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el margen, la superficie [...]. Esa es la parte relacionada con la
accién y la actuacion, el lado aspero. La otra parte es la decisién y

el juicio [...], mas suave, mas delicado y mas complejo.”

Don Juan Matus
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RESUMEN

La placentotrofia y la superfetacion son estrategias reproductivas en los peces
viviparos de la familia Poeciliidae, dada la diversidad del linaje es posible explorar
como han evolucionado estas dos estrategias en la historia del grupo. Nuestros
resultados sorprendentes revelan una relacién compleja entre estas estrategias
reproductivas y sus efectos en la morfologia y diversificacion de los peces. Aqui
exploramos con métodos comparativos filogenéticos cual de estos dos rasgos
reproductivos aparecid6 primero impulsando mayores niveles del otro.
Contrariamente a nuestras expectativas, encontramos que la superfetacion precede
a la evolucién de la placentotrofia, lo que sugiere una coadaptacion entre estas
estrategias para optimizar la nutricion de los embriones. Posteriormente,
analizamos cémo las estrategias reproductivas influyen en la morfologia corporal.
Descubrimos que la superfetacién esta asociada con cuerpos mas delgados e
hidrodindmicos en las hembras, independientemente de la presencia de
placentotrofia. Después, examinamos la diversificacion de las estructuras genitales
masculinas, los gonopodios. Contrario a nuestras expectativas, descubrimos que
las especies lecitotroficas sin superfetacion exhiben tasas de diversificacion mas
altas en algunas estructuras del gonopodio. Ademas, encontramos que la
superfetaciéon impulsa la evolucion hacia un mayor numero de sierras en los
gonopodios, relacionado con la competencia por la paternidad. En conjunto, estos
hallazgos destacan la importancia de la superfetacion en la coevolucién de las
estrategias reproductivas y la morfologia de peces de la familia Poecilidae. La
superfetacion parece ser una fuerza evolutiva clave que influye en la forma y funcion
de las estructuras genitales masculinas, asi como en la morfologia corporal de la
shembras. Esta tesis ofrece una visibn mas completa de la evolucion de las
estrategias reproductivas y como estas han impulsado la diversificacion en esta

familia de peces viviparos.



ABSTRACT

Placentotrophy and superfetation are reproductive strategies in viviparous fish of the
family Poeciliidae, given the diversity within the group, it is possible to explore how
these two strategies have evolved in the life-history of the family. Our astonishing
results reveal a complex relationship between these reproductive strategies and
their effects on fish morphology and genital diversification. Here, we investigate with
phylogenetic comparative methods which of these two reproductive traits appeared
first, driving the evolution higher levels of the other. Contrary to our expectations, we
found that superfetation precedes the evolution of placentotrophy, suggesting a
coadaptation between these strategies to optimize embryo nutrition. Subsequently,
we analyze how these reproductive strategies influence body morphology. Using
geometric morphometric we explore the morphological changes. We discover that
superfetation is associated with slender and more hydrodynamic bodies in females,
regardless of the presence of placentotrophy. Next, we examine the diversification
of male genital structures, the gonopodia. Opposite to our predictions, we find that
lecithotrophic species without superfetation exhibit higher diversification rates in
some gonopodial structures. Furthermore, we find that superfetation drives the
evolution of a greater number of serrae in gonopodia and larger gonopodia, related
to competition for paternity. Overall, these findings highlight the importance of
superfetation in the coevolution of reproductive strategies and the morphology of
Poeciliidae fish. Superfetation appears to be a key evolutionary force that influences
the shape and function of male genital structures, as well as female body
morphology. This thesis provides a more comprehensive view of the evolution of
reproductive strategies and how they have driven diversification in this family of

viviparous fish.
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Capitulo 1 Introduccion general

Viviparidad

La viviparidad es un modo reproductivo que ha trascendido limites taxonémicos,
ecologicos y geograficos, y tiene importantes implicaciones fisioldgicas,
conductuales y morfoldgicas debido a su evolucion convergente en varios grupos
de vertebrados (Blackburn 2005; Ostrovsky et al. 2016). Ha aparecido
repetidamente y de manera independiente en diversos grupos taxonémicos
(Dunbrack y Ramsay 1989; Dulvy y Reynolds 1997). A pesar de que las aves son
una excepcion a esta condicion vivipara, se puede encontrar en todos los demas
grupos de vertebrados, incluyendo obviamente a los mamiferos, diversas especies
de anfibios y peces cartilaginosos, algunos clados de peces 0seos y

aproximadamente el 20% de las lagartijas y serpientes (Blackburn 1999).

Este modo reproductivo es un rasgo innovador que esta involucrado
en procesos evolutivos que conducen a un aumento en la tasa de
diversificacion de los grupos taxonémicos (Lydeard 1993; Helmstetter et al.
2016). En el caso de los peces, la viviparidad promueve ademas un
incremento en las tasas de colonizacion y establecimiento en nuevas
regiones geograficas, incluso con solo una hembra gravida (Deacon y
Magurran 2016). Aun en condiciones ambientales desfavorables, las tasas
de supervivencia de las crias de especies viviparas se mantienen altas
debido a la proteccién que reciben al desarrollarse dentro de la madre (Zeh

y Zeh 2000).

La reproduccion vivipara implica que el desarrollo embrionario ocurre

internamente en la hembra, lo que ha llevado a la evolucion de
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Capitulo 1 Introduccion general

adaptaciones en el tracto reproductivo para mantener y proporcionar nutrientes a
los embriones durante su desarrollo (Wourms 1981). Se resalta principalmente la
relevancia del cuidado parental, la supervivencia y los niveles de fecundidad.
Junto a esto, resulta fundamental tener en cuenta las ventajas ecoldgicas. Estas
incluyen la expansion en el area de distribucion y la capacidad destacada que
presentan algunas especies viviparas debido al desarrollo interno de las crias para
establecerse como especies invasoras. "Esta proteccion también se extiende a la
salvaguardia de los embriones en las estructuras maternas, lo que los resguarda
de depredadores y deshidratacion (Blackburn 1999; Goodwin et al. 2002).
Asimismo, se destaca la relevancia del intercambio gaseoso y la transferencia
directa de nutrientes hacia el embrion (Blackburn 2015).

Transferencia de nutrientes

En vertebrados viviparos, las madres proveen a los embriones de los nutrientes
gue necesitan para su desarrollo dentro de su tracto reproductivo. La formay el
momento en que las madres transfieren estos nutrientes a los embriones varian
ampliamente entre y dentro de grupos taxonomicos. Hay distintos mecanismos
fisioldgicos y anatémicos a través de los cudles las madres proveen de estos

nutrientes.

La entrega de nutrientes en la matrotrofia se ha clasificado en 6 modos o
patrones segun cémo el embridén absorbe o recibe tales nutrientes (Blackburn
2015):1) oofagia, donde se alimentan del vitelo de embriones hermanos o de los
restos de la reabsorcion; 2) embriofagia, que se refiere al canibalismo entre

hermanos; 3) histotrofagia, que involucra la transferencia de nutrientes a través del
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espacio entre los tejidos de la cavidad materna y el embridn; 4) histofagia,
donde adquieren nutrientes en forma de liquidos; 5) matrofagia, que implica
la ingesta de secreciones o tejidos maternos; y 6) placentotrofia, que se
refiere a la presencia de una placenta, que es la aposicién o fusion de las
membranas fetales y maternas para el intercambio fisiolégico (Mossman
1991). La placentotrofia es el patron que mejor describe la transferencia de
nutrientes dentro de la familia Poeciliidae, y esta se lleva a cabo gracias a la

presencia de la placenta folicular (descrita mas adelante).

Adicionalmente a la forma en que son transferidos los nutrientes a los
embriones en desarrollo, también hay variacion entre linajes e incluso entre
especies cercanas en el momento del desarrollo en el que las madres
transfieren nutrientes a sus embriones. De hecho, es posible observar un
continuo dependiendo de cuando los nutrientes son provistos por las
madres (Blackburn 2015). En el punto méas extremo de este continuo
encontramos la lecitotrofia, que sucede en la mayoria de las especies de
lagartijas y serpientes (Marsh-Matthews 2011). Aqui, la madre deposita
practicamente todos los nutrientes que el embrion necesitara durante su
desarrollo en forma de vitelo directamente en el 6vulo maduro o huevo
antes de la fertilizacion. Por ejemplo, en embriones de la serpiente
Thamnophis ordinoides, la fuente principal de nutrientes para su desarrollo
es el vitelo, ya que la madre no transfiere nutrientes adicionales durante el
desarrollo, y los embriones se alimentan exclusivamente de este vitelo

(Stewart et al. 1990).




Capitulo 1 Introduccion general

En el otro extremo del continuo, encontramos la matrotrofia extrema
(Marsh-Matthews 2011; Pires et al. 2011). El ejemplo mas evidente de este modo
de provisionamiento materno lo representan todos los mamiferos placentarios,
donde la madre transfiere activamente a sus embriones todos los nutrientes que
necesitan durante su desarrollo. En este caso, el 6vulo maduro carece totalmente

de sustancias nutritivas antes de ser fertilizado.

La lecitotrofia y la matrotrofia representan los extremos de un continuo de
estrategias de transferencia de nutrientes de la madre a los embriones en
desarrollo (Pollux et al. 2009). Entre estos extremos, encontramos algunas
especies intermedias que combinan la asignacion de nutrientes antes y después
de la fertilizacion. Especificamente, los 6vulos maduros contienen un poco de
vitelo al momento de ser fertilizados y, ademas, las madres transfieren
activamente distintas cantidades de nutrientes a sus embriones a lo largo del
desarrollo, lo que se conoce como matrotrofia incipiente (Trexler y DeAngelis
2003; Turcotte et al. 2008). En los peces viviparos de la familia Poeciliidae,
encontramos especies con matrotrofia extrema, algunas otras son estrictamente

lecitotroficas y muchas otras presentan matrotrofia incipiente (Pollux et al. 2009;

Figura 1).

Asimismo, la variacion en el nivel de matrotrofia también se puede observar
entre poblaciones de la misma especie (Schrader y Travis 2008; Zufiga-Vega et
al. 2011). Recientemente, Molina-Moctezuma y colaboradores (2020) demostraron
gue en poblaciones de Poeciliopsis gracilis y Poeciliopsis infans, las cantidades de

nutrientes transferidas de la madre a los embriones antes y después de la
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fertilizacion varian de forma importante entre poblaciones, estaciones del

afo e incluso entre individuos dentro de las poblaciones.

Para evaluar el lugar de una especie en este espectro de
transferencia materna de nutrientes, se calcula el indice de matrotrofia (Ml
por sus siglas en Inglés), definido como el peso seco promedio de la
descendencia al nacer dividido por el peso seco promedio de los 6vulos en
el momento de la fertilizacion (Reznick et al. 2002). Las especies con
valores de MI <1, que oscilan entre 0.5y 0.75 se pueden clasificar como
lecitotroficas. Estos valores indican que los embriones pierden entre un 25%
y un 50% de su masa seca durante la gestacion debido a los costos
metabolicos asociados al desarrollo; ya que la mayor parte de la inversion
materna se realiza antes de la fertilizacion (Wourms 1981). Esto implica que
el peso al nacer es menor que el peso del ovocito maduro. Por otro lado, las
especies con valores de MI > 1 se clasifican como matrotroéficas, dado que
los embriones aumentan su peso seco al recibir recursos directamente de la
madre durante el desarrollo. En este caso, el valor de Ml se mantiene
cercano a 1, ya que el peso se mantiene constante a lo largo del desarrollo
debido a que las madres transfieren nutrientes durante este proceso
(Reznick et al. 2002). La variacion del nivel de placentotrofia entre especies
y poblaciones sugiere que la transferencia de nutrientes hacia los
embriones durante el desarrollo evoluciona relativamente rapido y
representa ventajas adaptativas bajo ciertas condiciones ambientales

(Trexler y DeAngelis 2003; Pollux et al. 2009).
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Numero de especies
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Figura 1. Histograma que muestra el nimero de especies de peces de la
familia Poeciliidae con distintos valores del indice de matrotrofia (IM). Este
histograma muestra una distribucion continua que va desde lecitotrofia estricta
(izquierda en el continuo) hasta matrotrofia extrema (extremo derecho el
continuo). Modificada de Reznick et al. (2021).
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Superfetacion

Otra estrategia reproductiva muy interesante y presente en varios taxa es la
superfetacidon, que se caracteriza por la presencia simultanea de dos o mas
grupos de embriones en distintos estadios de desarrollo (camadas) dentro del
tracto reproductor de una misma hembra (Turner 1937; Scrimshaw 1944; Zufiga-
Vega et al. 2010). El origen latino de la palabra superfetacion describe la
superposicion de la descendencia: superfetare ‘concebir de nuevo', de super-

'sobre-'y fetus 'cria’.

