-allele mechanisms strengthening reproductive isolation among
taxa in these clades. This hypothesis could be tested through manipulations similar to those
by Ortiz-Barrientos and Noor (2005) described above (or indirectly through phenotypic

manipulation).

How are genetic associations between components of prezygotic isolation maintained?
Where prezygotic isolation evolves via the substitution of different alleles in the diverging
populations (a two-allele mechanism), LD between alleles under divergent selection and
those underpinning components of assortative mating must be maintained. One way this can
be achieved is if the same traits under divergent selection also contribute to assortative
mating. Although such scenarios were considered unlikely (and hence referred to as ‘magic
trait models’ (Gavrilets 2004)), it is now apparent that assortative mating traits are frequently
under divergent selection (Servedio et al. 2011). For example, the bright wing patterns of
Heliconius butterflies contribute to ecological postzygotic isolation, because hybrids with
intermediate warning patterns are not recognized as distasteful, but they also act as cues
during mate choice (Jiggins et al. 2001; Merrill et al. 2012). Similarly, in cichlid fish,
adaptation of the visual sensory system to local environments has been hypothesized to
contribute to divergent mate preferences (Seehausen et al. 2008; Maan et al. 2017). Floral
isolation will also often fit a magic trait model, since divergent adaptation to local pollinators
will naturally contribute to assortative mating. For example, flower color in monkeyflowers is
under divergent selection by local pollinators, which simultaneously contributes to assortative

mating (Schemske and Bradshaw 1999; Streisfeld and Kohn 2007).
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Associations between traits involved in prezygotic isolation and those under divergent
selection may also be maintained through genetic architectures that reduce recombination,
such as tight genetic linkage, inversions, or pleiotropy (Felsenstein 1981; Wellenreuther and
Bernatchez 2018; Huang and Rieseberg 2020; Maynard Smith 1966; Smadja and Butlin
2011). Evidence exists for these kinds of genetic architectures, largely through QTL mapping
studies. For example, Hawthorne and Via (2001) identified loci for host preference and
performance in pea aphids that colocalized to the same regions of the genome. These insects
mate on their host, providing a rapid path to speciation. Since then, others have reported
evidence for physical linkage between loci underlying assortative mating and ecological
traits, including in monkeyflowers (Ferris et al. 2017; Lowry and Willis 2010) and Heliconius
butterflies (Merrill et al. 2019). An enduring question is whether physical linkage typically
facilitates the substitution of coadapted alleles or whether structural rearrangements or
recombination suppressors typically increase linkage after allelic substitutions (Charlesworth
and Charlesworth 1979; Kirkpatrick and Barton 2006). To address this, one approach might
be to examine homologous loci in an outgroup. For example, Hermann et al. (2013) found
five tightly linked loci controlling differences in flower color, scent, and morphology in
Petunia species adapted to hummingbird versus hawkmoth pollination. By examining the
location of these loci in more distantly-related relatives, they show the linkage to be unique to
Petunia, suggesting that structural rearrangements may have locked in these coadapted alleles
(Hermann et al. 2013), although this needs to be confirmed by synteny studies with closer
outgroups.

At a phenotypic level, assortative mating can be further characterized as following
‘trait-preference’ rules, where coordinated divergence in both male and female traits is
necessary for assortative mating, or ‘matching rules’, in which individuals mate with like
individuals on the basis of shared traits (Kopp et al. 2018). This has genetic consequences:
whereas distinct male and female traits are likely to be controlled by different loci, phenotype
matching will involve shared loci. Under the trait-preference scenario, which may be a
common feature of behavioral isolation in animals, the number of genetic associations
between loci required for prezygotic isolation to evolve is increased, impeding speciation
(Smadja and Butlin 2011). In plants, pollen-pistil incompatibilities may be analogous to
animal trait-preference systems. In these situations speciation may be facilitated by genetic

structures, such as tight linkage or pleiotropy, that reduce the dissociation of male and female
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traits (McNiven and Moehring 2013; Pryke 2010; Merrill et al. 2019; Xu and Shaw 2019).
LD between unlinked trait and preference alleles will arise as a natural consequence of non-
random mating (Kirkpatrick 1982), and if one of these components is subject to divergent
selection (a ‘magic trait scenario’), it will also help overcome the selection-recombination
antagonism. However, the strength of LD will depend on the effect size of ‘preference’
alleles, and LD generated in these scenarios may not be robust to recombination without
physical linkage or pleiotropy (Wiley et al. 2011). Nevertheless, compelling data are
provided by corn borer moths, where alleles for pheromone variation and the corresponding
preference are found at loci on different chromosomes but remain in strong LD (Unbehend et
al. 2021; see also Hench et al. 2019).

When mating follows a matching rule, LD is required between fewer pairs of loci.
Flower color is a likely widespread example (e.g. Schemske and Bradshaw 1999), because
both male and female components of a hermaphroditic flower share the same signal to attract
pollinators; however, divergence in other floral traits may also contribute to matching rules.
For example, Kay and Surget-Groba (2022) found QTL for flower length divergence in two
closely-related spiral ginger species, which simultaneously determines whether pollen is
placed on, and then subsequently retrieved from, either the bill or forehead of the shared
hummingbird pollinator. Other examples of matching rules come from habitat or ecological
isolation, in which individuals with similar affinities mate because of spatial proximity and/or
phenological overlap. A classic example involves phytophagous insects that mate on their
host (Matsubayashi et al. 2010). In sticklebacks adapted to benthic and limnetic habitats
within the same lake, Conte and Schluter (2013) revealed phenotype matching by
manipulating body size. In the same system, Bay et al. (2017) found that female F2 hybrids
mated with males that were similar in body size and shape, and mate choice QTL map to one
of the same regions as benthic versus limnetic morphology, which is best explained under a
scenario of phenotype matching. Since body size is under divergent selection in these fish,
this example also corresponds to a magic trait model. In addition, although divergence in
body size involves different alleles (a two-allele mechanism), assortative mating might
conceivably be strengthened through the substitution of the same allele in both populations (a
one-allele mechanism). As such, stickleback fish nicely demonstrate how these distinct
concepts, involving matching rules, magic traits, and one- and two-allele mechanisms can

simultaneously act within a single taxon pair (Figure 2).
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Despite solid theoretical expectations, distinguishing among genetic mechanisms that
contribute to prezygotic isolation in natural populations remains difficult. In most cases, it
will be necessary to move beyond traditional mapping studies to incorporate gene expression,
population genomic and functional genomic studies. For example, gene expression studies
across Heliconius species revealed candidate genes underlying a mating preference QTL
(Rossi et al. 2020) that were independently implicated as barrier loci through population
genomic methods (Laetsch et al. 2022). These results suggest that tight linkage between these
candidates and the color pattern gene responsible for mimicry (which was not found to be
differentially expressed in the brains of these butterflies) is driving this isolation, rather than
pleiotropy. Similarly, in monkeyflowers, a major-effect locus (‘YUP’) controlling pigment
deposition (and the presence or absence of nectar guides that contribute to floral isolation)
was mapped to a genomic region that also controls other floral traits and hybrid male sterility
factors (Bradshaw et al. 1995; Bradshaw and Schemske 2003). YUP was resistant to further
fine-scale genetic dissection because it occurs in a region of suppressed recombination
(Fishman et al. 2013). Recently, however, Liang et al. (2023) used a combination of NIL
construction, RNAseq, RNAI, transformation, complementation tests, confocal fluorescence
microscopy, and comparative genomics to show that YUP produces small interfering RNAs
(Liang et al. 2023). However, all these approaches depend on the prior identification of target
loci, the ability to manipulate large numbers of experimental organisms, and a firm

understanding of the phenotypes underlying prezygotic isolation.

How is the evolution of prezygotic isolation constrained by evolutionary history and
development?

Once we identify the genetic basis of traits contributing to prezygotic isolation, an important
next step is to investigate the evolutionary history of these variants, which can have
significant implications for determining the tempo and mode of speciation. Although classic
models generally assume de novo mutation (reviewed in Orr 2005), it is now clear that
preexisting, standing genetic variation can play an important role (Barrett and Schluter 2008).
For example, repeated losses of lateral plates in freshwater stickleback populations were
facilitated by existing variation at the Eda locus in ancestral marine populations (Colosimo et
al. 2005; see Turbek et al. 2021 for a similar example in birds). Similarly, it is increasingly

appreciated that hybridization and introgression can promote divergence via the reassembly



295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326

of old genetic variants into novel combinations (the “combinatorial view” of speciation
Marques et al. 2019). Recent genomic data provide support for this mechanism, particularly
in radiations of Heliconius butterflies, Darwin’s finches, cichlid fishes and monkeyflowers,
where interspecific gene flow seems to have led to the exchange of beneficial alleles, thereby
facilitating further divergence (Lamichhaney et al. 2015; Meier et al. 2017; Stankowski and
Streisfeld 2015; The Heliconius Genome Consortium et al. 2012). Ancient hybridization may
also have triggered entire adaptive radiations by generating new allelic combinations,
followed by periods of sorting into distinct ecological environments, as seems to be the case
for opsin gene evolution in Lake Victoria cichlids (Meier et al. 2017). Similarly, ancient
hybridization is thought to have initiated the rapid evolution of host shifts among races of
Rhagoletis flies (Feder et al. 2003).

Despite these examples of the origins of adaptive variation, a deeper understanding of
the history of adaptive traits contributing to prezygotic isolation is possible when genetic
studies are integrated with the field of evolutionary developmental biology (evo-devo). In
particular, because organisms are constructed through genetic programs that unfold
sequentially during development, pleiotropy can constrain the genetic changes that contribute
to phenotypic evolution. Indeed, it has been argued that adaptation is more likely to proceed
through changes in gene regulation, as these mutations are often less likely to incur fitness
penalties due to pleiotropy compared to changes in protein-coding sequences (Stern and
Orgogozo 2008; Prud’homme et al. 2007). Although emerging evidence suggests gene
regulatory elements may be more pleiotropic than previously thought (Preger-Ben Noon et al.
2018; Nagy et al. 2018; Lewis et al. 2019; Fuqua et al. 2020; Mazo-Vargas et al. 2022),
diversification of numerous phenotypic traits, including those involved in prezygotic
isolation, have often been linked to changes in gene regulation affecting development rather
than mutations in protein-coding regions (Abzhanov et al. 2004; Martin et al. 2012; Reed et
al. 2011; Unbehend et al. 2021). In addition, variation in gene regulatory network structure
can greatly influence the trajectory of adaptation, potentially resulting in predictable
evolutionary outcomes, including the re-use of certain types of mutations or specific genes
(Martin and Orgogozo 2013; Sobel and Streisfeld 2013).