La superfetacion se ha documentado, aparentemente, en varios
mamiferos (Roellig et al. 2011), como el visébn americano (Mustela vison)
(Yamaguchi et al. 2004), el ualabi de tammar (Macropus eugenii) (Menzies
et al. 2020) y la liebre europea (Lepus europaeus). Incluso se ha
encontrado superfetacion en los humanos como resultado de tratamientos
de fertilidad (Lantieri et al. 2010). Sin embargo, es mas comun encontrarla
en peces viviparos, especialmente en la familia Poeciliidae (Scrimshaw
1944; Zainiga-Vega et al. 2007), en la que varios de sus géneros, como

Poeciliopsis, son superfetadores.

Dentro de la familia Poeciliidae, hay variacion interespecifica, ya que
algunas especies presentan superfetacion (mas de una camada), mientras
gue otras no (solamente una camada), y el nimero de camadas
simultaneas difiere notablemente entre especies. Por ejemplo, Poeciliopsis

baenschi puede llevar de forma simultanea dos o tres camadas (Zufiga-

10
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Vega et al. 2017), mientras que Heterandria formosa puede gestar hasta ocho

camadas al mismo tiempo (Haynes 1995).

Ademas, la variacion en el nivel de superfetacion también puede ser
intraespecifica, es decir, hay diferencias entre las poblaciones. Zufiga-Vega y
colaboradores (2007) demostraron que las poblaciones de Poeciliopsis
turrubarensis que habitan en zonas del rio donde el flujo de agua es mas rapido
tienen mas camadas simultaneas que las poblaciones que habitan en zonas de
flujo lento. También se ha observado variacion estacional en el nUmero de
camadas que llevan Poeciliopsis gracilis y Poeciliopsis infans (Frias-Alvarez et al.
2014). La distribucion filogenética y la variacion intraespecifica del nivel de
superfetacion sugieren que este modo reproductor ha evolucionado de manera
independiente multiples veces y que puede tener ciertas ventajas adaptativas en

circunstancias particulares (Zufiga-Vega et al. 2010).

Se han propuesto diversas hipotesis sobre las ventajas adaptativas de la
superfetacion (Zufiga-Vega et al. 2010). Una de estas hipétesis sugiere que
podria reducir la carga fisica asociada con el desarrollo embrionario interno en
entornos acuaticos o con alta presion de depredacion (Fleuren et al. 2019). En
ambientes donde la amenaza de depredadores es elevada, los peces deben ser
agiles para escapar, lo que favorece formas corporales delgadas y alargadas
(Langerhans 2009). En organismos viviparos, una inversion significativa en la
produccion de crias suele conducir a un incremento notable en el volumen
corporal. Segun Ghalambor y colaboradores (2004), en los poecilidos, el

crecimiento de los embriones puede aumentar la masa y el volumen corporal de

11
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las hembras de forma importante durante la gestacion. En el caso de las
especies superfetadoras, una menor asignacion a la reproduccion se
traduce en una menor carga durante la natacion. Por ende, la superfetaciéon
busca lograr una distribucion mas equitativa de la reproduccion a lo largo
del tiempo, mediante un esquema de redistribucion, lo que reduce la
inversion total de recursos que la madre realiza en momentos especificos,
sin afectar la produccion global de descendencia (Zufiga-Vega et al. 2010).
En otras palabras, la superfetacion permite a la hembra llevar embriones de
mayor tamafo en etapas avanzadas, asi como embriones en etapas
tempranas. Cuando finalmente nazcan los embriones a término, la hembra
tendra solo los embriones mas pequefios en desarrollo. Esto les permite a
las hembras mantener una alta produccion reproductiva al mismo tiempo
gue reducen el espacio corporal necesario para llevar una camada grande
(Thibault y Schultz 1978). Por ejemplo, una hembra sin superfetacion
tendria una mayor distension abdominal al gestar una sola camada de 12
embriones, mientras que una hembra con superfetacion podria llevar esos
mismos 12 embriones divididos en tres camadas diferentes en distintos

estados de desarrollo.

Por otro lado, la superfetacion en peces se plantea como una
estrategia que otorga ventajas en el control de la paternidad, relacionada
con conflictos sexuales y asimetrias en la inversion reproductiva entre
machos y hembras (Macias-Garcia y Gonzalez-Zuarth 2005). En especies

con machos ornamentados, las hembras pueden seleccionar parejas de alta

12
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calidad y asignar su descendencia a un macho especifico. Por otro lado, en
especies con machos que carecen de ornamentos, que tienen un gonopodio chico
gonopodio chico y realizan inseminaciones forzadas, las hembras podrian verse
obligadas a gestar una camada de baja calidad (Rosen y Tucker 1961). Un
aspecto interesante que respalda la idea de que las hembras superfetadoras
influyen en el control de la paternidad es la presencia de estructuras conocidas
como espermatecas, que actian como reservorios de esperma (Olivera-Tlahuel et
al. 2017). Estas estructuras sugieren la capacidad de las hembras para retenery
seleccionar el esperma de diferentes machos, lo que refuerza ain mas su
influencia en la determinacion de la paternidad. En conjunto, la superfetacion en
peces parece estar adaptada para abordar los desafios de la asimetria sexual y
los conflictos reproductivos, brindando a las hembras la oportunidad de mejorar la
calidad de los machos con los que se aparean y evitando la monopolizacion de la

paternidad por un solo macho.

La relacidon entre la placentotrofia y la superfetacion y su

posible valor adaptativo

Estudios recientes han demostrado que la placentotrofia y la superfetacion han
evolucionado de manera correlacionada (Meredith et al. 2011; Pollux et al. 2014;
Figura 2). De hecho, la gran mayoria de las especies que presentan superfetacion
tienen al menos placentotrofia moderada. En contraste, muchas de las especies
sin superfetacion son lecitotréficas (Macias-Garcia y Gonzalez-Zuarth 2005; Pollux
et al. 2009, 2014). A pesar de que la placentotrofia y la superfetacion ocurren

juntas la mayoria de las veces, existen pocas excepciones en las que no sucede
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asi. Por ejemplo, algunas especies de los géneros Phalloceros y Pamphoricthys
son placentotréficos pero no tienen superfetacion, mientras que Priapichtys,
Neoheterandria y algunas especies de Poeciliopsis tienen superfetacién pero son

lecitotroficas (Furness et al. 2019).

El patron de evolucién correlacionada entre placentotrofia y
superfetacion, observado en la mayoria de las especies de la familia
Poeciliidae (a pesar de algunas excepciones), ha dado lugar a la hipotesis
de que la evolucion de una de estas dos estrategias reproductivas facilita o
promueve la evolucion de la otra Aunque existe evidencia clara de que la
placentotrofia y la superfetacion tienden a evolucionar de manera conjunta
(Furness et al. 2021), todavia persiste la cuestion de si el desarrollo de
niveles relativamente altos de placentotrofia preceden al surgimiento de
niveles avanzados de superfetacion (mas camadas simultaneas), o si, por el
contrario, el surgimiento de niveles avanzados de superfetacion antecede a
la evolucion de mayores grados de placentotrofia. Es decir, no existe una
exploraciéon de la coevolucion entre ambos modos reproductivos, pero
tratandolas como estrategias reproductivas (variables) continuas en las que
pueden coevolucionar niveles bajos o avanzados de ambas (i.e. placentas

simples o complejas y pocas o muchas camadas simultaneas).

Este ultimo cuestionamiento sobre la precedencia de una de las dos
estrategias ante la otra recae en el hecho de que recientemente se ha
prestado atencion a las ventajas potenciales, en términos de adecuacion,

gue puede tener la presencia conjunta de placentotrofia y superfetacion.
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Pollux y colaboradores (2009) revisan y proponen algunas hipotesis sobre el valor
adaptativo de la presencia conjunta de estas dos estrategias reproductivas. Una
de las hipétesis sugiere que la superfetacion y la placentotrofia promueven
morfologias delgadas e hidrodinamicas, lo que a su vez confiere ventajas en
ambientes acuaticos al reducir la friccion durante la locomocion y permitir a los
peces nadar mas rapido y/o mas agilmente (Reznick y Miles 1989; Zuiiga-Vega et

al. 2007; Fleuren et al. 2018, 2019).

e
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indice de matrotrofia (In)
Figura 2. Regresion logistica filogenética que muestra la relacion del indice
de matrotrofia en escala logaritmica (IM) con la presencia o ausencia de
superfetacion (bi1= 0.776, P<0.001). Modificada de Pollux et al. (2014).
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La explicacion del por qué la presencia conjunta de altos niveles de
placentotrofia y superfetacion promueve fenotipos delgados e
hidrodindmicos se basa en el efecto de estos dos modos reproductivos
sobre el volumen del cuerpo que las hembras destinan a la produccion de
crias. El volumen del cuerpo que una hembra lecitotréfica destina a la
reproduccién es bastante elevado a lo largo de todo el desarrollo, ya que
produce ovocitos maduros grandes que, al momento de ser fertilizados e
iniciar la gestacion, ya cuentan con todos los nutrientes necesarios para el
desarrollo embrionario (Figura 3a). Ademas, durante el proceso de
desarrollo, los embriones experimentan un aumento en su peso humedo.
En contraste, la hembra placentotrofica genera ovocitos maduros de
tamafio muy reducido, con escasa o nula cantidad de vitelo (microlécitos;
Uribe y Grier 2011). Esto implica que, al menos en las etapas iniciales del
desarrollo embrionario, destinan una proporcion pequefa del volumen
corporal a la produccion de descendencia (Figura 3a). No obstante, a
medida que el desarrollo avanza, los embriones experimentan un

incremento en su tamafo debido al aumento en su peso humedo.

La presencia de superfetacion puede reducir ain mas el volumen
gue las hembras destinan a la produccion de embriones, especialmente en
especies matrotréficas (Figura 3b). La superfetacion implica repartir el
esfuerzo reproductivo en grupos mas pequefios de embriones en distintos
estadios de desarrollo, en lugar de producir muchos embriones en un

mismo estadio de desarrollo (ZUfiga-Vega et al. 2010). Sin superfetacion,
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las especies placentotréficas ocupan un bajo volumen en la produccion de
embriones solo al inicio de la gestaciéon (Figura 3a). Con superfetacion, las

especies placentotroficas destinan un bajo volumen corporal durante todo el

desarrollo porque sélo unos pocos embriones (en estadios avanzados de
desarrollo) son grandes y en ningln momento gestan a muchos embriones
grandes como lo hacen las hembras sin superfetacion (Figura 3b). Por el contrario,
el volumen corporal que destinan a la reproduccion las especies lecitotréficas es
alto, tanto en presencia como en ausencia de superfetacion, debido a que la
lecitotrofia implica un tamafio inicial grande de los ovocitos maduros y, por lo
tanto, una alta inversion reproductiva a lo largo de todo el desarrollo (Figuras 3ay

3b).

oy 00 S5

Lecitotrofia sin superfetacion

Asignacion reproductiva
(volumen corporal)

Matrotrofia sin
superfetacion

Gestacion Gestacion

Figura 3. Representacion grafica de la hipbtesis que sugiere que la presencia
conjunta de matrotrofia y superfetacion favorece una reduccién en la
inversion reproductiva por parte de las hembras y, en consecuencia, en el
volumen del cuerpo que destinan a la produccion de embriones. Modificada
de Pollux et al. (2009).
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La placenta folicular y sus estructuras

El desarrollo de los peces de la familia Poeciliidae es folicular; debido a la
superposicion de los tejidos embrionarios y maternos, se le conoce como placenta
folicular (Mossman 1991; Greven 2011). La placenta folicular de las hembras de
los poecilidos se divide en tres componentes: el saco pericardico y el saco vitelino,
gue son tejidos embrionarios, y el foliculo materno, que, como su nhombre indica,
esta asociado con las células foliculares maternas (Turner 1940). Esta
superposicion de tejidos permite la transferencia de nutrientes y el intercambio de
gases entre la madre y el embrion. La placenta folicular es la que presenta
estructuras que facilitan dicho intercambio, tales como microvellosidades,

vesiculas y tejido conectivo vascularizado (Jollie y Jollie 1964).

Se ha comprobado que en los peces viviparos de la familia
Poeciliidae, la variacion en el nivel de placentotrofia esta asociada a la
complejidad de la placenta (Turner 1940; Olivera-Tlahuel et al. 2019). A
medida que aumenta el nivel de placentotrofia, se observa un mayor grosor
del tejido folicular materno y una mayor vascularizacion (Kwan et al. 2015).
Las caracteristicas de una placenta mas compleja incluyen un mayor
namero y tamafo de las vesiculas, asi como un mayor nimero de
microvellosidades y mas largas. Ademas, existe una relacion positiva entre
el area del foliculo materno y el indice de matrotrofia (Olivera-Tlahuel et al.
2019). Por otro lado, el grado de superfetacion también esta asociado a
ciertas estructuras placentarias bajo el supuesto de que el desarrollo de

diferentes grupos de embriones requiere estructuras complejas para regular
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de forma diferencial la transferencia de nutrientes a los distintos estadios de
desarrollo (Zufiga-Vega et al. 2010). Asi, un mayor nimero de microvellosidades y
microvellosidades y un incremento en el area del foliculo materno estan
positivamente correlacionados con la presencia de superfetacion (Olivera-Tlahuel

et al. 2019).

Las hembras de los peces viviparos tienen la capacidad de almacenar
esperma en estructuras llamadas espermatecas (Clark y Aronson 1951; Greven
2011) de forma similar a otros organismos viviparos como los insectos y los
anfibios. De forma patrticular, en poecilidos, se ha encontrado una correlacion
positiva entre la presencia de superfetacion y el tamafio de las espermatecas
(Olivera-Tlahuel et al. 2017). Generalmente, las espermatecas permiten la
reproduccion continua en ausencia de machos o en ciclos reproductivos
asincronicos, su prevalencia en especies de poecilidos superfetadoras sugiere que
tienen una funcién en la reproduccion de especies que no muestran seleccion
sexual pre-copulatoria, tal como lo mencionan Pollux y colaboradores (2014). En
este contexto, es relevante destacar que las hembras de poecilidos suelen copular
con varios machos durante un solo episodio reproductivo, un fenémeno conocido
como poliandria (Parker y Birkhead 2013). Esta tactica resulta en la continuacién
de la seleccion sexual después del apareamiento, lo que destaca la seleccion
postcopulatoria. Dicha seleccion se manifiesta a través de la competencia
espermatica y la eleccion discreta de las hembras o seleccion sexual post-

copulatoria (Parker 1970).
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El 6rgano reproductor de los machos, el gonopodio

De forma similar a las hembras, que presentan estructuras complejas asociadas a
su condicién vivipara, los machos de los poecilidos también exhiben érganos
genitales intromitentes especializados que varian ampliamente en funcion y forma
tanto entre especies filogenéticamente cercanas como entre poblaciones

(Langerhans 2011; Heinen-Kay y Langerhans 2013).

En particular, el érgano copulador se conoce como gonopodio, el
cual es una modificacion de la aleta anal (Rosen y Bailey 1963). Esta
estructura muestra una diversidad considerable entre las especies de
poecilidos, con una amplia gama de formas, incluyendo ganchos, espinas y
sierras en la punta distal (Rosen y Gordon 1953, Eberhard 1996; Hosken y
Stockley 2004,; Greven 2005; Langerhans 2011; Figura 4). Las estructuras
presentes en la punta distal del gonopodio tienen funciones relacionadas
con la transferencia espermatica a través de procesos mecanicos en
algunas especies, asi como con la sujecion de la hembra durante la cépula
(Gasparini et al. 2011; Kwan et al. 2013). Ademas, se ha sugerido que las
espinas cumplen una funcion tactil (Rosen y Tucker 1961), mientras que los
ganchos y las sierras permiten un contacto mas prolongado durante la

copula (Clark et al. 1954).

La amplia variaciéon en la longitud relativa del gonopodio entre las
especies de esta familia es notoria. Aunque se establece una relacién entre
el tamafio corporal del macho y la longitud del gonopodio, la diversidad en

este rasgo es significativa. Algunas especies muestran gonopodios cortos,
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gue constituyen menos del 25% de la longitud estandar, mientras que otras
presentan gonopodios largos, que exceden el 30% de la longitud estandar (Rosen
(Rosen y Tucker 1961). La longitud del gonopodio se ha vinculado con las tacticas
de apareamiento y el tipo de seleccion, ya sea antes o después del apareamiento.
Las especies con gonopodios mas cortos exhiben comportamientos de cortejo
(seleccion sexual antes del apareamiento), mientras que aquellas con gonopodios
mas largos no muestran comportamientos de cortejo y se aproximan a las
hembras de manera sigilosa (Langerhans 2011). En estas Ultimas especies,
aparentemente operan mecanismos de seleccion sexual después del

apareamiento (Pollux et al. 2014; Reznick et al. 2021).

Sierras

e _ J 1mm : Cepinas
Figura 4. Punta distal de gonopodio de macho de Gambusia yucatana.
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La gran diversidad de los gonopodios se explica a través de hipotesis
de seleccién sexual (Eberhard 1985, 2010) las cuales buscan entender los
mecanismos detras de esta evolucion divergente. Se ha propuesto que la
presion de seleccion sexual puede influir en la forma y longitud de los
genitales, y este proceso puede ocurrir en el contexto de una competencia
evolutiva entre los sexos, donde los genitales se adaptan en respuesta la
competencia y las interacciones entre machos y hembras (Cordoba-Aguilar

1999; Eberhard 2010).

Especificamente, el tamafio de los gonopodios se relaciona con
diversos comportamientos. Por ejemplo, en los guppies, los machos con
gonopodios mas largos tienden a intentar un mayor niamero de copulas
forzadas, mientras que aquellos con gonopodios mas cortos muestran un
comportamiento de cortejo mas pronunciado en varias especies de peces
poecilidos (Reynolds et al. 1993). Este comportamiento puede explicarse
mediante el conflicto sexual, ya que los gonopodios mas largos permiten a
los machos alcanzar a las hembras y evitar la eleccion de apareamiento de
estas, lo que resulta en una mayor adecuacion (Gasparini et al. 2011;

Marsh-Matthews 2011).

En particular, los machos de poecilidos emplean diversas estrategias
de apareamiento que coevolucionan con sus estructuras genitales. Estas
estrategias abarcan desde participar en comportamientos de cortejo hacia
las hembras hasta usar coercion para iniciar intentos de apareamiento

(Langerhans 2011; Martin et al. 2013; Wang et al. 2015). Los conflictos
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entre machos y hembras, y sus consecuencias evolutivas, ejemplifican claramente
la coevolucion antagonica (Arngvist y Rowe 2002; Simmons y Garcia-Gonzalez

2011).

Estrategias de apareamiento

En la familia Poeciliidae, los machos emplean dos tacticas distintas para el
apareamiento, y estas estrategias varian entre especies debido a diferencias
morfologicas y conductuales (Langerhans 2011). Por un lado, los machos que
poseen ornamentos y coloraciones brillantes, asi como tallas similares a las
hembras, adoptan comportamientos de cortejo que resultan atractivos para ellas
(Furness et al. 2019; Reznick et al. 2021). La eleccion femenina desempefia un
papel crucial en la evolucién de los ornamentos, las estructuras morfologicas y las
conductas asociadas a la seleccion sexual de los machos (Arnqvist y Rowe 2005).
Esto implica que, debido a que los machos de distintas especies exhiben
conductas de cortejo y presentan caracteristicas visuales llamativas, las hembras
seleccionan a sus posibles parejas y participan activamente en el proceso

reproductivo.

Por otro lado, los machos de las especies sin ornamentos, con una
coloracién menos conspicua y de menor tamafo que las hembras, generalmente
no son favorecidos por la eleccién femenina antes de la cépula (Furness et al.
2019; Reznick et al. 2021). La falta de evaluacion femenina resulta en cépulas
forzadas por parte de estos machos como una estrategia para resolver el conflicto
entre hembras y machos. En este sentido, las hembras resisten los intentos

coercitivos de inseminacion por parte de los machos, quienes empujan su
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gonopodio hacia los genitales de la hembra (Rosen y Tucker 1961; Parker y

Clutton-Brock 1995).

Las conductas coercitivas de los machos representan costos para las
hembras en términos de adecuacion, incluyen una reduccién en la eficiencia
de forrajeo debido a la constante evasion de la intensa conducta coercitiva y
una mayor exposicion a depredadores (Magurran y Seghers 1994a,b;
Pilastro et al. 2003). Por lo tanto, las conductas de los machos suelen
generar cambios en el comportamiento de las hembras (Rowe et al. 1994).
La evasion de las hembras y el intento de cépulas constante por parte de
los machos son el resultado de un conflicto intersexual inherente a la

inversion diferencial en la descendencia (Trivers 1972; Parker 1979).
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Objetivos y esquema de la tesis

El propdsito principal de esta tesis es elucidar interrogantes relacionadas con la
evolucion de dos estrategias reproductivas de gran relevancia que tienen un
impacto significativo en la historia de vida de los peces viviparos. Ademas,
buscamos analizar los procesos evolutivos que impulsan dichas estrategias y las

consecuencias adaptativas que se derivan de su presencia.

Los objetivos especificos en este trabajo fueron los siguientes: (1) Investigar
si la evolucién hacia niveles avanzados en una estrategia anticipa el desarrollo de
niveles avanzados en la otra, explorando asi la coevolucion y posible relacion
causal entre ambas. (2) Explorar los cambios en la morfologia corporal de las
hembras derivados de la evolucion de ambas estrategias. (3) Investigar como la
presencia de estas estrategias puede impulsar la diversificacion morfolégica en la
estructura genital de los machos debido al conflicto sexual. Con los resultados
obtenidos logramos una comprension mas detallada de la historia evolutiva de los
peces viviparos de la familia Poeciliidae. Para alcanzar el objetivo general,
planteamos tres preguntas que corresponden a los objetivos especificos y que

dieron como resultado tres articulos cientificos.

La primera pregunta que planteamos fue ¢ la placentotrofia facilita la
evolucion de la superfetacion o viceversa? para ello en el capitulo 2 formulamos la
hipotesis de que la evolucién de una de estas estrategias reproductivas
(placentotrofia y superfetacion) ha facilitado la evolucion de la otra. En otras
palabras, no solamente esperamos una evolucidn correlacionada entre estos dos

modos reproductivos (Furness et al. 2021), sino que esperamos encontrar que la
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evolucion de altos niveles de placentotrofia comunmente precede al

surgimiento de altos niveles de superfetacion o viceversa.

Para explorar esta hipétesis, recopilamos informacion sobre el nivel
de placentotrofia y superfetacion de 36 especies de la familia Poeciliidae en
la literatura publicada. Utilizando la filogenia méas reciente y robusta de la
familia Poeciliidae (Pollux et al. 2014; Reznick et al. 2017), implementamos
un innovador método filogenético comparativo para probar la evolucion
correlacionada entre estas dos estrategias reproductivas mediante la
estimacion de las tasas adaptativas (Hansen et al. 2008; Bartoszek et al.

2012).

En el capitulo 3 desarrollamos la segunda pregunta que planteamos:
¢La placentotrofia y la superfetacion promueven la evolucion de
morfologias hidrodinamicas en las hembras? Para responder a esta
pregunta, partimos de la hipotesis de que a lo largo de la historia de la
familia Poeciliidae, la evolucion simultanea de la placentotrofia y la
superfetacion ha favorecido el desarrollo de especies con morfologias mas
delgadas e hidrodinamicas. Esto implica que, por el contrario, las especies
lecitotroficas y sin superfetacion exhiben morfologias mas robustas. En
consecuencia, una de nuestras predicciones sugiere que la presencia
conjunta de placentotrofia y superfetacion reduce el volumen corporal

destinado a la produccion de embriones.
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Para poner a prueba nuestra hipotesis, examinamos a través de métodos
filogenéticos comparados (Hansen et al. 2008) la relacién de la evolucién conjunta
de placentotrofia y superfetacion y la morfologia delgada de las hembras.
Utilizando fotografias digitales de hembras de 48 especies que forman parte del
acervo de tres colecciones de museo, aplicamos herramientas de morfometria
geométrica y métodos filogenéticos comparados para identificar si la placentotrofia
y la superfetacion constituyen regimenes adaptativos que conducen a 6ptimos

morfolégicos mas hidrodinamicos.

En lo que respecta al tercer objetivo especifico, en el capitulo 4 planteamos
la siguiente pregunta: ¢ La placentotrofia y la superfetacion promueven la
diversificacion en la morfologia del gonopodio de los machos? Para responderla
planteamos la hipotesis de que debido a que la placentotrofia y la superfetacion
parecen ser mecanismos que favorecen la seleccién sexual post-copulatoria y, por
lo tanto, promueven un conflicto entre sexos, los machos de especies que
presentan estas dos estrategias, deben evolucionar mayor diversidad de
adaptaciones morfoldgicas para asegurar la paternidad. Por lo tanto, los machos
de especies con placentotrofia y superfetacion habran evolucionado una mayor
diversificacion en las estructuras de los gonopodios en comparacion con machos

de especies lecitotréficas y sin superfetacion.