One example of how pleiotropy and gene regulatory network organization can impact
the genetics of prezygotic isolation comes from flower color transitions causing pollinator

isolation. Anthocyanins are common floral pigments responsible for red, pink, blue, and
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purple flowers (Grotewold 2006). Most plants also produce anthocyanin in vegetative tissues,
where they are involved in a variety of physiological responses to stress (Winkel-Shirley
2002). The structural and regulatory components necessary for anthocyanin production are
highly conserved, and the network coordinating regulation of the anthocyanin enzymes has
become a paradigm for understanding combinatorial gene regulation in plants (Koes et al.
2005). Three types of transcription factors form a multi-protein complex (known as the MBW
complex) that regulates features of epidermal cell differentiation, including anthocyanin
synthesis (Ramsay and Glover 2005). Among gene families that code for the proteins forming
this complex, one (the R2R3-MY Bs) contains multiple copies that are known to regulate
anthocyanins (Stracke et al. 2001). These duplications result in redundancy of function and
generate tissue-specificity in anthocyanin pigmentation. This redundancy implies that each
MYB protein in the network has lower connectivity and fewer pleiotropic effects than other
members of the MBW complex (Sobel and Streisfeld 2013) (Figure 3A). Indeed, despite the
potential for mutations in numerous genes to generate similar flower color phenotypes, all
examples involving divergence in floral anthocyanin pigment intensity between species have
been caused by mutations in MYBs (Streisfeld and Rausher 2011). Thus, the organization of
the MBW complex and the reduced pleiotropy of MYB mutations appear to determine which

genes are most likely to be involved in prezygotic isolation.

The need to maintain functionality at higher levels of biological organization may also
determine which mutations contribute to prezygotic isolation. For example, genetic changes
in the sensory periphery of animals, particularly protein-coding changes in
olfactory/gustatory receptors, have repeatedly been shown to underlie the evolution of
behavioral isolation (Leary et al. 2012; Fan et al. 2013; Prieto-Godino et al. 2017; Ahmed et
al. 2019; Brand et al. 2020). This could be because changes in chemoreceptor genes have
fewer maladaptive effects on neural functioning compared to changes in downstream/central
brain circuitry (Figure 3B). However, it remains uncertain whether these emerging patterns
simply reflect bias arising from the experimental tractability of the sensory periphery (Cande
et al. 2013; Zhao and McBride 2020), and whether they extend across different sensory
modalities. More research is needed to confirm general patterns underlying the evolutionary
history of behavioral alleles involved in prezygotic isolation. For example, changes in central
neural circuitry downstream of sensory receptors are also involved in the evolution of

divergent olfactory-guided mating preferences between species (Seeholzer et al. 2018;
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Khallaf et al. 2020). In conclusion, like other forms of phenotypic evolution, the genetic
source of the traits contributing to RI will probably be the result of evolutionary forces that
favor alleles with minimal pleiotropic effects, while maximizing adaptive shifts in a given

environment.

How do prezygotic barriers affect gene flow?

While identifying the loci contributing to prezygotic isolation is important for testing
longstanding questions about the genetics of speciation, ultimately we want to know the
extent to which prezygotic barriers reduce gene flow between diverging populations.
Estimates of the strength of RI are intended to quantify the reduction in potential gene flow
between populations (Coyne and Orr 2004; Sobel and Chen 2014). Although measuring the
components of RI has proven useful for comparing the prevalence and strength of different
types of barriers across systems (Coyne and Orr 1997; Christie et al. 2022), we still know
little about how the strength of RI corresponds to reduced gene flow. A lack of any RI should
result in genetic homogenization, whereas complete RI should impede all gene flow, allowing
populations to evolve independently. However, at intermediate values, as is commonly found
between taxon-pairs exhibiting at least some geographic overlap, RI may not have a linear
relationship with gene flow. Importantly, with incomplete RI, patterns of gene flow and/or
divergence across the genome may be complex and vary among neutral loci, loci under
divergent selection, and loci linked to selected loci (Nosil and Feder 2012; Cruickshank and
Hahn 2014). The genetic architecture of RI and local recombination rates will also determine
how and when divergently selected loci remain distinct in the face of gene flow (Schumer et
al. 2018; Kautt et al. 2020). Therefore, understanding the relationship between the strength
and type of prezygotic barriers and realized gene flow across the genome is critical for
understanding the circumstances under which prezygotic isolation will cause speciation.

Pre- and postzygotic isolation may have different impacts on gene flow. Early-acting
prezygotic barriers may be more effective at preventing gene flow since they preclude hybrid
formation and act early in the life cycle before other barriers can operate (Coyne and Orr
1997; Ramsey et al. 2003). However, they may also vary in strength with the ecological
context more so than postzygotic barriers (e.g. Hausmann et al. 2021; Sianta and Kay 2021).
In contrast, intrinsic postzygotic barriers are expected to be consistent across environments,

but hybrids, especially beyond the F1 generation, may show extensive genotypic, phenotypic
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and fitness variation, such that overall gene flow may be extensive even when mean hybrid
fitness is low (reviewed in Arnold et al. 2012; Rieseberg et al. 1999). In many cases, the
impact of prezygotic isolation on gene flow will be confounded with that of postzygotic
barriers, either through their independent effects on gene flow in the same taxon pair or by the
same traits contributing to both prezygotic and extrinsic postzygotic isolation.

A further challenge to understanding the effects of prezygotic isolation on gene flow
is that population genetic studies vary widely in design and methodology, so they are often
difficult to compare. Specifically, the types of markers used, including their coverage across
the genome and level of polymorphism, as well as population sampling, will impact estimates
of gene flow (reviewed in Westram et al. 2022). Analytical methods for assessing gene flow
also vary widely. Many studies that make conclusions about gene flow only report patterns of
genetic divergence within and between taxa, but this may be confounded by shared ancestry
and within-population characteristics, like population size and mating system. Few studies
directly assess migration rates, or even more importantly, variation in migration rates across
the genome. With whole-genome data, demographic modeling can be used to estimate a
variety of population parameters, including directional migration rates and variation in
migration rate across the genome (e.g. Gutenkunst et al. 2009; Excoffier et al. 2021; Laetsch
et al. 2022). However, the field has yet to coalesce around a standard approach (reviewed in
Westram et al. 2022). Thus, deposition of raw data into public repositories is key for future
comparative analyses of the complex relationships between gene flow and RI.

One way to circumvent the variability in sampling and analysis may be to assess both
directional gene flow and directional estimates of prezygotic isolation within the same study
(e.g. Sundqvist et al. 2016). For example, focusing on interspecific pollen transfer in plants,
Moreira-Herndndez and Muchhala (2019) compared the strength and asymmetry of
prezygotic barriers to the predominant direction of gene flow for ten systems. They found that
only four out of ten systems showed concordance in asymmetry direction between pollen
transfer barriers and gene flow, three showed contradictory patterns, and the rest were mixed.
In two of the three cases where patterns did not match, postzygotic barriers were responsible
for the observed pattern of gene flow. Another example comes from sunflowers, in which
Sambatti et al. (2012) found substantial gene flow between the two focal species despite very
high prezygotic isolation and nearly complete cumulative RI. The directionality of gene flow

does not match asymmetry in prezygotic isolation, again potentially due to opposing
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asymmetry in postzygotic isolation. These examples highlight the importance of considering
both pre- and postzygotic barriers in the same system to disentangle their impacts on gene
flow. Future investigation into the efficacy of prezygotic barriers could benefit from focusing
on systems in which postzygotic isolation is known to be weak or absent.

The complementary viewpoint to asking how prezygotic isolation relates to gene flow
is to ask whether patterns of gene flow or genetic divergence can help us understand the traits
or loci contributing to reproductive isolation. Genome scans can help identify loci under
divergent selection that may contribute to prezygotic isolation and that conform to two-allele
models of RI, although they must be interpreted carefully to avoid confounding factors and
false positives (Marigorta et al. 2018). Heterogeneous patterns of genomic divergence have
been found in a variety of systems (e.g. Westram et al. 2018; Martin et al. 2013; Vijay et al.
2016; Poelstra et al. 2014; Malinsky et al. 2015; Riesch et al. 2017; Marques et al. 2016), but
rarely do we have corresponding information on the traits contributing to RI to connect with

these patterns (but see Stankowski et al. 2023 for an attempt to do this).

Conclusions

Despite decades of progress in understanding the genetics of prezygotic isolation, we see
opportunities for future advances. Improved genetic, genomic, and phenotyping technologies
will allow finer dissection and functional characterization of prezygotic isolation, providing
answers to basic questions about its genetic architecture across varied systems and helping us
move beyond difficult-to-compare QTL studies (See also chapter by Delmore et al., this
volume) We highlight a gap between the theoretical expectation that one-allele mechanisms
provide the easiest route for prezygotic isolation to evolve in the face of gene flow, and our
ability to detect this type of genetic variation with prevailing approaches that characterize
differences between species. We also see opportunities for further integration of evo-devo
with speciation genetics. Understanding the developmental programs in which prezygotic
isolating traits are embedded will lead to better predictions about constraints on their
evolution. In addition, there remains much work to be done to understand how both pre- and
postzygotic isolation shape gene flow and patterns of genetic divergence across the genome.
The increasing accessibility of whole genome sequencing and development of computational
approaches to explicitly estimate migration rates will make it possible to compare the

strength of RI with levels of gene flow across multiple taxa and types of isolating barriers.
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Finally, we included examples across plants and animals, in the hope of better integrating our
understanding of prezygotic isolation. We believe this highlights common principles despite
divergent biologies. Whether there are substantial differences in the genetics of prezygotic
isolation among taxonomic groups independent of methodological biases remains an open

question.

Open questions for future research?

¢ How many loci, at the level of individual mutations, contribute to the evolution of
prezygotic isolation? How are they distributed across the genome? And how does this
vary with respect to taxonomic group, levels of gene flow, and the types selection
driving divergence etc.?

¢ How important are the different mechanisms that can overcome the fundamental
constraint of recombination? In particular, how common are one-allele mechanisms in
nature?

¢ Is physical linkage between loci, and other recombination suppressors, a cause or
consequence of speciation? And can we distinguish between tight linkage and
pleiotropy?

¢ How does development, and the need to maintain functionality at higher levels of
biological organization, constrain the evolution of prezygotic isolation?

¢ How do prezygotic barriers shape patterns of genetic divergence across the genome,

and is this different to patterns associated with postzygotic barriers?
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Glossary

Prezygotic isolation

Reproductive isolating barriers that act before fertilization
occurs.

Genetic architecture

For a given phenotype, the number, location, interactions,
mode of action, and effect size of underlying genetic loci.

Linkage disequilibrium
(LD)

The non-random association of alleles at different loci
(regardless of physical proximity).

(Physical) linkage

Physical proximity of loci on a chromosome.

Pleiotropy

A phenomenon in which one allele affects multiple
phenotypes.

One-allele mechanism

Where reproductive isolation is strengthened by substituting
the same allele in two diverging populations.

Two-allele mechanism

Where reproductive isolation is strengthened by substituting
a different allele in two diverging populations.

Magic trait models

Models of speciation that invoke a trait under divergent
selection that also contributes to assortative mating.

Phenotype matching rule

Where individuals mate with like individuals on the basis of
the presence of traits that they have in common.

Trait-preference (non-
matching) rule

Where coordinated divergence in both male and female
traits is necessary for assortative mating.
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Figure 1. A. Substitutions at multiple loci (which may influence multiple phenotypic
traits) can strengthen prezygotic isolation. At each locus, the ancestral allele can be
replaced by the substitution of a derived allele. B. At each individual locus, prezygotic
isolation must evolve by either the substitution of the same allele (‘one-allele
mechanism’)’ or different alleles (‘two-allele mechanism’). In the hypothetical example
shown here, alleles at a locus on chromosome 2 influence flower color and cause
divergence in the two daughter species, thereby strengthening assortative mating. This
can be achieved through the substitution of the same derived alleles (perhaps through
the evolution of habitat-induced phenotypic plasticity), or through the fixation of the
derived allele in both populations. One-allele mechanisms are expected to greatly
facilitate the evolution of prezygotic isolation, because there is no requirement for LD
with other components (such as local adaptation). One- and two-allele mechanisms are
not mutually exclusive, and both types of variation can contribute to prezygotic barriers,
or even the same phenotypes. C. Although allelic variation of the one-allele type is often
harder to comprehend, examples are potentially widespread and could include alleles for
increased choosiness, reduced migration, stronger imprinting or decreased variance in
flowering time, among others. Nevertheless, our ability to detect this type of genetic
variation may be limited because of the typical focus on characterizing differences
between species (including QTL, GWAS, ‘genome scans’ analyses etc.). As a result,
although one-allele mechanisms are broadly accepted as the easiest route to strengthen
prezygotic isolation in the face of gene flow, strong empirical evidence remains limited.
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Figure 2. Three broad classes of conceptual models have been proposed that reduce
the number of genetic associations (LD) that must be maintained for prezygotic isolation
to evolve in the face of gene flow. These models include: A. Phenotype matching, where
assortative mating depends on the presence of traits that both sexes have in common
(Kopp et al. 2018); B. One-allele mechanisms, where prezygotic isolation is strengthened
by the substitution of the same allele in the two nascent species (Felsenstein 1981;
Figure 1); and C. Magic trait models, which assume that a trait under divergent selection
also contributes to assortative mating (Gavrilets 2004). These scenarios are not mutually
exclusive and may simultaneously contribute to the evolution of prezygotic isolation
during a single speciation event. Shapes represent different phenotypes involved, where
circles are traits not directly related to mating (on which divergent selection, depicted by
arrows, may act), and squares and triangles represent sex-specific mating traits (which
may be one and the same in matching scenarios). Brackets represent genetic
associations (LD) that must be maintained for prezygotic isolation to evolve when gene
flow persists. We assume that allelic substitutions (a for ancestral or d for derived)
evolving under a one- or two-allele mechanism influence one of the sex-specific
phenotypes, but they might equally influence all components of prezygotic isolation (i.e.
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here: squares, triangles and circles). Examples are provided for illustration: i) The same
allele has experimentally been shown to strengthen female preference for conspecific
males in the sister species Drosophila subobscura and D. persimulans (Ortiz-Barrientos
and Noor 2005)(Photo: D. Obbard); ii) Interactions between sperm and egg that
contribute to prezygotic postmating isolation might conceivably represent a trait-
preference scenario, but are unlikely to be under direct divergent selection themselves
(Photo: Unknown via Wikimedia Commons; iii) Divergent selection acting on beak
morphology influences song in Darwin’s finches (Podos 2001), which is learned by
females. Conceivably, alleles that increase learning ability could spread in both species,
thereby strengthening reproductive isolation (Picture: Kammster via Wikimedia
Commons); iv) In Heliconius cydno and H. melpomene, different alleles determine
divergent visual mating preferences for bright warning patterns, which are under
divergent selection. In this case, tight linkage between wing pattern and preference
alleles is known to help maintain LD (Merrill et al. 2019) (Photo: G. Gallice Via Wikimedia
Commons); v) Flower color (controlled by different alleles) is under divergent selection by
local pollinators, which simultaneously contributes to assortative mating (Schemske and
Bradshaw 1999) (Photo: KK); vi) Different species of brood parasitic Vidua finches have
evolved a number of adaptations, such as gape colouration, allowing them to parasitise
nests of different host species. Both male and female chicks learn the song of their foster
parents, which then contributes to assortative mating (Sorenson et al. 2003).
Conceivably, the same allele could spread through different species to strengthen the
ability to learn, or the strength of preference for different hosts (Photo from Jamie et al.
2020); vi) Pea aphids have adapted to different host plants, on which they mate. LD
between alleles for performance and preference are maintained by physical linkage
(Hawthorne and Via 2001)(Photo: A. Murray via Wikimedia Commons).
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Figure 3. A. In plants, evolutionary transitions in flower color are readily caused by
mutations in genes encoding R2R3-MYB transcription factors. These R2R3-MYB proteins
combine with a WD-repeat protein (WDR) and at least two basic helix-loop-helix (bHLH)
proteins to form multi-protein transcription complexes (commonly referred to as MBWSs).
MBWs regulate multiple genes determining epidermal cell fate throughout the plant,
including those genes encoding enzymes that function in the biochemical steps of
anthocyanin pigment synthesis. There are multiple R2ZR3-MYB copies throughout a plant
genome, which allows MBW transcription complexes to be tissue- and function-specific
and limits deleterious pleiotropic effects of R2ZR3-MYB mutations. For example, in this
hypothetical cartoon example, three different MBW transcription complexes regulate
anthocyanin pigments in flowers, leaves and stems, and the R2R3-MYBs are shaded with
different colors to indicate specificity in the part of the pathway and/or the plant tissue
targeted. Other MBW transcription complexes, here with colors indicating different R2R3-
MYBs, can regulate pathways that produce trichomes (plant hairs), root hairs, and
stomata. Thus, mutations that change flower color can have limited effects on the rest of
the plant, even if they use a common mechanism of gene regulation. B. Similarly, in
animals, differences in the extent of pleiotropy are thought to affect which mutations
impact mating isolation. In insects, mutations in chemoreceptors at the sensory
periphery of neural systems might be more often responsible for mating isolation than
mutations affecting the central parts of the brain. In this schematic of a neural network,
the general direction of information is from left to right, with circles indicating neuronal
bodies and lines indicating their connections. Neurons tend to be more interconnected
and conduct higher-level computations going from the sensory periphery to the central
brain (Photos by MR and MS).
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Supplementary Materials — Spanish Version

Resumen

La importancia del aislamiento precigético para la especiacion se ha reconocido al menos
desde la Sintesis Moderna, sin embargo, varias preguntas fundamentales siguen abiertas. Por
ejemplo, ;cOmo se mantienen las asociaciones genéticas entre rasgos que contribuyen al
aislamiento precigético? ;Cudl es la fuente de variacidon genética subyacente a la evolucion
de estos rasgos? ;Y como las barreras precigbticas afectan los patrones de flujo genético?
Para abordar estas preguntas, revisamos caracteristicas genéticas compartidas por plantas y
animales que influyen en el aislamiento precigético. Las tecnologias emergentes hacen
posible cada vez mds la identificacion y caracterizacion funcional de los genes implicados,
permitiéndonos poner a prueba expectativas tedricas reconocidas. La consideracion del
contexto de desarrollo de estos genes permitird realizar nuevas predicciones sobre los factores
que limitan la evolucidén del aislamiento precigético. Las mejoras en curso de herramientas
estadisticas y computacionales revelardn cémo el aislamiento precigético y poscigético
pueden diferir en la forma en que influyen en el flujo genético a lo largo del genoma. Por

ultimo, destacamos las oportunidades de avanzar combinando la teoria con datos apropiados.

Introduccion

El aislamiento precigético incluye todas las barreras al flujo genético entre poblaciones que
ocurren antes de la fertilizacion. Al actuar en una fase temprana del ciclo de vida, se espera
que las barreras precigéticas tengan un efecto desproporcionado sobre el aislamiento
reproductivo (AR) total, ya que tienen el potencial de limitar el flujo genético antes de que
otras barreras puedan actuar (Coyne y Orr 2004; Ramsey et al. 2003). Un objetivo clave de la
genética evolutiva es comprender los mecanismos histéricos, de desarrollo y ecoldgicos que
generan divergencia adaptativa y aislamiento reproductivo. Sin embargo, un obstaculo
importante que limita nuestra comprension del aislamiento precigético es que este suele
afectar una variedad de fenotipos, como la fisiologia, color, morfologia y comportamiento.