Pusimos a prueba nuestra hipétesis a partir de estimar y comparar la tasa
de diversificacidon evolutiva de las estructuras del gonopodio entre especies con
placentotrofia y superfetacion y especies con lecitotrofia y sin superfetacion.

Medimos diferentes estructuras del gonopodio en 39 especies de machos
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obtenidas de colecciones de museo. Estimamos las tasas de diversificacion
evolutiva de cada una de las caracteristicas del gonopodio (largo relativo,
profundidad de la punta distal del gonopodio, nimero de sierras, largo
maximo de sierras, largo promedio de sierras) a través de métodos
filogenéticos comparativos basados en modelos de evolucién adaptativa
(Beaulieu et al. 2012; Beaulieu y O’Meara 2016) para evaluar el impacto de
la presencia conjunta de la placentotrofia y la superfetacion sobre la tasa de

diversificacion de las estructuras del gonopodio.

En el capitulo 5 de esta tesis, se discuten de manera integral los
resultados obtenidos en los capitulos anteriores. Se realiza una
interpretacion de los hallazgos y se contrastan con las hipotesis iniciales,
centrandonos en el contexto de la historia de vida de los peces de la familia
Poecilidae. También se comparan los resultados obtenidos con
investigaciones previas relacionadas con la placentotrofia y la superfetacion
(Fleuren et al. 2018; Furness et al. 2019; Reznick et al. 2021). Ademas, se
plantean propuestas para futuras investigaciones sobre la evolucion de
estas estrategias reproductivas. Esta tesis representa una contribucion
significativa al conocimiento de la evolucion de la placentotrofia y la
superfetacion, asi como al valor adaptativo que tienen en relacion con la
morfologia de las hembras y con los 6rganos genitales de los machos. En
general, los resultados de esta investigacion descubren nuevos aspectos
sobre la evolucion de historias de vida de los peces viviparos de la familia

Poeciliidae.
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Resumen

Las causas y consecuencias de la evolucion de la placentotrofia (nutricién
posterior a la fecundacién de embriones en desarrollo de organismos viviparos por
medio de una placenta materna) en vertebrados no mamiferos aln no se conocen
por completo. En particular, en la familia de peces Poeciliidae existe un vinculo
evolutivo entre la placentotrofia y la superfetacion (capacidad de las hembras para
tener embriones simultdneamente en distintas etapas de desarrollo), sin evidencia
concluyente sobre cual de estos dos rasgos facilita la evolucién de grados mas
avanzados del otro. Usando un método comparativo filogenético robusto basado
en modelos de evolucién adaptativa de Ornstein-Uhlenbeck y datos de 36
especies de poecilidos, detectamos un patrén de causalidad claro. La evolucion de
la placentotrofia extensa ha sido facilitada por la evolucion precedente de crias
mas simultaneas. Por lo tanto, las placentas se volvieron cada vez mas complejas
como respuesta adaptativa a los aumentos evolutivos en el grado de
superfetacion. Este hallazgo representa una contribucion sustancial a nuestro
conocimiento de los factores que han dado forma a la evolucién placentaria en los
peces poecilidos.

1. Introduccion

Las placentas de no mamiferos han recibido una atencién considerable durante
las dltimas dos décadas porque su diversidad natural y multiples origenes
independientes han generado preguntas sobre los factores que dan forma a la
evolucion de estas asombrosas estructuras reproductivas (Blackburn 2015). Una

placenta es un érgano formado a través de la aposicion intima de tejidos fetales y
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maternos para el intercambio fisioldgico (Mossman 1937). En algunos grupos de
peces y reptiles viviparos, la estructura anatbmica de sus placentas varia
sustancialmente entre especies estrechamente relacionadas (Blackburn 'y
Flemming 2009; Kwan et al. 2015). Los estudios que comparan algunas de estas
especies han demostrado que la cantidad de nutrientes que las hembras
transfieren activamente a sus embriones en desarrollo después de la fertilizacion
por medio de sus placentas (conocida como placentotrofia (Blackburn 2015)) se
correlaciona positivamente con el grado de complejidad de sus tejidos placentarios
(Thompson et al. 2000; Kwan et al. 2015; Olivera-Tlahuel et al. 2019). Por lo tanto,
los grados avanzados de placentotrofia son posibles por medio de células
placentarias engrosadas con numerosas vesiculas agrandadas, abundantes
microvellosidades y ricamente provistos de capilares (en particular de la porcion
materna de la placenta; (Kwan et al. 2015; Olivera-Tlahuel et al. 2019)). Por el
contrario, la lecitotrofia es un patron de desarrollo en el que el vitelo del évulo
(provisto por la hembra antes de la fertilizacion) representa la principal fuente de
nutricion embrionaria (Marsh-Matthews 2011; Blackburn 2015). En varias especies
viviparas, la lecitotrofia se asocia con placentas mas simples que proporcionan
principalmente la funcion basica de intercambio de gases (Blackburn 2015; Kwan
et al. 2015; Olivera-Tlahuel et al. 2019). La amplia variacion interespecifica que
ocurre en algunos vertebrados viviparos ho mamiferos tanto en la complejidad de
la placenta como en las cantidades relativas de fuentes de nutrientes previas a la
fertilizacion (lecitotrofia) y posteriores a la fertilizacion (placentotrofia) para los
embriones en desarrollo ha planteado interrogantes sobre las causas y

consecuencias de la evolucion repetida de placentas complejas y placentotrofia
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extensa (Pollux et al. 2009; Fleuren et al. 2018; Buddle et al. 2019; Furness et al.

2021).

Superfetacion, la capacidad de las hembras para simultdneamente gestar
dos o0 mas grupos de embriones en diferentes etapas de desarrollo (Zufiga-Vega
et al. 2010), es otra estrategia reproductiva que ocurre en algunas familias de
peces (Clinidae, Poeciliidae y Zenarchopteridae (Gunn y Thresher 1991; Reznick
et al. 2007) y que tiene un vinculo evolutivo con la placentotrofia (Pollux et al.
2014; Furness et al. 2021). En los peces viviparos de la familia Poecilidae, ambos
modos reproductivos estan asociados de tal manera que muchas especies que
exhiben superfetaciéon también son placentétrofas (aunque existen algunas
excepciones, con algunas especies que exhiben un rasgo pero no el otro; e.g.
(Pires y Reznick 2018)). Ademas, los grados avanzados de superfetacion (es
decir, mas crias simultaneas) tienden a ocurrir en especies con extensa
placentotrofia (Pires et al. 2010; Furness et al. 2021). Los analisis comparativos
filogenéticos previos han demostrado esta asociacion evolutiva (Pollux et al. 2014;
Furness et al. 2019, 2021), pero no han abordado si la evolucién de placentas
cada vez mas complejas y el aumento concomitante de la placentotrofia ha
precedido a la capacidad de tener un mayor niamero de crias simultaneas o,
alternativamente, si la evolucion de grados avanzados de superfetacion ha
provocado aumentos evolutivos en la complejidad placentaria. Aqui, proponemos y
probamos la hipétesis de que se requieren placentas relativamente mas complejas
para regular diferencialmente la cantidad de recursos que se transfieren

activamente a los embriones en distintas etapas de desarrollo y, por lo tanto,
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primero debe surgir un mayor nivel de placentotrofia para facilitar la
evolucion de mas crias simultaneas. Nuestro razonamiento detras de esta
hipétesis es que los requisitos nutricionales especificos, asi como la
velocidad a la que los nutrientes deben transferirse de la madre a los
embriones, presumiblemente difieren entre los embriones en etapa
temprana y tardia (Shimizu et al. 1991; Macfarlane y Bowers 1995). Es
probable que se necesiten tejidos placentarios elaborados (ricamente
vascularizados con abundantes vesiculas y microvellosidades) para que
este aprovisionamiento y regulacion diferenciales funcionen correctamente
(Thompson et al. 2000; Kwan et al. 2015; Olivera-Tlahuel et al. 2019).
Ademas, en los peces poecilidos, mas crias simultaneas resultan en
fecundidades totales mas altas (Zufiga-Vega et al. 2017), lo que impone
una mayor demanda de nutrientes y oxigeno a las madres (Boehlert et al.
1991). El aumento de la placentotrofia por medio de placentas complejas
deberia permitir que las hembras proporcionen mayores cantidades de
nutrientes y oxigeno, satisfaciendo asi los requisitos de todos los embriones
en todas las etapas de desarrollo. Por lo tanto, la evolucion precedente de
placentotrofia avanzada debe haber sido necesaria para facilitar la
evolucion posterior de superfetacion. Para abordar esta hipotesis, nos
enfocamos en los peces viviparos de la familia Poecilidae porque los
grados de placentotrofia y superfetacion varian sustancialmente entre
especies, con amplia evidencia de evolucion dependiente entre estos dos
modos reproductivos (Pollux et al. 2009, 2014; Furness et al. 2019, 2021).

Hasta la fecha, sin embargo, todavia no sabemos si primero deben surgir
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grados mayores de uno de estos dos rasgos para facilitar la evolucion de grados

avanzados del otro.

2. Material y métodos

A partir de la literatura, compilamos un conjunto de datos de 36 especies de
poecilidos. Nos enfocamos en valores especificos de especies especificos de
especies de dos variables: grado de superfetacion, cuantificado como el nimero
promedio de crias simultaneas, y el indice de matrotrofia (Ml). Este ultimo se
calcula dividiendo la masa seca de la descendencia al nacer por la masa seca del
ovulo recientemente fertilizado y, por lo tanto, proporciona una estimacion de la
cantidad de nutrientes que las hembras transfieren a sus embriones en desarrollo
después de la fertilizacion (Reznick et al. 2002). EI MI es una forma tradicional de
cuantificar el grado de placentotrofia (Marsh-Matthews 2011). En lugar de
clasificar cualitativamente a las especies como placentotroficas o lecitotréficas y
como superfetadoras o no superfetadoras, como se hace tipicamente en los
analisis de estos rasgos (Pollux et al. 2014; Furness et al. 2019, 2021), analizamos
agui la amplia variacién continua en ambos rasgos observada entre especies. En
nuestro conjunto de datos, el grado de superfetacion varia entre 1.03 y 7 crias
simultdneas en promedio. A su vez, el Ml varia entre 0.5 (que indica lecitotrofia
estricta) y 117 (que indica placentotrofia extensa) (material complementario
electrénico, Tabla S1). Transformamos logaritmicamente ambas variables antes

del analisis.
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Figura 1. Filogenia calibrada en el tiempo de 36 especies de peces de la familia
Poeciliidae, modificada de (Reznick et al. 2017). Las barras representan los
valores medios de placentotrofia (cuantificada por el indice de matrotrofia) y

superfetacion para cada especie.
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Utilizamos un poderoso método comparativo filogenético (Bartoszek et al.
2012) que es una extension multivariada del modelo de adaptacion-inercia de
Hansen et al. (2008) y se basa en los modelos de evolucién adaptativa de
Ornstein- Uhlenbeck (OU). Este método, implementado en el paquete R
mvSLOUCH (Bartoszek et al. 2012; R Core Team 2020), nos permitio probar la
coadaptacion entre placentotrofia y superfetacion, asi como examinar si uno de
estos dos rasgos evolucion6 en respuesta al otro. Usamos una filogenia molecular
fechada de la familia Poecilidae (Reznick et al. 2017), que podamos para incluir
solo nuestras 36 especies (Figura 1) porque la cuantificacion del grado de ambos
rasgos esta actualmente disponible solo para estas 36 especies. Se pueden
encontrar detalles adicionales sobre la filogenia en el material complementario
electrénico, apéndice Sla asociado al articulo publicado. Ajustamos tres tipos de
modelos que difieren en sus supuestos sobre la coevolucién de los rasgos:
primero, un modelo de movimiento browniano (BM) multivariado que no asume
una seleccion estabilizadora (es decir, no hay evolucién hacia un estado 6ptimo) vy,
por lo tanto, tanto la placentotrofia como la superfetacion se acumulan. variaciéon
en el tiempo alrededor del valor de la raiz, de tal manera que la coevolucién entre
los dos rasgos se debe a oscilaciones aleatorias correlacionadas; en segundo
lugar, un modelo conjunto de movimiento Ornstein-Uhlenbeck-Brownian (OUBM)
en el que uno de los dos rasgos se modela como una evolucion OU proceso
alternativo, adaptandose a un 6ptimo que esta influenciado por el otro rasgo, que a
su vez se modela siguiendo aleatoriamente un proceso BM; tercero, un modelo
Ornstein-Uhlenbeck-Ornstein-Uhlenbeck (OUOU) en el que ambos rasgos

experimentan una evolucion adaptativa hacia valores 6ptimos y que nos permite
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identificar si el 6ptimo de uno de los dos rasgos es tirado por los cambios
adaptativos que ocurren en el otro rasgo. Consideramos el error de
(variacion intraespecifica calculada segun (lves et al. 2007; Labra et al.
2009; Grabowski et al. 2016)) tanto en la placentotrofia como en la
superfetacién durante la implementacién del modelo (material

complementario electronico asociado al articulo publicado, apéndice S1b).

Los parametros de estos modelos se estiman mediante rutinas de
maxima verosimilitud, y su interpretacién (que resumimos a continuacion)
proporciona informacién convincente sobre la posible coadaptacion entre
placentotrofia y superfetacion y, lo que es mas importante, sobre cual de los
dos rasgos ha influido en la 6ptimo primario del otro (tal como lo presenta
(Bartoszek et al. 2012). Nos enfocamos en la matriz A (deriva) que incluye
las tasas de adaptacion hacia los 6ptimos especificos de rasgos (valores
diagonales) y la coadaptacion entre rasgos (valores fuera de la diagonal), asi
como en la matriz Zyy (difusion) que incluye el azar (no adaptativo) varianzas
especificas de rasgos (valores diagonales) y covarianzas entre rasgos
(valores fuera de la diagonal). Bajo esta configuracion, una matriz A con un
valor distinto de cero por encima de la diagonal (matriz triangular superior)
indica que la superfetacion ha afectado el 6ptimo de la placentotrofia. Por el
contrario, una matriz A con un valor distinto de cero por debajo de la diagonal
(matriz triangular inferior) indica que la placentotrofia ha afectado al 6ptimo
de superfetacién. Una matriz A diagonal (valores distintos de cero

exclusivamente en la diagonal) indica que no hay coadaptacion entre los
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rasgos. Observe que la parametrizacion particular de la matriz que proporciona el
mejor ajuste a los datos permite identificar cuél de los dos rasgos ha provocado
cambios evolutivos en el otro. En el caso de 2yy, una matriz diagonal indica que
no hay covariacién entre los componentes aleatorios (no adaptativos) de los dos
rasgos, mientras que una matriz Zyy con valores fuera de la diagonal distinta de
cero (matriz no diagonal) indica una no-correlacién adaptativa entre las
perturbaciones aleatorias de ambos rasgos (Bartoszek et al. 2012). Los detalles
matematicos adicionales de la adaptacion multivariante: los modelos de inercia se
pueden encontrar en el material complementario electronico del articulo publicado,

apeéndice Slc.

Usando mvSLOUCH, ajustamos un modelo BM y OUBM y modelos OUOU
con las seis combinaciones posibles de matrices A (triangular superior, triangular
inferior y diagonal) y Zyy (diagonal y no diagonal). Cada combinacion se
implemento para los modelos OUBM y OUOU, lo que generd 12 modelos, mas un
modelo BM para un total de 13 modelos competidores. Para examinar la
convergencia del modelo y la consistencia en las estimaciones de los parametros,
cada combinacion de matrices Ay Zyy para los modelos OUBM y OUOU se
ejecuto desde cinco puntos de partida diferentes. Evaluamos el ajuste del modelo
mediante el criterio de informacién de Akaike ajustado al tamafio de la muestra
(AICc; (Burnham y Anderson 2002). Ademas, mvSLOUCH nos permitié calcular
una regresion evolutiva, que proporciona una estimacion del efecto de uno de los
dos rasgos sobre el otro, explicando las relaciones filogenéticas entre especies.

Estimamos esta regresion a partir del modelo evolutivo que proporciond el mejor

43




Capitulo 2

ajuste a los datos. Se calcul6 un intervalo de confianza del 95% para la
pendiente de esta regresion evolutiva mediante un procedimiento de
arranque paramétrico (material complementario electronico del articulo
publicado, apéndice S1d). El codigo R para implementar los andlisis
mvSLOUCH esta disponible en el material complementario electrénico.
Finalmente, probamos la solidez de los resultados al examinar la
influencia potencial en nuestros hallazgos de considerar (1) especies no
superfetadoras con placentotrofia moderada y extensa (material
complementario electronico del articulo publicado, Tabla S2 y Figura S1), y
(2) especies exclusivamente en cuya superfetacion evolucion6 antes que la
placentotrofia (segun [18]). Ajustamos los 13 modelos de la competencia a
estos dos conjuntos adicionales de especies y comparamos los resultados
con los obtenidos de nuestro andlisis original con 36 especies (material

complementario electrénico del articulo publicado, apéndice Sle).

3. Resultados

Encontramos evidencia de coadaptacion entre placentotrofia y superfetacion, con
un claro patrén de causalidad. El modelo con mayor respaldo en los datos fue un
modelo OUOU que incluia una matriz A triangular superior y una matriz Zyy
diagonal (Tabla 1). Los cinco puntos de partida diferentes para esta combinacion
particular de matrices A y Zyy tenian puntajes AlCc casi idénticos. Asi,
independientemente de las condiciones iniciales, este modelo OUOU convergi6é a
la misma solucién (material complementario electrénico, Tabla S3). Una matriz A

triangular superior indica que el 6ptimo primario de placentotrofia se ha visto
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afectado por el grado de superfetacion. La pendiente estimada de la regresion
evolutiva fue positiva (1,71, IC del 95 % = 0,00003-2,77) y, por lo tanto, los
aumentos evolutivos en la superfetacion llevaron a aumentos en la cantidad de
placentotrofia (Figura 2). Una matriz diagonal Zyy indica que las perturbaciones
aleatorias de placentotrofia y superfetacién no estan correlacionadas. Por lo tanto,
la dependencia evolutiva entre estos dos rasgos ha surgido exclusivamente de su
coadaptacion. Las tasas de adaptacion (valores diagonales en la matriz A) indican
que la superfetacion se adapta mas rapido a su optimo en comparacion con la
placentotrofia (Tabla 2). La tasa de coadaptacion entre rasgos (valor por encima
de la diagonal en la matriz A) fue negativa (Tabla 2), lo que sugiere que a medida
que la superfetacion se acerca a su punto 6ptimo, aleja a la placentotrofia de su
propio punto 6ptimo primario. Esta influencia de la superfetacién, que se opone a
una tendencia centralizadora hacia un valor de M| 6ptimo, explica en parte la tasa

de adaptacion mas lenta que observamos en la placentotrofia.
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Tabla 1. Resultados de seleccion de modelos para las pruebas de la asociacion
evolutiva entre placentotrofia y superfetacion. El modelo con mayor apoyo se

destaca en negrita.

Tipo de matrizde Tipo de matriz de

Modelo AlCc AAICc deriva (A) difusion (Zyy)
ouou 163.91 0 Upper triangular Diagonal
ouou 167.80 3.89 Diagonal Non-diagonal
Oouou 168.12 4.21 Upper triangular Non-diagonal
ouou 170.25 6.34 Lower triangular Non-diagonal
BM 171.03 7.12 -- --
Oouou 177.79 13.88 Lower triangular Diagonal
ouBM 178.28 14.37 Upper triangular Non-diagonal
ouBM 178.37 14.46 Lower triangular Non-diagonal
OuBM 178.37 14.46 Lower triangular Diagonal
OuUBM 178.38 14.47 Upper triangular Diagonal
ouBM 178.38 14.47 Diagonal Non-diagonal
ouBM 178.39 14.48 Diagonal Diagonal
Oouou 179.17 15.26 Diagonal Diagonal
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Figura 2 Efecto estadistico del grado de superfetacion (nUmero de crias
simultaneas) sobre la cantidad de placentotrofia (cuantificada por el indice de
matrotrofia). La linea representa la regresion evolutiva estimada a partir del

mejor modelo de la Tabla 1.
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Nuestros resultados fueron robustos a diferentes conjuntos de
especies. Los dos analisis adicionales que consideraron especies no
superfetadoras con placentotrofia moderada y extensa y exclusivamente
especies en las que la superfetacion evolucioné antes que la placentotrofia
arrojaron resultados cualitativamente idénticos a los obtenidos de nuestro
analisis principal de 36 especies (material complementario electronico del

articulo publicado, apéndice S2, Tabla S4, Figuras S2 y S3).

4. Discusion

La mayoria de los estudios previos sobre placentotrofia y superfetacion de peces
viviparos de la familia Poeciliidae han examinado si la presencia de una de estas
dos caracteristicas esta asociada con la presencia de la otra (es decir, tratando
ambas caracteristicas como categoricas: presencia o ausencia) y han
proporcionado evidencia solida de su evolucion dependiente (Pollux et al. 2009,
2014; Meredith et al. 2011; Furness et al. 2019, 2021). En particular, Furness y
colaboradores (2021) abordaron esta pregunta bajo un marco bayesiano utilizando
un gran conjunto de datos (136 especies) y concluyeron que es probable que
ambos rasgos aparezcan juntos. Sin embargo, su analisis, que traté6 ambos rasgos
como dicotémicos, indicd que cualquiera de estos dos rasgos podria facilitar la
evolucion del otro, sin evidencia clara de cual era mas probable que surgiera
primero. Aqui, hemos ido un paso mas alla utilizando la amplia variacion continua
observada entre especies en ambos rasgos para probar la hipotesis de que la
evolucion de la placentotrofia extensa (y por lo tanto de las placentas complejas

(Kwan et al. 2015; Olivera-Tlahuel et al. 2019) es necesaria para facilitar la
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evolucion de un mayor numero de crias simultaneas. Curiosamente, encontramos
el patron opuesto: la evolucion del mayor nimero de crias simultaneas ha
precedido a la evolucion de mayor nivel de placentotrofia y el 6ptimo de este
altimo rasgo se ha visto afectado por cambios evolutivos en el grado de
superfetacién. Una implicacién clave de este patron de causalidad es que la
complejidad placentaria ha surgido como una consecuencia indirecta de las
fuerzas evolutivas que han promovido la aparicion de muchas crias
desarrollandose simultaneamente, lo que presumiblemente contribuye a optimizar
la nutricion y regulacion de los embriones en diferentes etapas de desarrollo.
Curiosamente, se sabe muy poco sobre los mecanismos fisioldgicos que subyacen

a la superfetacion y al aprovisionamiento particionado.

Furness y colaboradores (2021) también analizaron la variacién continua en
ambos rasgos, incluyendo especies con y sin superfetacion, y encontraron una
relacion positiva significativa. Sin embargo, a diferencia de nuestros modelos
multivariados de adaptacion-inercia (Bartoszek et al. 2012), el analisis filogenético
de minimos cuadrados generalizados que realizaron no fue disefiado para probar
explicitamente la coadaptacion ni para examinar cual de los dos rasgos precedio a

la evolucion del otro (Martins y Hansen 1997).
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Tabla 2. Matrices de deriva (A) y de difusion (Zyy) estimadas del modelo mejor

estimado de la Tabla 1A.

Matriz A Matriz Xyy
Placentotrofia  Superfetacion Placentotrofia Superfetacion
Placentotrofia 2.439 -21.479 0.678 0
Superfetacion 0 10.135 0 2.131

Nuestros resultados son consistentes con la evidencia anterior entre
especies de que varias variables ambientales no tienen efectos sobre el
grado de placentotrofia. Segun analisis comparativos filogenéticos recientes
dentro de la familia Poeciliidae, ni la altitud, el rango geografico, la
temperatura ambiental, la precipitacion, la estacionalidad, la velocidad del
agua ni el riesgo de depredacion parecen tener relaciones evolutivas con la
placentotrofia (Furness et al. 2021). Esto indica que, a escala
macroevolutiva, ninguna fuerza selectiva asociada con factores ecologicos
particulares ha tenido efectos claros sobre la amplia variacion que existe
entre especies en el grado de provision materna posterior a la fecundacion.
Mas bien, segun nuestra evidencia, la evolucion de la placentotrofia
avanzada y de placentas cada vez mas complejas ha sido facilitada por la
evolucion precedente de mas crias simultaneas. Un puiado de estudios
realizados a escala intraespecifica (microevolutiva) en diferentes especies
de poecilidos han demostrado que los grados mas altos de superfetacion

probablemente evolucionaron como respuesta a la velocidad rapida del
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agua o al aumento del riesgo de depredacion (porque la superfetacion reduce la
distension abdominal de las hembras prefiadas, lo que les permite para exhibir
cuerpos hidrodindmicos y un rendimiento de natacion eficiente), lo que sugiere que
la seleccién natural ha tenido fuertes efectos en este rasgo reproductivo (Zufiga-
Vega et al. 2007, 2010; Pollux et al. 2009; Gorini-Pacheco et al. 2018; Fleuren et
al. 2019). De hecho, esto es consistente con la tasa mas rapida de adaptacion a
su optimo primario que detectamos en la superfetacidbn en comparacion con la
placentotrofia. Tomadas en conjunto, estas lineas de evidencia, tanto desde la
perspectiva macroevolutiva como microevolutiva, sugieren que la evolucion de la
superfetacién avanzada ha ocurrido predominantemente por medio de la
adaptacion a las condiciones ambientales, mientras que la evolucién de la
placentotrofia extensa ha sido causada, al menos parcialmente, por un
requerimiento funcional interno de placentas mas complejas a medida que

aumenta el grado de superfetacion.