Ademads, los tipos de rasgos que contribuyen al aislamiento precigético pueden variar entre
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organismos, lo que ha conducido a una falta de comunicacién entre los cientificos que
trabajan con distintos sistemas de estudio.

En este capitulo ofrecemos un repaso general de las caracteristicas comunes a
distintos organismos que pueden limitar o facilitar la evolucion del aislamiento precigético.
Comenzamos con el problema clésico del antagonismo seleccién-recombinacién, cémo
pueden superarlo los distintos tipos de variacion alélica y arquitectura genética, y las
contribuciones de investigaciones recientes en este ambito. Luego nos centramos en
consideraciones proximas, como los origenes de variacidn genética y cdmo su contexto de
desarrollo puede limitar la evolucién del aislamiento precigético. Por dltimo, examinamos
como las barreras precigéticas afectan al flujo genético y nos preguntamos como podemos
distinguir sus efectos de los del aislamiento poscigético. Concluimos con las oportunidades

que vemos para realizar avances significativos.

La recombinaciéon como un limitante clave de la evolucion de aislamiento precigético.
En la actualidad existe una gran cantidad de trabajos tedricos sobre la evolucion del
aislamiento precigético (ver las excelentes revisiones de Kirkpatrick y Ravigné 2002 y Kopp
et al. 2018). Aunque el aislamiento precigético puede evolucionar en alopatria (Knowlton et
al. 1993; Langerhans et al. 2007), 1a mayoria de los modelos consideran cémo la especiacion
puede proceder cuando las poblaciones contindan intercambiando alelos (ya sea bajo
simpatria completa, parapatria o después de un contacto secundario). Esto no se debe a que la
alopatria sea insignificante; si se da el tiempo suficiente, los rasgos divergirdn hasta el punto
en que las poblaciones ya no podrian entrecruzarse si sus dreas de distribucién vuelven a
solaparse. Sin embargo, como famosamente lo sefial6 Felsenstein (1981), cuando las
poblaciones permanecen en contacto, la evolucién del aislamiento precigdtico se enfrenta a
una limitante genética mds fundamental. Se trata de la "recombinacién, que actda para
aleatorizar la asociacion entre el mecanismo de aislamiento precigético (apareamiento
asortativo) y las adaptaciones a los dos entornos" (Felsenstein 1981).

A pesar del escepticismo de Felsenstein, cada vez es més claro que la especiacion
puede producirse a pesar del flujo genético (Arnold 2015; Abbott et al. 2013; Pinho y Hey
2010). Al mismo tiempo, se ha renovado la apreciacion del papel de la seleccion natural
divergente en la promocion de divergencia poblacional (Nosil 2012). Estas observaciones

estdn relacionadas porque la teoria predice que la especiacion con flujo genético normalmente
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requiere tanto la evolucion del apareamiento asortativo como la divergencia en rasgos
ecologicos (Kopp et al. 2018). Aunque existen modelos de especiacién con flujo génico
"libres de ecologia" (por ejemplo, Higashi et al. 1999), los supuestos son muy restrictivos.
Ademais, la especiacion con flujo genético que depende tinicamente de la seleccion sexual
puede considerarse poco realista (Kopp et al. 2018; pero ver Yang et al. 2019 para un ejemplo
de un mecanismo potencialmente extendido en el que la impronta sexual también causa
seleccién divergente). Por dltimo, la especiacion con flujo genético también requiere,
normalmente, el mantenimiento de asociaciones genéticas (es decir, desequilibrio de
ligamiento, DL) entre los alelos que contribuyen al apareamiento asortativo y aquellos bajo
seleccion divergente. Tomados juntos, estos requisitos plantean un reto conceptual que
perdura: si las poblaciones siguen cruzdndose, la recombinacién romperia el DL entre los
alelos de los rasgos que causan el apareamiento asortativo y el de los rasgos que estdn bajo
seleccién divergente ("antagonismo seleccion-recombinacion") (Felsenstein 1981). En otras
palabras, el flujo genético impediria la evolucion de las barreras reproductivas precigéticas
que mantienen separadas a las poblaciones. El ndmero y la distribucién de los loci barrera (es
decir, los loci que causan AR), y la naturaleza de los alelos en estos loci pueden influir

profundamente en la evolucion del aislamiento precigético (Smadja y Butlin 2011).

¢ Cuantos loci contribuyen al aislamiento precigético?

Una pregunta fundamental que podemos hacernos sobre el aislamiento precigético es:
(cudntos loci contribuyen a su evolucion? Se espera que arquitecturas genéticas con menos
loci de gran efecto sean mas resistentes a los efectos homogeneizadores del flujo genético que
las arquitecturas altamente poligénicas, en las que los loci tienen efectos pequenos
individualmente y estdn distribuidos ampliamente por el genoma. Esto se debe a que menos
loci ofrecen menos blancos para la recombinacion, y la seleccion (correlacional) se concentra
en menos blancos (Gavrilets 2004; Gavrilets y Vose 2007; Yeaman y Whitlock 2011).

El mapeo de locus de rasgo cuantitativo (QTL por su sigla en inglés) es una de las
principales herramientas utilizadas para identificar loci que contribuyen al AR y ha mejorado
nuestra comprension del aislamiento precigético (revisado en Arbuthnott 2009; Widmer et al.
2009). Sin embargo, el mapeo de QTL tiene una serie de limitaciones bien conocidas.
Aunque la generacion de marcadores genéticos es relativamente sencilla ahora, el gran

nimero de descendientes fenotipados necesarios para detectar QTL de forma robusta es a
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menudo dificil, limitando nuestra capacidad para detectar los QTL de efecto més pequefio y
dando lugar a sobreestimaciones de los tamafios de efecto (Beavis et al. 1994). Los QTL
resultantes pueden contener cientos de genes, lo que limita nuestra capacidad para estimar el
nimero de mutaciones subyacentes a los rasgos o para distinguir la pleiotropia del ligamiento
(Shahandeh y Turner 2020). Ademads, los estudios en los que no se identifican QTL pueden
permanecer sin publicar, lo que conduce a una visién sesgada de los tamafios de efecto.

Parece haber variacion en el nimero y tamaifio de los efectos de los loci que
contribuyen al aislamiento precigético tanto en plantas como en animales, sin embargo, los
estudios de QTL son dificiles de comparar directamente debido a las diferencias en
metodologia, tamafio de las muestras y tipos de rasgos medidos. Las sefiales y preferencias de
apareamiento en animales pueden ser poligénicas (Chenoweth y Blows 2006; Chenoweth y
McGuigan 2010), pero también hay pruebas de loci de gran efecto (Merrill et al. 2019; Xu y
Shaw 2019). Del mismo modo, en plantas con flores, el aislamiento floral a menudo implica
una mezcla de loci de gran efecto que controlan el color y olor con numerosos loci de efecto
pequeio que controlan la morfologia (Wessinger y Hileman 2020; Kay y Surget-Groba 2022;
Klahre et al. 2011; Yuan et al. 2013). Es probable que la divergencia en la afinidad del habitat
que contribuye al aislamiento ecogeografico o a la inviabilidad de los inmigrantes sea
altamente poligénica debido a los fenotipos multivariados implicados (Savolainen et al. 2013;
Barghi et al. 2020), pero también se han identificado loci de gran efecto en algunos casos (por
ejemplo, Selby y Willis 2018; Colosimo et al. 2005).

Aunque los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS por sus siglas en
inglés) y el mapeo de mezcla pueden proporcionar una gran resolucion, también pueden
adolecer de falta de potencia y depender de la disponibilidad de variacién natural. En los
casos que sea factible, combinar el mapeo con pruebas funcionales y enfoques genémicos
poblacionales puede proporcionar la mejor oportunidad para comprender la arquitectura
genética del aislamiento precigético (Stinchcombe y Hoekstra 2008; Bomblies y Peichel
2022). Los enfoques filogenémicos comparativos también pueden proporcionar una
herramienta 1til para comprender las barreras precigéticas que han evolucionado

repetidamente dentro de un clado (Smith et al. 2020).

. Qué tipo de variacion alélica contribuye al aislamiento precigético?
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Una segunda contribucién clave de Felsenstein (1981) fue la observacion de que,
independientemente del ndmero total de loci o de los rasgos o taxones implicados, el
aislamiento precigético debe evolucionar en loci genéticos individuales mediante un
mecanismo de "un alelo" o de "dos alelos" (Felsenstein 1981; Figura 1). Como se ha sefialado
antes (Kopp et al. 2018; Butlin et al. 2021), estos términos a menudo no se entienden bien,
pero "la distincion critica . . . es si el aislamiento reproductivo se fortalece mediante la
sustitucidn de alelos iguales o diferentes en las dos especies nacientes" (Felsenstein 1981).
Estos dos mecanismos no tienen por qué actuar de forma aislada, y la variacion en diferentes
componentes del aislamiento precigético, o incluso en rasgos individuales, puede implicar
tanto escenarios de uno como de dos alelos. Sin embargo, la distincién tiene implicaciones
importantes para la evolucion del aislamiento precigético con flujo genético, porque cuando
el mismo alelo fortalece el aislamiento precigético en ambas poblaciones divergentes
(mecanismo de un alelo), se evita el requisito de DL entre los loci bajo seleccién divergente y
los que aumentan el apareamiento asortativo. Dado que tales alelos fortalecerian el AR
incluso si recombinan en la otra poblacion, el flujo genético no supone ningtin obstaculo para
la sustitucion de alelos que aumentan el aislamiento.

Los mecanismos de un alelo son ampliamente aceptados como la via mas facil para
fortalecer el aislamiento precigético frente al flujo genético (Butlin et al. 2021). Los ejemplos
son potencialmente extendidos y podrian incluir alelos para una mayor selectividad en la
eleccion de pareja, migracion disminuida, impronta mds fuerte o menor varianza en el tiempo
de floracién. Sin embargo, la evidencia empirica actual de un mecanismo explicito de un
alelo de aislamiento precigdtico se limita a un Gnico experimento en moscas. Ortiz-Barrientos
y Noor (2005) mapearon primero la variacion intraespecifica en la discriminacién de
apareamiento de las hembras entre poblaciones de Drosophila pseudoobscura, que son
simpétricas o alopdtricas con respecto a la especie hermana D. persimilis. A continuacion,
probaron la existencia de un mecanismo de apareamiento asortativo de un alelo mediante la
introgresion de alelos de discriminacion fuerte (simpétrico) o de discriminacién débil
(alopatrico) de D. pseudoobscura en D. persimilis. Las hembras de D. persimilis con los
alelos de discriminacion fuerte de D. pseudoobscura fueron mucho menos propensas a
aparearse con machos heteroespecificos que aquellas con alelos de discriminacién débil de D.
pseudoobscura, 1o que demuestra directamente que los mismos alelos simpatricos podrian

aumentar el aislamiento precigético tanto en D. pseudoobscura como en D. persimilis (pero
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ver Barnwell y Noor 2008 para un intento fallido de replicacién). Estos experimentos ponen
de manifiesto la dificultad de probar mecanismos de un alelo, especialmente porque se basan
en poblaciones ancestrales indirectas, en este caso la D. pseudoobscura alopétrica, de
organismos experimentalmente manejables.

Dado que los mecanismos de un alelo pasarian desapercibidos en los enfoques tipicos
que investigan las diferencias entre taxones divergentes, comprender estos mecanismos
plantea un reto empirico significativo y representa un vacio importante en el estudio de la
genética de la especiacion. Sugerimos el uso de grupos externos apropiados para identificar
rasgos derivados y alelos compartidos entre el grupo interno que aumenten consistentemente
el apareamiento asortativo. Este enfoque requiere una comprension detallada de como los
rasgos afectan los patrones de apareamiento, ya que los enfoques que no tienen en cuenta el
fenotipo, como los escaneos gendmicos, pasarian por alto estos mecanismos. Es posible que
los rasgos que actualmente se caracterizan como innovaciones clave que aumentan las tasas
de especiacion dentro de los clados sean esencialmente mecanismos de un alelo. Por ejemplo,
la simetria floral bilateral se asocia con una polinizacién més especializada y mayores tasas
de diversificacion (Kay et al. 2006; Yoder et al. 2020). Los estudios genéticos a través de
transiciones independientes de simetria floral radial a bilateral han mostrado cambios
regulatorios similares que afectan a genes parecidos a CYCLOIDEA (revisado en Hileman
2014), que pueden funcionar como mecanismos de un alelo fortaleciendo el aislamiento
reproductivo entre taxa en estos clados. Esta hip6tesis podria comprobarse mediante
manipulaciones similares a las de Ortiz-Barrientos y Noor (2005) descritas anteriormente (o

indirectamente mediante manipulacién fenotipica).

. Como se mantienen las asociaciones genéticas entre los componentes del aislamiento
precigotico?

Cuando el aislamiento precigético evoluciona mediante la sustitucion de alelos diferentes en
poblaciones divergentes (mecanismo de dos alelos), debe mantenerse el DL entre los alelos
sujetos a seleccion divergente y los que subyacen a los componentes del apareamiento
asortativo. Una forma de conseguirlo es que los mismos rasgos sometidos a selecciéon
divergente contribuyan también al apareamiento asortativo. Aunque tales escenarios se
consideraban improbables (y por ello se denominaban "modelos de rasgos mégicos"

(Gavrilets 2004)), ahora es evidente que los rasgos de apareamiento asortativo estan



1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163

frecuentemente bajo seleccion divergente (Servedio et al. 2011). Por ejemplo, los patrones
brillantes de las alas de las mariposas Heliconius contribuyen al aislamiento ecoldgico
poscigdético, porque los hibridos con patrones de advertencia intermedios no son reconocidos
como desagradables, pero también actian como sefiales durante la eleccion de pareja (Jiggins
et al. 2001; Merrill et al. 2012). Del mismo modo, en los peces ciclidos, se ha hipotetizado de
que la adaptacion del sistema sensorial visual a entornos locales contribuye a preferencias de
pareja divergentes (Seehausen et al. 2008; Maan et al. 2017). El aislamiento floral también
encajaria a menudo en un modelo de rasgo magico, ya que la adaptacién divergente a
polinizadores locales contribuiria de forma natural al apareamiento asortativo. Por ejemplo, el
color de las flores de la flor mono (monkeyflowers en inglés) es objeto de seleccion divergente
por parte de los polinizadores locales, 1o que contribuye simultdneamente al apareamiento
asortativo (Schemske y Bradshaw 1999; Streisfeld y Kohn 2007).

Las asociaciones entre los rasgos implicados en el aislamiento precigético y aquellos
bajo seleccion divergente también pueden mantenerse a través de arquitecturas genéticas que
reducen la recombinacion, como el ligamiento genético estrecho, inversiones o pleiotropia
(Felsenstein 1981; Wellenreuther y Bernatchez 2018; Huang y Rieseberg 2020; Maynard
Smith 1966; Smadja y Butlin 2011). Existen pruebas de este tipo de arquitecturas genéticas,
en gran medida reveladas por estudios de mapeo de QTL. Por ejemplo, Hawthorne y Via
(2001) identificaron loci para la preferencia de hospedero y el desempefio en los pulgones del
guisante que se colocalizaron en las mismas regiones del genoma. Estos insectos se aparean
en su hospedero, lo que proporciona una via rapida para la especiacién. Desde entonces, otros
han reportado evidencia de ligamiento fisico entre los loci que subyacen al apareamiento
asortativo y los rasgos ecoldgicos, incluso en flores mono (Ferris et al. 2017; Lowry y Willis
2010) y mariposas Heliconius (Merrill et al. 2019). Una pregunta que perdura es si el
ligamiento fisico tipicamente facilita la sustitucion de alelos coadaptados o si los
reordenamientos estructurales o los supresores de recombinacion tipicamente aumentan el
ligamiento después de las sustituciones alélicas (Charlesworth y Charlesworth 1979;
Kirkpatrick y Barton 2006). Un enfoque para abordar esto podria ser examinar loci
homdlogos en un grupo externo. Por ejemplo, Hermann et al. (2013) hallaron cinco loci
estrechamente vinculados que controlan las diferencias en el color, el aroma y la morfologia
de las flores en especies de Petunia adaptadas a polinizacion por colibri frente a la

polinizacién por polilla. Al examinar la ubicacién de estos loci en parientes mds lejanos,
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mostraron que el ligamiento es exclusivo de Petunia, lo que sugiere que los reordenamientos
estructurales pueden haber atado estos alelos coadaptados (Hermann et al. 2013), aunque esto
debe ser confirmado por estudios de sintenia con grupos externos mas cercanos.

A nivel fenotipico, el apareamiento asortativo puede caracterizarse ademads por seguir
reglas de "preferencia de rasgos", en las que la divergencia coordinada entre los rasgos
masculinos y femeninos es necesaria para el apareamiento asortativo, o "reglas de
concordancia (matching rules en inglés)", en las que los individuos se aparean con individuos
similares basados en rasgos compartidos (Kopp et al. 2018). Esto tiene consecuencias
genéticas: mientras que es probable que los distintos rasgos masculinos y femeninos estén
controlados por loci diferentes, la concordancia de fenotipos implicaria loci compartidos. En
el escenario de preferencia de rasgos, que puede ser una caracteristica comun del aislamiento
comportamental en animales, aumenta el nimero de asociaciones genéticas entre loci
necesarias para que evolucione el aislamiento precigético, lo que impide la especiacién
(Smadja y Butlin 2011). En plantas, las incompatibilidades polen-pistilo pueden ser andlogas
a los sistemas de preferencia de rasgos animales. En estas situaciones, la especiacion puede
verse facilitada por estructuras genéticas, como el ligamiento estrecho o la pleiotropia, que
reducen la disociacién de los rasgos masculinos y femeninos (McNiven y Moehring 2013;
Pryke 2010; Merrill et al. 2019; Xu y Shaw 2019). El DL entre alelos de rasgo y preferencia
no ligados surgird como consecuencia natural del apareamiento no aleatorio (Kirkpatrick
1982), y si uno de estos componentes estd sujeto a seleccion divergente (un "escenario de
rasgo magico"), también ayudard a superar el antagonismo seleccidon-recombinacién. Sin
embargo, la fuerza del DL dependerd del tamafio del efecto de los alelos de 'preferencia’, y el
DL generado en estos escenarios puede no ser robusto a la recombinacién sin ligamiento
fisico o pleiotropia (Wiley et al. 2011). Sin embargo, las polillas taladro del maiz (corn borer
moths en inglés) proporcionan datos convincentes, donde los alelos para la variacion de
feromona y la preferencia correspondiente se encuentran en loci en cromosomas diferentes,
pero permanecen en DL fuerte (Unbehend et al. 2021; ver también Hench et al. 2019).

Cuando el apareamiento sigue una regla de concordancia, se requiere DL entre menos
pares de loci. El color de la flor es un ejemplo probablemente extendido (por ejemplo,
Schemske y Bradshaw 1999), porque tanto los componentes masculinos como femeninos de
una flor hermafrodita comparten la misma sefial para atraer polinizadores; sin embargo, la

divergencia en otros rasgos florales también puede contribuir a reglas de concordancia. Por
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ejemplo, Kay y Surget-Groba (2022) encontraron QTL para la divergencia en la longitud de
la flor en dos especies de jengibre espiral estrechamente relacionadas, lo que
simultdneamente determina si el polen se deposita, y luego recoge, en el pico o en la frente
del colibri, su polinizador compartido. Otros ejemplos de reglas de concordancia proceden
del aislamiento ecolégico o de hébitat, en el que individuos con afinidades similares se
aparean debido a la proximidad espacial y/o al solapamiento fenolégico. Un ejemplo clédsico
son los insectos fitéfagos que se aparean en su hospedero (Matsubayashi et al. 2010). En
peces espinosos (sticklebacks en inglés) adaptados a habitats bentonicos y limnéticos dentro
del mismo lago, Conte y Schluter (2013) revelaron la concordancia de fenotipos mediante la
manipulacién del tamaiio corporal. En el mismo sistema, Bay et al. (2017) descubrieron que
hembras hibridas F2 se apareaban con machos que eran similares en tamafio y forma
corporal, y los QTL de eleccién de pareja mapearon a una de las regiones antes mapeadas
para morfologia benténica frente a la limnética, lo que se explica mejor en un escenario de
concordancia fenotipica. Dado que el tamafio corporal esta bajo seleccion divergente en estos
peces, este ejemplo también corresponde a un modelo de rasgo magico. Ademds, aunque la
divergencia en el tamafio corporal implica alelos diferentes (un mecanismo de dos alelos), el
apareamiento asortativo podria fortalecerse mediante la sustitucién del mismo alelo en ambas
poblaciones (mecanismo de un alelo). Asi, los peces espinosos demuestran muy bien cémo
estos conceptos distintos, que implican reglas de concordancia, rasgos magicos y mecanismos
de uno y dos alelos, pueden actuar simultdneamente dentro de un mismo par de taxa (Figura
2).