Nuestro estudio arroja luz sobre uno de los principales procesos
subyacentes a la evolucion de placentas complejas y placentotrofia extensa en
peces poecilidos. Sin embargo, no afirmamos que deban descartarse otros
posibles factores causales. Por ejemplo, algunas especies de poeciliid exhiben
placentotrofia moderada y extensa sin superfetacion (e.g. la mayoria de las
especies de Phalloceros y Pamphorichthys; (Zandona et al. 2021)). En estos
taxones, la evolucion de la placentotrofia avanzada dificilmente se explica por la
evolucion precedente de grados avanzados de superfetacion, porque todos ellos

carecen de superfetacion. Aqui es donde otros mecanismos selectivos debieron
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ser los principales motores de la placentacion. En particular, las placentas
elaboradas brindan a las hembras un mayor control sobre la cantidad y el
nutrientes que se asignan a cada embrion, lo cual es fundamental en el
contexto del conflicto intergenémico (padres-hijos) (Pollux et al. 2014;
Furness et al. 2019; Reznick et al. 2021). Esta es la idea central detras de la
hipotesis del conflicto impulsado por la viviparidad, que también intenta
explicar la evolucion de la placentotrofia Zeh y Zeh 2000; Crespi y
Semeniuk 2004). Tanto las interacciones intergenémicas como la atraccion
selectiva que la superfetacion ejerce sobre la placentotrofia deben
considerarse conjuntamente en futuras exploraciones de las posibles

causas de la evolucion placentaria en los peces poecilidos.
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Material suplementario y apéndices

Tabla S1. Valores promedio del indice de matrotrofia (M) y grado de

Capitulo 2

superfetacién (SUP) para 36 especies de peces de la familia Poeciliidae. También

mostramos ambos rasgos en escala logaritmica (LN_MIly LN_SUP,

respectivamente) y el error de medicion (variacion intraespecifica) calculado para

ambos rasgos (ME_MI y ME_SUP, respectivamente).

Especies

Carlhubbsia kidderi
Heterandria formosa
Micropoecilia bifurca
Micropoecilia minima
Micropoecilia parae
Neoheterandria cana
Neoheterandria elegans
Neoheterandria tridentiger
Pamphorichthys hasemani
Phalloceros harpagos
Phalloptychus januarius
Poeciliopsis baenschi
Poeciliopsis balsas
Poeciliopsis catemaco
Poeciliopsis elongata
Poeciliopsis fasciata
Poeciliopsis gracilis
Poeciliopsis hnilickai
Poeciliopsis infans
Poeciliopsis latidens
Poeciliopsis lucida
Poeciliopsis monacha
Poeciliopsis occidentalis
Poeciliopsis paucimaculata
Poeciliopsis pleurospilus
Poeciliopsis presidionis
Poeciliopsis prolifica
Poeciliopsis retropinna
Poeciliopsis scarlii
Poeciliopsis turneri
Poeciliopsis turrubarensis
Poeciliopsis viriosa
Priapichthys darienensis
Priapichthys panamensis
Pseudopoecilia festae
Xenodexia ctenolepis

Mi
0.56
35.00
55.06
85.46

6.08
1.93

2.0
2.2
34.7
3.27
22.75
1.24
0.77
0.68
68.90
0.86
0.75
0.89
1.02
0.86
1.89
0.58
1.12
14.04
0.50
21.12
5.40
117.00
0.70
27.93
0.92
0.93
0.80
0.60
0.83
3.72

LN_MI
-0.59
3.56
4.01
4.45

1.81
0.66

0.69
0.78
3.55
1.19
3.12
0.22
-0.27
-0.39
4.23
-0.15
-0.28
-0.11
0.02
-0.15
0.64
-0.55
0.11
2.64
-0.69
3.05
1.69
4.76
-0.36
3.33
-0.08
-0.07
-0.22
-0.50
-0.19
131

ME_MI
0.0028
0.0094
0.0031
0.0009

0.0019
0.0018

0.0112
0.0007
0.0020
0.0006
0.0019
0.0002
0.0022
0.0056
0.0017
0.0022
0.0001
0.0017
0.0002
0.0094
0.0011
0.0014
0.0094
0.0019
0.0080
0.0010
0.0094
0.0062
0.0004
0.0013
0.0001
0.0187
0.0010
0.0080
0.0043
0.0008
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SUP
1.22
6.00
1.18
4.79

1.03
1.59

4.00
1.75
1.09
1.19
7.00
1.51
1.48
2.10
3.00
1.51
1.45
1.75
1.55
1.04
2,51
2.00
1.69
2.03
1.35
2.16
3.57
1.60
1.87
2.64
1.83
2.03
1.46
171
1.53
4.03

LN_SUP
0.20
1.79
0.17
1.57

0.03
0.47

1.39
0.56
0.09
0.17
1.95
0.41
0.39
0.74
1.10
0.41
0.37
0.56
0.44
0.04
0.92
0.69
0.53
0.71
0.30
0.77
1.27
0.47
0.63
0.97
0.60
0.71
0.38
0.54
0.43
1.39

ME_SUP
0.0018
0.0018
0.0019
0.0006

0.0015
0.0011

0.0070
0.0005
0.0016
0.0004
0.0015
0.0001
0.0014
0.0035
0.0018
0.0014
0.0001
0.0011
0.0001
0.0019
0.0001
0.0002
0.0012
0.0012
0.0050
0.0008
0.0003
0.0039
0.0003
0.0010
0.0001
0.0013
0.0006
0.0050
0.0027
0.0005

Fuente
1,21

2-4

5

1,5

1,5

6

6

6

1,7

8

1,9

1,10

6

11

1,2
1,2,12,21
1,2,11,13
11
1,2,13,14
1,12
1,15,16,
1,15,16,17
1,2,12

6

12

1,11
1,2,16,17,18
1

1,11
1,11,16
2,12,11,19
1,2,12

6

6

6

1,20
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Tabla S2. Lista de las especies no superfetadoras con placentotrofia extensa y
moderada que usamos para probar la robustez de nuestros resultados.
Mostramos los valores promedio del indice de matrotrofia (MI) para cada
especie, junto con su transformacién logaritmica correspondiente (LN_MI).
Todas estas especies comparten valor de 1 para superfetacién (SUP),

indicando una sola camada.

Especies mi LN_MI SuUP Fuente
Micropoecilia sarrafae 43.70 3.78 1 1
Pamphorichthys araguaiensis 13.23 2.58 1 1
Pamphorichthys hollandi 38.00 3.64 1 1
Pamphorichthys minor 1.60 0.47 1 1
Pamphorichthys scalpridens 5.11 1.63 1 1
Phalloceros anisophallos 2.64 0.97 1 2
Phalloceros aspilos 2.50 0.92 1 2
Phalloceros caudimaculatus 2.95 1.08 1 1
Phalloceros enneaktinos 2.88 1.06 1 2
Phalloceros leptokeras 1.52 0.42 1 2
Phalloceros tupinamba 2.36 0.86 1 2
Phalloceros uai 2.61 0.96 1 2
Phalloptychus iheringii 36.93 3.61 1 1

Referencias Tabla S2

1 Furness Al, Avise JC, Pollux BJA, Reynoso Y, Reznick DN. 2021 The evolution of the
placenta in poeciliid fishes. Curr. Biol. 31, 2004-2011. (doi:10.1016/j.cub.2021.02.008)

2 Zandona E, Kajin M, Buckup PA, Amaral JR, Souto-Santos ICA, Reznick DN. 2021
Mode of maternal provisioning in the fish genus Phalloceros: A variation on the theme of
matrotrophy. Biol. J. Linn. Soc. 134, 867-878. (doi:10.1093/biolinnean/blab121)
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Tabla S3 Matrices de deriva (A) y difusion (Zyy) estimadas del mejor modelo en la

Tabla 1, que corrimos desde los “starting points”.

Matriz A Matriz X,
Placentotrofia Superfetacion  Placentotrofia  Superfetacién

Primer réplica (AlCc = 163.9071)

Placentotrofia 2.439 -21.479 0.678 0

Superfetacion 0 10.135 0 2.131
Segunda réplica (AlCc = 163.9072)

Placentotrofia 2.44 -21.484 0.677 0

Superfetacion 0 10.124 0 2.132
Tercer réplica (AlCc = 163.9072)

Placentotrofia 2.441 -21.463 0.68 0

Superfetacion 0 10.107 0 2.129
Cuarta réplica (AlCc = 163.9074)
Placentotrophy 2.432 -21.45 0.674 0
Superfetation 0 10.115 0 2.132
Quinta réplica (AlCc = 163.9352)

Placentotrofia 2.354 -21.142 0.674 0

Superfetacion 0 9.75 0 2.087
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Figura S1. Filogenia calibrada en el tiempo de 49 especies de peces de la familia
Poecilidae, modificada de (Reznick et al. 2017). Usamos estas especies para
probar la solidez de nuestros principales resultados (ver apéndice Sle). Algunas
especies de los géneros Phalloptychus y Phalloceros no estaban incluidas en el
arbol original y, por lo tanto, las incorporamos a la filogenia mediante la

construccion de politomias en los nodos ancestrales de ambos géneros.
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Referencia

1. Reznick DN, Furness Al, Meredith RW, Springer MS. 2017 The origin and
biogeographic diversification of fishes in the family Poecilidae. PLoS One 12, e0172546.
doi:10.1371/journal.pone.0172546)
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Figura S2. Efecto estadistico del grado de superfetacién (nimero de crias
simultaneas) sobre la cantidad de placentotrofia (cuantificada por el indice de
matrotrofia) para la primera muestra adicional que usamos para probar la solidez
de nuestros resultados principales (consulte el apéndice Sle). Esta muestra
consistié en nuestras 36 especies originales mas 13 especies no superfetadoras
adicionales que exhiben placentotrofia de moderada a extensa para un total de 49
especies. La linea representa la regresion evolutiva estimada a partir del modelo
que proporcion6 el mejor ajuste a esta muestra adicional (pendiente = 1,15;

consulte la Tabla S4).
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Figura S3. Efecto estadistico del grado de superfetacién (niumero de crias
simultaneas) sobre la cantidad de placentotrofia (cuantificada por el indice de
matrotrofia) para la segunda muestra adicional que usamos para probar la solidez
de nuestros resultados principales (consulte el apéndice Sle). Esta muestra
constaba de 28 de nuestras 36 especies originales en las que la superfetacion
evoluciono antes que la placentotrofia. La linea representa la regresion evolutiva
estimada a partir del modelo que proporcioné el mejor ajuste a esta muestra
adicional (pendiente = 2,69; consulte la Tabla S4).

indice de matrotrofia (logaritmo)
2

Numero de embriones simultaneos (logaritmo)
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Resumen

La gestacion conlleva costos para las hembras viviparas, como cambios en la
masa corporal, forma, estado hormonal, condicion fisica y rendimiento locomotor
que pueden reducir la adecuacion y la supervivencia. Sin embargo, la evolucion de
la placentacién en los peces, en particular la placentotrofia avanzada, puede
reducir la carga reproductiva y el costo locomotor de la gestacion, brindando una
ventaja selectiva en entornos de alto rendimiento. La superfetacion es otra
estrategia que disminuye la carga, dividiendo un Unico episodio reproductivo en
camadas mas pequefias en diferentes etapas de desarrollo En este estudio,
examinamos la hipotesis de que la coevolucion de la placentotrofia y la
superfetacion en los peces viviparos de la familia Poecilidae promueve la
evolucion convergente de formas corporales hidrodindmicas y esbeltas, y
evaluamos los posibles efectos de factores ambientales en la evolucién de la
forma corporal, como las condiciones depredadacion y la velocidad del agua.
Analizamos la variacion en la forma corporal de 48 especies de poecilidos
utilizando morfometria geométrica y medidas morfologicas adicionales.
Basandonos en una filogenia robusta de la familia Poeciliidae, implementamos un
poderoso método comparativo filogenético, el método de adaptacién-inercia, que
nos permitio comparar nuestras variables morfoldgicas entre especies que difieren
en la presencia o0 ausencia de placentotrofia y superfetacion, asumiendo dos
modelos evolutivos distintos, un proceso de movimiento browniano y un proceso
adaptativo de Ornstein-Uhlenbeck. Descubrimos que la presencia de superfetacion
por si sola causa una evolucién adaptativa convergente hacia cuerpos delgados e
hidrodinamicos, mientras que la placentotrofia ha tenido poco efecto en la
evolucién de la forma corporal de las hembras. En resumen, nuestro estudio
proporciona valiosas perspectivas sobre como la placentacion y la superfetacion

han impulsado cambios morfolégicos en los peces viviparos.
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1. Introduccion

En organismos viviparos, se sabe que la gestacidon conlleva cambios en la masa
corporal, forma, coloracion, estado hormonal y condicion fisica de las hembras en
diferentes taxones (James y Johnston, 1998; Noren et al., 2011; Quicazan-Rubio
et al., 2019). La viviparidad impone costos severos a las hembras gestantes,
derivados principalmente del aumento sustancial en el volumen y la masa
corporal, lo que a su vez reduce tanto la capacidad de busqueda de alimento
como el rendimiento locomotor, volviéndolas mas vulnerables a los depredadores
(Magnhagen, 1991; Sinervo et al., 1991; Salido y Vicente, 2019). En lagartijas, la
gestacion afecta negativamente la velocidad de escape, reduce el area de
actividad y dificulta la capacidad de defender posibles sitios de anidacion (Miles et
al., 2000). En pequefios mamiferos, las hembras gravidas pasan mas tiempo
buscando alimento, lo que aumenta su riesgo de ser cazadas (Speakman y John,
2007). En invertebrados y peces viviparos, la carga fisica y fisioldgica de la
gestacion afecta negativamente el rendimiento locomotor (volar, trepar, nadar)
(Shaffer y Formanowicz, 1996; Plaut, 2002; Ghalambor et al., 2004). Dado que la
locomocion limitada causada por el desarrollo interno de los embriones puede
disminuir la adecuacion de las hembras (principalmente al reducir sus
probabilidades de supervivencia y tasas de alimentacion), la seleccion natural
deberia promover la evolucién de mecanismos para minimizar los costos de la

gestacion.

Los entornos acuaticos imponen fuertes presiones selectivas a los

animales nadadores y estas presiones se intensifican alin mas para las
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especies viviparas durante la gestacion (Noren et al., 2011; Huckstadt et al.,
2018). El desarrollo interno de los embriones causa cambios morfolégicos que
que limitan el rendimiento de natacién y la respuesta de escape (Rodewald y
Foster, 1998). En peces viviparos, la gestacion provoca un aumento sustancial en
la masa corporal y el volumen, incluyendo una distension abdominal significativa
(Hamlett, 2005; Langerhans y Reznick, 2010). En consecuencia, las hembras
gravidas tienen una mayor superficie en contacto con el agua, lo que provoca
fuerzas de arrastre mas fuertes en sus cuerpos (Plaut, 2002; Ghalambor et al.,

2004; Rubio-Gracia et al., 2020).

La placentacion en los peces se ha considerado como una posible
adaptacion para hacer frente a los costos de locomocion derivados del desarrollo
interno de los embriones (Pollux et al., 2009). Las placentas son 6rganos
reproductivos complejos formados por la integracion de tejidos embrionarios y
maternos que tienen la funcion principal de intercambio fisiolégico (Mossman,
1991, Ostrovsky et al., 2016). En los peces viviparos, existe una amplia variacion
interespecifica en el grado de placentacion, con algunas especies que tienen
placentas relativamente simples y otras que presentan una complejidad sustancial
en sus tejidos placentarios, incluyendo células maternas mas gruesas, abundantes
microvellosidades y numerosas y grandes vesiculas (Kwan et al., 2015; Olivera-
Tlahuel et al., 2019). En especies con placentas simples, el vitelo que se almacena
antes de la fertilizacion del huevo es la principal fuente de nutrientes para los
embriones en desarrollo (es decir, lecitotrofia). En cambio, en especies con una

mayor complejidad placentaria, las madres proporcionan activamente nutrientes a
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los embriones durante todo su desarrollo (es decir, placentotrofia, que es un
tipo particular de matrotrofia; Reznick et al., 2002; Marsh-Matthews, 2011;
Blackburn, 2015). En los peces viviparos, la placentotrofia extensa
mediante placentas complejas ha evolucionado de forma independiente en
multiples ocasiones y numerosas especies presentan diferentes grados de

placentacion (Reznick et al., 2021).

Una de las hipotesis que se ha propuesto para explicar la evolucion
de la placenta en peces viviparos sugiere que la placentacién avanzada
reduce el costo locomotor del la gestacion (Ghalambor et al., 2004; Fleuren
et al., 2018). Las hembras gestantes de especies placentotroficas tienen
una carga reproductiva menor, al menos durante las primeras etapas del
desarrollo embrionario, porque producen ovocitos maduros que tienen poco
0 nada de vitelo (Pollux et al., 2009). Por lo tanto, los huevos son pequefios
en la fertilizacion y los embriones crecen gradualmente como resultado del
suministro materno de nutrientes a través de los tejidos placentarios. Por lo
tanto, los embriones permanecen relativamente pequefios durante una
proporcion significativa de la gestacion. En contraste, las hembras de
especies lecitotroficas producen huevos mas grandes llenos de vitelo y los
embriones aumentan de volumen durante el desarrollo debido a la
absorcion de agua, imponiendo una carga reproductiva mayor durante toda
la gestacion (Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al., 2009). La reduccion de
la distension abdominal y el menor tamafio y volumen corporal durante la

gestacion que resulta de la placentotrofia avanzada probablemente mejora
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la morfolégica hidrodinamica, lo que a su vez otorga una ventaja selectiva en
ambientes que demandan un alto rendimiento, como sitios con corrientes de agua
rapidas o abundantes depredadores (Fleuren et al., 2018; Hagmayer et al., 2020;

Furness et al.; 2021).

En particular, los peces viviparos de la familia Poeciliidae son un excelente
sistema modelo para entender las consecuencias morfologicas de la evolucion de
placentas elaboradas porque dentro de esta familia ha habido al menos nueve
origenes independientes de placentotrofia (Furness et al., 2019; Reznick et al.,
2021). También existe una amplia variacion interespecifica en el grado de
placentacion, con algunas especies siendo estrictamente lecitotréficas con
placentas simples, otras especies exhibiendo una placentotrofia extensa a través
de placentas complejas, y numerosas especies entre estos dos extremos con
diferentes grados de placentacién acompafiados por distintas combinaciones de
reservas pre-fertilizacion (vitelo) y nutrientes proporcionados activamente por las

madres después de la fertilizacién (Pollux et al., 2009, 2014).

Ademas, en los peces poecilidos, existe una fuerte relacion evolutiva entre
la placentotrofia y la superfetacion (Pollux et al., 2009, 2014; Garcia-Cabello et al.,
2022). La superfetacion es la presencia de multiples camadas en diferentes etapas
de desarrollo dentro de una sola hembra (Turner, 1937). Este modo reproductivo
divide una gran carga reproductiva en camadas pequefas, lo que reduce la carga
reproductiva maxima porque las hembras superfetadoras nunca llevan muchos
embriones grandes y avanzados como las hembras que no son superfetadoras

(Pollux et al., 2009). Al igual que la placentotrofia, la superfetacion se ha
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considerado una adaptacion reproductiva que probablemente evolucion6
para reducir la carga reproductiva de la gestacion (Thibault y Schultz, 1978;
Reznick y Miles, 1989; Zufiga-Vega et al., 2010). Evidencia de distintas
especies de poecilidos respalda esta hipétesis. Mayores grados de
superfetacién (es decir, mas camadas simultaneas) se asocian con
hembras mas fusiformes de Poeciliopsis turrubarensis (Zufiiga-Vega et al.,
2007). Ademas, Fleuren y colegas (2019) demostraron que la superfetacion
reduce la distension abdominal durante la gestacion, promueve cuerpos
delgados y mejora el rendimiento de nado en tres especies de poecilidos
(Poeciliopsis turneri, Heterandria formosa y Phalloptychus januarius). En la
familia Poeciliidae, la superfetacion ha evolucionado independientemente al

menos cuatro veces (Furness et al., 2019; Reznick et al., 2021).

Basandonos en la evidencia de que la placentotrofia y la
superfetacion tienden a evolucionar juntas (grados avanzados de
superfetacidn tienden a ocurrir en especies con placentotrofia extensa;
Pires et al., 2010; Pollux et al., 2014; Furness et al., 2021; Garcia-Cabello et
al., 2022), asi como en la ventaja selectiva que ambos modos reproductivos
parecen proporcionar a las hembras en términos de esbeltez e
hidrodinamica (Zufiga-Vega et al., 2007; Pollux et al., 2009; Fleuren et al.,
2018, 2019; Hagmayer et al., 2020), preguntamos aqui si la placentotrofia y
la superfetacién impulsan una evolucién morfolégica convergente.
Especificamente, usamos datos comparativos de diferentes especies de

peces poecilidos para examinar las consecuencias morfoldgicas de la
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evolucion conjunta de la placentotrofia y la superfetacion. Nos centramos en la
hipétesis de que la evolucién correlacionada de ambos modos reproductivos ha
promovido la evolucion de cuerpos hidrodinamicos y esbeltos (Figura 1a). Esto
implica que las especies lecitotroficas sin superfetacion exhibiran morfologias mas
robustas causadas por una mayor carga reproductiva. Por lo tanto, la segunda
hipotesis relacionada que probamos es que la falta de placentotrofia y
superfetacion deberia seleccionar caracteristicas morfolégicas que faciliten la
propulsion de una mayor masa y volumen corporal a través de un ambiente
acuatico, como pedunculos caudales mas profundos y aletas caudales mas
grandes (Langerhans y Reznick, 2010) (Figura 1b). Esto implica, a su vez, que la
presencia de superfetacion y placentotrofia conducira a una convergencia
morfologica hacia un pedunculo caudal mas estrecho y una aleta caudal mas
pequefia, ya que un cuerpo hidrodinamico requiere menos fuerzas propulsivas de
la mitad posterior del cuerpo (Lighthill, 1975; Lauder y Tytell, 2005) (Figura 1a). La
presencia de solo uno de estos dos modos reproductivos, como en especies
lecitotroficas con superfetacion o en especies placentotréficas sin superfetacion,
deberia estar asociada con la evolucion de morfologias intermedias, es decir,
cuerpos menos hidrodinamicos en comparacion con especies que exhiben tanto
superfetaciéon como placentotrofia, asi como pedunculos caudales y aletas
caudales que no son tan profundos o grandes como en especies lecitotroficas sin

superfetacion (Figura 1c).
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a) PedUnculo
caudal estrecho

Area de la
aleta caudal
pequeia

Placentotrofia con superfetacion

b) Pedunculo
caudal profundo

Area de la
aleta caudal
grande

Placentotrofia o superfetacion

Figura 1 Hipotesis: a) la presencia de superfetacion y placentotrofia conducira a
una convergencia morfoldgica debido a la carga distribuida hacia un pedunculo
caudal mas estrecho y una aleta caudal mas pequefia, porque un cuerpo
hidrodinamico requiere menos fuerzas propulsivas de la mitad posterior del
cuerpo. b) Las especies lecitotroficas sin superfetacion exhibiran morfologias mas
robustas causadas por una mayor carga reproductiva, y seleccionaran
caracteristicas morfologicas que faciliten la propulsion de mayor masa y volumen
corporal a través de un ambiente acuatico, como pedunculos caudales mas
profundos y aletas caudales mas grandes. c) La presencia de solo uno de estos
dos modos reproductivos, como en especies lecitotroficas con superfetacion o
especies placentotrdéficas sin superfetacion, deberia estar asociada con la
evolucion de morfologias intermedias, es decir, menos hidrodindmicas.
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Adicionalmente, consideramos que la alta intensidad de depredaciony la
rapida velocidad del agua son fuerzas selectivas que podrian impulsar la evolucién
convergente hacia cuerpos delgados e hidrodinamicos (Mclaughlin y Grant, 1994;
Langerhans et al., 2003; Furness et al., 2021). Por lo tanto, nuestro analisis de la
evolucion morfolégica probé simultaneamente los posibles efectos de estos
factores ambientales y la presencia conjunta (o ausencia) de superfetacion y
placentotrofia. Nuestro estudio es una contribucion importante al conocimiento de
como evoluciona la morfologia tanto como consecuencia del modo reproductivo

como en respuesta adaptativa al ambiente.