A pesar de expectativas tedricas solidas, distinguir entre los mecanismos genéticos
que contribuyen al aislamiento precigético en poblaciones naturales sigue siendo dificil. En la
mayoria de los casos, serd necesario ir mds all4 de los estudios de mapeo tradicionales para
incorporar estudios de expresion genética, gendmica de poblaciones y genémica funcional.
Por ejemplo, los estudios de expresion genética en especies de Heliconius revelaron genes
candidatos subyacentes a un QTL de preferencia de apareamiento (Rossi et al. 2020) que
fueron implicados independientemente como loci barrera mediante métodos de genémica
poblacional (Laetsch et al. 2022). Estos resultados sugieren que el vinculo estrecho entre
estos genes candidatos y el gen del patrén de color responsable del mimetismo esta
impulsando este aislamiento, en lugar de la pleiotropia. De forma similar, en flores mono, un

locus de gran efecto ("YUP') que controla la deposicién de pigmentos (y la presencia o
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ausencia de guias de néctar que contribuyen al aislamiento floral) fue mapeado en una regién
gendmica que también controla otros rasgos florales y factores de esterilidad masculina en
hibridos (Bradshaw et al. 1995; Bradshaw y Schemske 2003). YUP se resisti6 a una diseccion
genética a mayor escala porque se ubica en una regién de recombinacién suprimida (Fishman
et al. 2013). Sin embargo, recientemente, Liang et al. (2023) utilizaron una combinacién de
construccidn de lineas casi isogénicas (NIL construction en inglés), ARNseq, ARNi,
transformacion, pruebas de complementacion, microscopia de fluorescencia confocal y
gendmica comparativa para demostrar que YUP produce ARNs pequefios de interferencia
(Liang et al. 2023). Sin embargo, todas estas aproximaciones dependen de la identificacién
previa de los loci blanco, la capacidad de manipular un gran ndmero de organismos
experimentales y una comprension detallada de los fenotipos subyacentes al aislamiento

precigotico.

¢ Coémo la historia evolutiva y el desarrollo limitan la evolucion del aislamiento
precigotico?

Una vez identificadas las bases genéticas de los rasgos que contribuyen al aislamiento
precigético, un paso siguiente importante es investigar la historia evolutiva de estas variantes,
lo que puede tener implicaciones significativas para determinar el tempo y el modo de
especiacion. Aunque los modelos cldsicos suelen asumir mutaciones de novo (revisado en Orr
2005), ahora estd claro que la variacion genética preexistente latente puede desempefiar un
papel importante (Barrett y Schluter 2008). Por ejemplo, las pérdidas repetidas de placas
laterales en poblaciones de peces espinosos de agua dulce se vieron facilitadas por la
variacion existente en el locus Eda en poblaciones marinas ancestrales (Colosimo et al. 2005;
ver Turbek et al. 2021 para un ejemplo similar en aves). Del mismo modo, cada vez se acepta
mads que la hibridacién e introgresion pueden promover la divergencia a través del
reensamblaje de variantes genéticas antiguas en combinaciones novedosas (la "visién
combinatoria" de la especiacion; Marques et al. 2019). Datos gendmicos recientes apoyan
este mecanismo, en particular en las radiaciones de las mariposas Heliconius, pinzones de
Darwin, peces ciclidos y flores mono, donde el flujo genético interespecifico parece haber
dado lugar al intercambio de alelos beneficiosos, facilitando asi una mayor divergencia
(Lamichhaney et al. 2015; Stankowski y Streisfeld 2015; The Heliconius Genome

Consortium et al. 2012). La hibridacién antigua también puede haber desencadenado
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radiaciones adaptativas completas al generar nuevas combinaciones alélicas, seguidas de
periodos de segregacion en entornos ecoldgicos distintos, como parece ser el caso de la
evolucion del gen de la opsina en los peces ciclidos del lago Victoria (Meier et al. 2017). Del
mismo modo, se cree que la hibridacidn antigua inici6 la rapida evolucion de los cambios de
hospedero entre razas de moscas Rhagoletis (Feder et al. 2003).

A pesar de estos ejemplos de los origenes de variacidn adaptativa, es posible
comprender mejor la historia de los rasgos adaptativos que contribuyen al aislamiento
precigético cuando los estudios genéticos se integran con el campo de la biologia evolutiva
del desarrollo (evo-devo). En particular, dado que los organismos se construyen mediante
programas genéticos que se despliegan secuencialmente durante el desarrollo, la pleiotropia
puede limitar los cambios genéticos que contribuyen a la evolucién fenotipica. De hecho, se
ha argumentado que es mds probable que la adaptacion se produzca a través de cambios en la
regulacidn de genes, ya que estas mutaciones son a menudo menos propensas a sufrir
penalizaciones de éxito reproductivo debido a la pleiotropia en comparacion con los cambios
en las secuencias que codifican proteinas (Stern y Orgogozo 2008; Prud'homme et al. 2007).
Aunque la evidencia emergente sugiere que los elementos reguladores de genes pueden ser
mas pleiotrépicos de lo que se pensaba (Preger-Ben Noon et al. 2018; Navy et al. 2018;
Lewis et al. 2019; Fuqua et al. 2020; Mazo-Vargas et al. 2022; 8), la diversificacion de
numerosos rasgos fenotipicos, incluidos aquellos implicados en aislamiento precigético, se ha
relacionado a menudo con cambios en la regulacién genética que afectan al desarrollo, en
lugar de con mutaciones en regiones codificantes (Abzhanov et al. 2004; Martin et al. 2012;
Reed et al. 2011; Unbehend et al. 2021). Ademas, la variacion en la estructura de la red de
regulacion genética puede influir enormemente en la trayectoria de la adaptacién, dando lugar
potencialmente a resultados evolutivos predecibles, incluida la reutilizacion de ciertos tipos
de mutaciones o genes especificos (Martin y Orgogozo 2013; Sobel y Streisfeld 2013).

Un ejemplo de cémo la pleiotropia y la organizacion de redes reguladoras de genes
pueden influir en la genética del aislamiento precigético proviene de las transiciones de color
de flores que provocan aislamiento de polinizadores. Las antocianinas son pigmentos florales
comunes responsables de las flores rojas, rosas, azules y pirpuras (Grotewold 2006). La
mayoria de las plantas también producen antocianinas en los tejidos vegetativos, donde
intervienen en diversas respuestas fisioldgicas al estrés (Winkel-Shirley 2002). Los

componentes estructurales y reguladores necesarios para la produccién de antocianinas estdn
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muy conservados, y la red que coordina la regulacion de las enzimas antocidnicas se ha
convertido en un paradigma para entender la regulacién combinatoria de genes en plantas
(Koes et al. 2005). Tres tipos de factores de transcripcién forman un complejo multiproteico
(conocido como complejo MBW) que regula caracteristicas de la diferenciacion celular
epidérmica, incluyendo la sintesis de antocianinas (Ramsay y Glover 2005). Entre las
familias de genes que codifican las proteinas que forman este complejo, una (las R2R3-

MY Bs) contiene miltiples copias que se sabe que regulan las antocianinas (Stracke et al.
2001). Estas duplicaciones dan lugar a redundancia funcional y generan especificidad tisular
en la pigmentacion antocidnica. Esta redundancia implica que cada proteina MYB de la red
tiene menor conectividad y menos efectos pleiotrépicos que otros miembros del complejo
MBW (Sobel y Streisfeld 2013) (Figura 3A). De hecho, a pesar de la posibilidad de que
mutaciones en numerosos genes generen fenotipos de color floral similares, todos los
ejemplos que implican divergencia en la intensidad del pigmento antocidnico floral entre
especies han sido causados por mutaciones en MYBs (Streisfeld y Rausher 2011). Asf pues,
la organizacién del complejo MBW vy la reducida pleiotropia de las mutaciones en MYB
parecen determinar qué genes tienen mds probabilidades de estar implicados en aislamiento

precigotico.

La necesidad de mantener la funcionalidad en niveles superiores de organizacion
bioldgica también puede determinar qué mutaciones contribuyen al aislamiento precigético.
Por ejemplo, se ha demostrado repetidamente que los cambios genéticos en la periferia
sensorial de los animales, en particular cambios en la codificacién de proteinas en los
receptores olfativos/gustativos, subyacen a la evolucion de aislamiento comportamental
(Leary et al. 2012; Fan et al. 2013; Prieto-Godino et al. 2017; Ahmed et al. 2019; Brand et al.
2020). Esto podria deberse a que los cambios en los genes quimiorreceptores tienen menos
efectos desadaptativos en el funcionamiento neural en comparacion con los cambios en los
circuitos cerebrales rio abajo/centrales (Figura 3B). Sin embargo, sigue siendo incierto si
estos patrones emergentes reflejan simplemente el sesgo derivado de la trazabilidad
experimental de la periferia sensorial (Cande et al. 2013; Zhao y McBride 2020), y si se
extienden a través de diferentes modalidades sensoriales. Se necesita mds investigacion para
confirmar los patrones generales que subyacen a la historia evolutiva de los alelos
comportamentales implicados en el aislamiento precigético. Por ejemplo, los cambios en los

circuitos neuronales centrales aguas abajo de los receptores sensoriales también estdn
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implicados en la evolucién de las preferencias de apareamiento divergentes guiadas por el
olfato entre especies (Seeholzer et al. 2018; Khallaf et al. 2020). En conclusion, al igual que
otras formas de evolucion fenotipica, la fuente genética de los rasgos que contribuyen al AR
probablemente son el resultado de fuerzas evolutivas que favorecen alelos con efectos
pleiotrépicos minimos, al tiempo que maximizan cambios adaptativos en un entorno

determinado.

., Como las barreras precigéticas afectan el flujo genético?
Aunque identificar los loci que contribuyen al aislamiento precigdtico es importante para
poner a prueba preguntas de larga data sobre la genética de la especiacidn, en dltima instancia
queremos saber hasta qué punto las barreras precigéticas reducen el flujo genético entre
poblaciones divergentes. Las estimaciones de la fuerza del AR pretenden cuantificar la
reduccidn del flujo genético potencial entre poblaciones (Coyne y Orr 2004; Sobel y Chen
2014). Aunque la medicién de los componentes del AR ha demostrado ser ttil para comparar
la prevalencia y la fuerza de diferentes tipos de barreras a través de los sistemas (Coyne y Orr
1997; Christie et al. 2022), todavia sabemos poco acerca de como la fuerza del AR se
corresponde con la reduccién del flujo genético. La ausencia de cualquier AR deberia dar
lugar a una homogeneizacién genética, mientras que un AR completo deberia impedir todo
flujo genético, permitiendo a las poblaciones evolucionar de forma independiente. Sin
embargo, en valores intermedios, como los que suelen darse entre pares de taxa que presentan
al menos cierto solapamiento geografico, es posible que el AR no tenga una relacion lineal
con el flujo genético. Es importante destacar que, con un AR incompleto, los patrones de flujo
genético y/o divergencia a través del genoma pueden ser complejos y variar entre loci
neutros, loci bajo seleccion divergente y loci ligados a loci seleccionados (Nosil y Feder
2012; Cruickshank y Hahn 2014). La arquitectura genética del AR y las tasas de
recombinacién local también determinarian como y cuédndo los loci bajo seleccion divergente
permanecen distintos frente al flujo genético (Schumer et al. 2018; Kautt et al. 2020). Por lo
tanto, comprender la relacidn entre la fuerza y el tipo de barreras precigéticas y el flujo
génico alcanzado a través del genoma es fundamental para comprender las circunstancias en
las que el aislamiento precigético causaria especiacion.

El aislamiento precigético y poscigético puede tener diferentes efectos sobre el flujo

genético. Las barreras precigbticas de accion temprana pueden ser mds eficaces a la hora de
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evitar el flujo genético, ya que impiden la formacién de hibridos y actdan al principio del
ciclo de vida, antes de que puedan actuar otras barreras (Coyne y Orr 1997; Ramsey et al.
2003). Sin embargo, también pueden variar en fuerza con el contexto ecoldégico mds que las
barreras poscigoéticas (por ejemplo, Hausmann et al. 2021; Sianta y Kay 2021). Por el
contrario, se espera que las barreras poscigéticas intrinsecas sean consistentes en todos los
entornos. Sin embargo, los hibridos, especialmente més alld de la generacién F1, pueden
mostrar una amplia variacién genotipica, fenotipica y de éxito reproductivo, de modo que el
flujo genético total puede ser elevado incluso cuando el éxito reproductivo de los hibridos es
bajo (revisado en Arnold et al. 2012; Rieseberg et al. 1999). En muchos casos, el impacto del
aislamiento precigético sobre el flujo genético se confundiria con el de las barreras
poscigoticas, ya sea por sus efectos independientes sobre el flujo genético en el mismo par de
taxa o por la contribucién de los mismos rasgos tanto al aislamiento precigético como
poscigbtico extrinseco.

Otro reto para comprender los efectos del aislamiento precigético sobre el flujo
genético es que los estudios de genética de poblaciones varian mucho en disefio y
metodologia, por lo que a menudo son dificiles de comparar. En concreto, los tipos de
marcadores utilizados, incluida su cobertura a lo largo del genoma y nivel de polimorfismo,
asf como el muestreo de la poblacidn, influirfan en las estimaciones del flujo genético
(revisado en Westram et al. 2022). Los métodos analiticos para evaluar el flujo genético
también varian ampliamente. Muchos estudios que sacan conclusiones sobre el flujo genético
sOlo reportan los patrones de divergencia genética dentro y entre los taxa, pero estos pueden
verse afectados por ancestria compartida y caracteristicas intrapoblacionales, como el tamafio
de la poblacién y el sistema de apareamiento. Pocos estudios evalian directamente las tasas
de migracién o, lo que es atin mds importante, la variacién de las tasas de migracién a lo
largo del genoma. Con los datos del genoma completo, se pueden utilizar modelos
demograficos para estimar una serie de parametros poblacionales, incluidas las tasas de
migracion direccional y la variacion en la tasa de migracion a través del genoma (por
ejemplo, Gutenkunst et al. 2009; Excoffier et al. 2021; Laetsch et al. 2022). Sin embargo, el
campo ain no se ha unido en torno a un enfoque estandar (revisado en Westram et al. 2022).
Por lo tanto, el depdsito de datos brutos en repositorios publicos es clave para futuros andlisis
comparativos de las relaciones complejas entre flujo genético y AR.

Una forma de sortear la variabilidad en el muestreo y el andlisis puede ser evaluar
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tanto el flujo genético direccional como las estimaciones direccionales de aislamiento
precigético dentro del mismo estudio (asi como Sundqvist et al. 2016). Por ejemplo,
centrandose en la transferencia interespecifica de polen en plantas, Moreira-Hernandez y
Muchhala (2019) compararon la fuerza y la asimetria de las barreras precigéticas con la
direccién predominante del flujo de genes en diez sistemas. Encontraron que solo cuatro de
diez sistemas mostraron concordancia en la direccion de la asimetria entre las barreras de
transferencia de polen y el flujo de genes, tres mostraron patrones contradictorios y el resto
fueron mixtos. En dos de los tres casos en los que los patrones no coincidian, las barreras
poscigoticas eran las responsables del patrén observado de flujo genético. Otro ejemplo
proviene de los girasoles, en los que Sambiatti et al. (2012) encontraron flujo genético
sustancial entre las dos especies focales a pesar de un aislamiento precigético muy alto y un
AR acumulado casi completo. La direccionalidad del flujo genético no coincide con la
asimetria en el aislamiento precigético, de nuevo debido potencialmente a la asimetria
opuesta en el aislamiento poscigético. Estos ejemplos subrayan la importancia de considerar
las barreras precigéticas y poscigéticas en el mismo sistema para desentrafiar su impacto en el
flujo genético. Investigaciones futuras sobre la eficacia de las barreras precigéticas podria
beneficiarse al centrarse en sistemas en los que se sepa que el aislamiento poscigético es débil
o inexistente.

El punto de vista complementario a la pregunta de cémo se relaciona el aislamiento
precigético con el flujo genético es preguntarse si los patrones de flujo genético o divergencia
genética pueden ayudarnos a entender los rasgos o loci que contribuyen al aislamiento
reproductivo. Los escaneos genémicos pueden ayudar a identificar loci bajo seleccion
divergente que pueden contribuir al aislamiento precigético y que se ajustan a los modelos de
dos alelos de AR, aunque deben interpretarse con cuidado para evitar factores de confusion y
falsos positivos (Marigorta et al. 2018). Se han encontrado patrones heterogéneos de
divergencia gendmica en una variedad de sistemas (por ejemplo, Westram et al. 2018; Martin
et al. 2013; Vijay et al. 2016; Poelstra et al. 2014; Malinsky et al. 2015; Riesch et al. 2017,
Marques et al. 2016), pero rara vez tenemos informacién correspondiente sobre los rasgos
que contribuyen al AR para conectarlos con estos patrones (pero ver Stankowski et al. 2023

para un intento en esta direccion).

Conclusiones
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A pesar de décadas de progreso en la comprension de la genética del aislamiento precigético,
vemos oportunidades para futuros avances. La mejora de las tecnologias genéticas,
gendmicas y de fenotipado permitird una diseccién mas fina y una caracterizacién funcional
del aislamiento precigético, proporcionando respuestas a preguntas bésicas sobre su
arquitectura genética en diversos sistemas y ayuddndonos a ir mds alld de estudios QTL
dificiles de comparar (ver también el capitulo de Delmore et al., en este volumen).
Destacamos una brecha entre la expectativa tedrica de que los mecanismos de un alelo
proporcionan la ruta mds facil para que el aislamiento precigdtico evolucione frente al flujo
genético, y nuestra capacidad para detectar este tipo de variacién genética con los enfoques
predominantes que caracterizan las diferencias entre especies. También vemos oportunidades
para una mayor integracion de la evo-devo con la genética de la especiacion. La comprension
de los programas de desarrollo en los que se insertan los rasgos aislantes precigéticos
conducird a mejores predicciones sobre las limitaciones de su evolucién. Ademads, queda
mucho trabajo por hacer para entender cémo el aislamiento precigético y postcigético
determinan el flujo genético y los patrones de divergencia genética en el genoma. La
creciente accesibilidad a la secuenciacién de genomas completos y el desarrollo de métodos
computacionales para estimar explicitamente las tasas de migracidon permitirdn comparar la
fuerza del AR con los niveles de flujo genético en multiples taxa y tipos de barreras de
aislamiento.

Por tdltimo, incluimos ejemplos de plantas y animales con la esperanza de integrar
mejor nuestra comprension del aislamiento precigético. Creemos que esto pone de relieve
principios comunes a pesar de sus biologias divergentes. Queda por determinar si existen
diferencias sustanciales en la genética del aislamiento precigdtico entre grupos taxonémicos,

independientemente de los sesgos metodolégicos.
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Glosario

Aislamiento precigético

Barreras de aislamiento reproductivo que actian antes de
que la fertilizacién ocurra.

Arquitectura genética

Para un fenotipo dado, el nimero, localizacién,
interacciones, modo de accion y tamaifio de efecto de los loci
subyacentes.

Desequilibrio de ligamiento
(DL)

La asociacion no aleatoria de alelos en loci diferentes (sin
importar su proximidad fisica).

Ligamiento (fisico)

Proximidad fisica de loci en un cromosoma.

Pleiotropia

Un fenémeno en el cual un alelo afecta multiples fenotipos.

Mecanismo de un alelo

Cuando el aislamiento reproductivo es fortalecido a través
de la sustitucion del mismo alelo en dos poblaciones
divergentes.

Mecanismo de dos alelos

Cuando el aislamiento reproductivo es fortalecido a través
de la sustitucion de alelos diferentes en dos poblaciones
divergentes.

Modelos de rasgos magicos

Modelos de especiacidén que invocan un rasgo bajo seleccion
divergente que también contribuye al apareamiento
asortativo.
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Cuando individuos se reproducen con individuos parecidos
basados en la presencia de rasgos que ambos tienen en
comun.

Regla de concordancia de
fenotipo

Cuando la divergencia coordinada entre los rasgos de
machos y hembras es necesaria para que haya apareamiento
asortativo.

Regla de rasgo-preferencia
(sin concordancia)
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A Mudltiples loci pueden
influenciar las barreras )
precigdticas.

B En cada locus, el
aislamiento reproductivo
debe evolucionar
mediante la sustitucion
de la misma mutacién
(un alelo) o mutaciones
diferentes (dos alelos) en
las dos especies
nacientes.

C El tipo de variacién de un
alelo seria dificil de
detectar porque no hay
variacioén genética entre
las especies nacientes
en esos loci.

v
Mecanismo de un alelo
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Figura 1. A. Sustituciones en multiples loci (las cuales pueden influenciar multiples
rasgos fenotipicos) pueden fortalecer el aislamiento precigético. En cada locus, el alelo
ancestral puede ser reemplazado por la sustituciéon de un alelo derivado. B. En cada
locus, el aislamiento precigético debe evolucionar mediante la sustitucién del mismo

alelo ("mecanismo de un alelo") o de alelos diferentes ("mecanismo de dos alelos"). En el
ejemplo hipotético que se muestra aqui, los alelos de un locus del cromosoma 2 influyen
en el color de las flores y causan divergencia en las dos especies nacientes, fortaleciendo
asi el apareamiento asortativo. Esto puede lograrse mediante la sustitucién de los
mismos alelos derivados (quizas a través de la evolucién de la plasticidad fenotipica
inducida por el habitat), o mediante la fijacién del alelo derivado en ambas poblaciones.
Se espera gue los mecanismos de un alelo faciliten en gran medida la evolucién del
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aislamiento precigético, porque no se requiere DL con otros componentes (como la
adaptacion local). Los mecanismos de uno y dos alelos no son mutuamente excluyentes,
y ambos tipos de variacién pueden contribuir a las barreras precigéticas, o incluso a los
mismos fenotipos. C. Aunque la variacién alélica de tipo un alelo suele ser mas dificil de
comprender, los ejemplos son potencialmente extendidos y podrian incluir alelos para
una mayor selectividad para elegir pareja, menor migracién, impronta mas fuerte o
menor varianza en el tiempo de floracién, entre otros. Sin embargo, nuestra capacidad
para detectar este tipo de variacién genética puede estar limitada por el enfoque tipico
en la caracterizacién de las diferencias entre especies (incluyendo QTL, GWAS, analisis
de "escaneos gendmicos", etc.). En consecuencia, aunque los mecanismos de un alelo se
aceptan ampliamente como la via mds sencilla para reforzar el aislamiento precigético
frente al flujo genético, las pruebas empiricas sélidas siguen siendo limitadas.

B Tipo de variacion genética

Un alelo Dos alelos
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Figura 2. Se han propuesto tres clases amplias de modelos conceptuales que reducen el
ndmero de asociaciones genéticas (DL) que deben mantenerse para que evolucione el
aislamiento precigético frente al flujo genético. Estos modelos incluyen: A. Concordancia
de fenotipos, donde el apareamiento asortativo depende de la presencia de rasgos que
ambos sexos tienen en comun (Kopp et al. 2018); B. Mecanismos de un alelo, donde el
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aislamiento precigético se ve fortalecido por la sustituciéon del mismo alelo en las dos
especies nacientes (Felsenstein 1981; Figura 1); y C. Modelos de rasgos magicos, que
asumen que un rasgo bajo seleccién divergente también contribuye al apareamiento
asortativo (Gavrilets 2004). Estos escenarios no se excluyen mutuamente y pueden
contribuir simultdneamente a la evolucién del aislamiento precigético durante un Unico
evento de especiacién. Los simbolos representan diferentes fenotipos implicados, donde
los circulos son rasgos que no estdn directamente relacionados con el apareamiento
(sobre los que puede actuar la seleccién divergente, representada por flechas), y los
cuadrados y tridngulos representan rasgos de apareamiento especificos del sexo (que
pueden ser uno y el mismo en escenarios concordantes). Los corchetes representan las
asociaciones genéticas (DL) que deben mantenerse para que evolucione el aislamiento
precigdtico cuando persiste el flujo genético. Suponemos que las sustituciones alélicas (a
para ancestral o d para derivado) que evolucionan segin un mecanismo de uno o dos
alelos influyen en uno de los fenotipos especificos del sexo, pero podrian influir
igualmente en todos los componentes del aislamiento precigético (es decir: cuadrados,
tridngulos y circulos). A modo de ejemplo: i) Se ha demostrado experimentalmente que
el mismo alelo refuerza la preferencia femenina por machos coespecificos en las
especies hermanas Drosophila subobscura y D. persimulans (Ortiz-Barrientos y Noor
2005) (Foto: D. Obbard); ii) Las interacciones entre espermatozoides y évulos que
contribuyen al aislamiento postapareamiento precigético podrian representar un
escenario de preferencia de rasgos, pero es poco probable que estén sometidas a
seleccidn divergente directa (Foto: Desconocido via Wikimedia Commons); iii) La
seleccién divergente que actla sobre la morfologia del pico influye en el canto de los
pinzones de Darwin (Podos 2001), que es aprendido por las hembras. Es concebible que
los alelos que aumentan la capacidad de aprendizaje puedan propagarse en ambas
especies, fortaleciendo asf el aislamiento reproductivo (Foto: Kammster via Wikimedia
Commons); iv) En Heliconius cydno y H. melpomene, alelos diferentes determinan
preferencias visuales de apareamiento divergentes para patrones de advertencia
brillantes, que estan bajo seleccién divergente. En este caso, se sabe que el vinculo
estrecho entre el patrén alar y los alelos de preferencia ayuda a mantener el DL (Merrill
et al. 2019) (Foto: G. Gallice via Wikimedia Commons); v) El color de las flores
(controlado por diferentes alelos) estd bajo seleccién divergente por parte de los
polinizadores locales, lo que contribuye simultdneamente al apareamiento asortativo
(Schemske y Bradshaw 1999) (Foto: KK); vi) Diferentes especies de pinzones parésitos de
nido Vidua han evolucionado una serie de adaptaciones, como la coloracién de la boca, lo
que les permite parasitar nidos de diferentes especies hospederas. Tanto los pichones
machos como las hembras aprenden el canto de sus padres adoptivos, lo que contribuye
al apareamiento asortativo (Sorenson et al. 2003). Es concebible que el mismo alelo
pueda propagarse por distintas especies para reforzar la capacidad de aprendizaje o la
preferencia por distintos hospederos (Foto de Jamie et al. 2020); vi) Los pulgones del
guisante se han adaptado a distintas plantas hospederas, en las que se aparean. El DL
entre alelos para el desempefio y la preferencia se mantienen mediante ligamiento fisico
(Hawthorne y Via 2001) (Foto: A. Murray via Wikimedia Commons).
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Via de antocianinas

Las mutaciones estructurales
en genes quimiorreceptores
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Figura 3. A. En plantas, las transiciones evolutivas en el color de las flores son
facilmente causadas por mutaciones en genes que codifican factores de transcripcion
R2R3-MYB. Estas proteinas R2R3-MYB se combinan con una proteina de repeticién WD
(WDR) y al menos dos proteinas de hélice-bucle-hélice basicas (bHLH) para formar
complejos de transcripcién multiproteicos (cominmente denominados MBW). Los MBW
regulan multiples genes que determinan el destino de las células epidérmicas en toda la
planta, incluidos los genes que codifican enzimas que funcionan en los pasos bioquimicos
de la sintesis del pigmento antocianina. Existen multiples copias de R2R3-MYB en el
genoma de una planta, lo que permite que los complejos de transcripcién MBW sean
especificos de tejido y funcién y limita los efectos pleiotrépicos deletéreos de las
mutaciones R2R3-MYB. Por ejemplo, en este diagrama hipotético, tres complejos de
transcripcion MBW diferentes regulan los pigmentos antocidnicos en flores, hojas y tallos.
Los R2R3-MYB estan sombreados con diferentes colores para indicar la especificidad en
la parte de la via y/o el tejido vegetal blanco. Otros complejos de transcripcién MBW,
aqui con colores que indican diferentes R2R3-MYBs, pueden regular vias que producen
tricomas (pelos de la planta), pelos radicales de la raiz y estomas. Asi, las mutaciones
que cambian el color de las flores pueden tener efectos limitados en el resto de la planta,
aunque utilicen un mecanismo comun de regulaciéon genética. B. Del mismo modo, en los
animales, se cree que las diferencias en el alcance de la pleiotropifa afectan cuales
mutaciones influyen en el aislamiento de apareamiento. En los insectos, las mutaciones
en los quimiorreceptores de la periferia sensorial de los sistemas neuronales podrian ser
responsables con mas frecuencia del aislamiento de apareamiento que las mutaciones
que afectan las partes centrales del cerebro. En este esquema de una red neuronal, la
direccién general de la informacién es de izquierda a derecha, con circulos que indican
los cuerpos neuronales y lineas que indican sus conexiones. Las neuronas tienden a estar
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mas interconectadas y realizan cédlculos de mayor nivel yendo de la periferia sensorial al
cerebro central (Fotos de RM y EM).
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