2. Material y métodos

2.1 Recopilacion y preparacion de datos

Cuantificamos la variacion en la forma corporal de las hembras de 48 especies de
peces viviparos de la familia Poeciliidae utilizando morfometria geométrica.
Tomamos fotografias digitales del perfil izquierdo de al menos 10 hembras
prefiadas de cada especie. Utilizamos individuos conservados (solo hembras) de
tres colecciones de museos: la Coleccion Nacional de Peces del Instituto de
Biologia, el Museo de Zoologia "Alfonso L. Herrera" de la Facultad de Ciencias,
ambos de la Universidad Nacional Autbnoma de México, y el Museo de Ciencias
de la Vida Monte L. Bean de la Universidad Brigham Young. Nuestra muestra total
consistié en 929 hembras. Evitamos cuerpos disecados o torcidos. Todas las
imagenes se tomaron a la misma distancia del pez y se incluyé una escala en
cada fotografia. Usando el software TpsDig2 version 2.30® (Rohlf, 2017a)

marcamos 17 puntos anatomicos para analizar el perfil lateral de cada hembra
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(Zuhiga-Vega et al., 2011) (Figura 2a). Extrajimos las variables de forma
(coordenadas de deformacidn relativa) para todas las especies utilizando
TpsRelw32 version 1.67® (Rohlf, 2017b). Las variables de forma (RW)
proporcionan un resumen de como la forma corporal de cada hembra se desvia
con respecto a una forma general o "consenso” (Zelditch et al., 2012). Para
nuestros analisis comparativos, retuvimos las dos primeras variables de forma,
que explicaron el 46,3% de la variacion total en la forma corporal. Basandonos en
estas dos RW, generamos cuadriculas de deformacion para visualizar las
diferencias en las morfologias promedio entre distintos grupos de especies
dependiendo de la presencia o ausencia de placentotrofia y superfetacion, asi
como para identificar qué tan delgados son sus cuerpos. También calculamos el
tamafo del centroide para cada hembra, que es una medida geométrica del
tamafo corporal, como la raiz cuadrada de las distancias cuadradas sumadas

entre cada punto y el centro geométrico de cada hembra (Zelditch et al., 2012

Obtuvimos medidas morfolégicas adicionales a partir de las
imagenes digitales usando el software ImageJ (Schneider et al., 2012), lo
gue nos proporcioné mas informacion sobre la hidrodinamica y la forma del
cuerpo. Medimos la profundidad del cuerpo (BD; por sus siglas en inglés), la
profundidad del pedunculo caudal (PD; por sus siglas en inglés), el area del
pedunculo caudal (PA; por sus siglas en inglés), el area de la aleta caudal
(CFA; por sus siglas en inglés) y la longitud estandar (SL; por sus siglas en

inglés) (Figura 2b). Para eliminar los efectos alométricos, la BD y la PD se
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ajustaron respecto a la SL, mientras que la PA y la CFA se ajustaron respecto al

tamarfo del centroide.

También calculamos el indice de fineza (FI; por sus siglas en inglés) para
cada hembra como una medida precisa del grado de la hidrodinAmica del cuerpo
(Langerhans y Reznick, 2010). Un indice de fineza igual a 1 corresponde a una
forma corporal que exhibe la minima resistencia al maximo volumen (es decir, un
grado maximo de hidrodinamica; Blake, 2004; Haas et al., 2015). El FI se calculo
para cada hembra como FI =1 - |1 - (FR/4.5)|, donde FR (relacion de fineza) =
longitud estandar/profundidad del cuerpo. En resumen, utilizamos las dos primeras
variables de forma, las medidas morfoldgicas ajustadas por el tamafio y el indice
de fineza como variables de respuesta en nuestros analisis comparativos. Los
valores promedio de estas caracteristicas morfologicas para las 48 especies se

pueden encontrar en la Tabla S1 del articulo publicado.

2.2 Cuantificando y categorizando la placentotrofia y la superfetacién
Obtuvimos datos sobre placentotrofia y superfetacion de la literatura. La primera
fue cuantificada utilizando el indice de matrotrofia (Ml), que es una medida de la
cantidad de nutrientes que las hembras proporcionan activamente a los embriones
durante el desarrollo (Skalkos et al., 2023). El Ml se calcula como la masa seca
estimada de la descendencia al nacer dividida por la masa seca del huevo en la
fertilizacion (Reznick et al., 2002; Marsh-Matthews, 2011). En los peces poecilidos,
hay una amplia variacion entre especies en los valores del Ml dependiendo del
momento de la asignacion materna de nutrientes a los embriones (Pollux et al.,

2009).
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b)

/. Area del
" Ipeddnculo

Profundidad
del peddnculo

Profundidad
del cuerpo

Figura 2 a) Ubicacion de los 17 puntos anatomicos de referencia utilizados para
obtener las variables de forma. 1, punta del hocico; 2, centro del ojo; 3, encima del
ojo en el perfil del cuerpo; 4, insercidén anterior de la aleta dorsal; 5, punto medio
entre las marcas 3 y 4 en el perfil del cuerpo; 6, insercidén posterior de la aleta
dorsal; 7, insercion dorsal de la aleta caudal; 8, punto medio entre las marcas 6y 7
en el perfil del cuerpo; 9, insercion ventral de la aleta caudal; 10, base de la aleta
caudal al nivel de la linea lateral; 11, insercion posterior de la aleta anal; 12, punto
medio entre las marcas 9y 11 en el perfil ventral del cuerpo; 13, insercidén anterior
de la aleta anal; 14, abertura del opérculo; 15, punto medio entre las marcas 13y
14 en el perfil ventral del cuerpo; 16, insercion superior de la aleta pectoral; 17,
insercion inferior de la aleta pectoral. b) Medidas morfoldgicas de hembras
gravidas. Longitud estandar (SL; medida utilizada para el calculo del indice de
finura), profundidad del cuerpo (BD; altura en la region mas profunda del cuerpo),
area de la aleta caudal (CFA; area de la aleta caudal extendida), profundidad del
pedunculo (PD; la altura maxima del peddnculo entre la base de la aleta dorsal y el
cuerpo del pez) y area del pedunculo (PA; area entre la insercion posterior de la
base de la aleta dorsal, la insercion dorsal de la aleta caudal, la insercion ventral

de la aleta caudal y la insercion posterior de la aleta anal).
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Por un lado, estan las especies lecitotréficas, que asignan nutrientes antes
de la fertilizacion en forma de vitelo. Aqui, los embriones experimentan una
pérdida de masa seca debido a los costos metabdlicos del desarrollo, o que
resulta en valores de MI < 0.75. Por otro lado, estan las especies placentotroficas,
en las que el aprovisionamiento materno ocurre después de la fertilizacion. En
estas especies, los embriones aumentan sustancialmente en masa a medida que
avanza el desarrollo debido a los nutrientes que las madres proporcionan
activamente a través de sus placentas durante la gestacion, lo que lleva a valores
de MI > 1 (Wourms, 1981; Reznick et al., 2002). Los valores de Ml entre 0.75y 1
representan especies con matrotrofia incipiente porque los embriones dependen
principalmente de las reservas de vitelo, pero las hembras proporcionan pequefias
cantidades de nutrientes durante la gestacion que compensan ligeramente los
costos metabdlicos del desarrollo (Wourms, 1981; Blackburn, 1992; Reznick et al.,
2002). Para nuestros analisis comparativos, transformamos el Ml en una
caracteristica binaria de ausencia o presencia de placentotrofia. Para mantener un
enfoque conservador, las especies lecitotroficas (Ml < 0.75) y las especies con
matrotrofia incipiente (Ml entre 0.75 y 1) se consideraron juntas como
principalmente lecitotroficas (segun Furness et al., 2021). Las especies con MI> 1

se consideraron placentotroficas.

También identificamos si nuestras especies de estudio son capaces de
portar simultdneamente dos o mas grupos de embriones en diferentes etapas de
desarrollo o no. Aquellas especies que pueden hacerlo se consideraron como

especies superfetadoras, mientras que las que no pueden se consideraron como
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carentes de superfetacion. Por lo tanto, tratamos la superfetacion como una
caracteristica binaria (presencia o ausencia), independientemente de la
entre especies superfetadoras en el nimero promedio de camadas
simultdneas. Los valores de Ml y el nimero promedio de camadas

simultdneas para las 48 especies se pueden encontrar en la Tabla S1.

Dado que nuestro enfoque fue explorar el efecto de la presencia
conjunta de placentotrofia y superfetacion en la forma del cuerpo,
clasificamos nuestras especies de estudio en cuatro categorias que
corresponden a las diferentes combinaciones de presencia o ausencia de
superfetacion y placentotrofia: 1) lecitotrofia sin superfetacion, 2)
placentotrofia sin superfetacion, 3) lecitotrofia con superfetacion y 4)
placentotrofia con superfetacion (Figura 3). En nuestros analisis
comparativos que describimos a continuacién, consideramos estas cuatro
categorias como regimenes selectivos distintos que influyen en la evolucién
de la forma del cuerpo femenino. Debido a que solo tenemos dos especies
placentotréficas que carecen de superfetacion (Poecilia latipinna y P.
butleri), enfocamos nuestras interpretaciones en las tres otras categorias,
aungue incluimos estas dos especies en nuestros analisis como los Unicos

representantes de la segunda categoria (placentotrofia sin superfetacion).

2.3 Andlisis comparativos filogenéticos
Dado que nuestra hipoétesis es que la presencia conjunta de placentotrofia y
superfetacion constituye un régimen selectivo fuerte que ha llevado a la evolucién

de morfologias mas esbeltas e hidrodinamicas, mientras que la presencia de
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lecitotrofia sin superfetacion ha llevado a la evolucion de pedunculos caudales
mas profundos y aletas caudales mas grandes, buscamos diferencias
morfologicas entre grupos de especies dentro de un marco adaptativo. Utilizamos
el método de adaptacion-inercia (Hansen, 1997; Hansen et al., 2008)
implementado en el paquete SLOUCH del entorno R (Hansen et al., 2008; Pienaar
et al., 2020; R Core Team, 2022) para determinar si los rasgos morfolégicos de
especies con diferentes combinaciones de placentotrofia/lecitotrofia y
superfetacion (es decir, diferentes regimenes selectivos) han evolucionado hacia
diferentes optimos primarios (denotados como 6;, donde j representa cada
combinacion de placentotrofia/lecitotrofia y superfetacion). En general, SLOUCH
modela la evolucion adaptativa de un rasgo hacia un éptimo primario como una
funcién de variables predictoras continuas o categoricas, teniendo en cuenta la
tendencia de las especies a retener el valor ancestral del rasgo (es decir, inercia
filogenética) (Hansen, 1997; Butler y King, 2004; Hansen et al., 2008). Para este
fin, SLOUCH estima dos parametros relacionados: la vida media filogenética
(denotada como ti2) y la tasa de adaptacion (denotada como a). La vida media
filogenética refleja el tiempo que se necesita para que el rasgo pierda la mitad de
su valor ancestral y, por lo tanto, representa una estimacion de la inercia
filogenética. La magnitud de ti2 es relativa a la longitud total del arbol filogenético
gue se esta utilizando para implementar este método comparativo (en nuestro
caso, las unidades son millones de afios). Un valor pequefio de tiz indica una
adaptacion inmediata a un cambio en el régimen selectivo (Hansen, 1997; Hansen
et al., 2008). La tasa de adaptacion representa la fuerza de la seleccion natural y,

por lo tanto, un valor grande de a también indica que el rasgo se adapta
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inmediatamente al 6ptimo primario. Una tasa rapida de adaptacion implica una
inercia filogenética débil, mientras que si a es pequefa, la seleccidén natural es
débil y el rasgo se adapta lentamente a su nuevo régimen selectivo con una
inercia filogenética fuerte (ambos parametros estan inversamente relacionados;

Hansen et al., 2008).

En el caso de un régimen selectivo que se representa mejor
mediante una variable continua (como es el caso de algunas variables
ambientales como la elevacion), SLOUCH estima la tasa a la que el rasgo
de interés se adapta al 6ptimo primario del régimen selectivo continuo
comparando dos regresiones lineales. La regresion Optima representa la
relacion esperada entre el rasgo y la variable predictora en el escenario de
una adaptacion rapida (es decir, el rasgo evoluciona lo suficientemente
rapido para seguir inmediatamente los cambios del régimen selectivo
continuo). La regresion evolutiva es la relacion observada entre el rasgo y el
predictor continuo que esta influenciada por la adaptacion y la inercia. La
diferencia estimada entre ambas regresiones proporciona informacion sobre
la tasa a la que el rasgo se adapta al 6ptimo primario del régimen selectivo
continuo. Esta diferencia se cuantifica mediante el factor de correccion
filogenética (p), que indica una adaptacion rapida al régimen selectivo
cuando p se acerca a 1 (es decir, las pendientes de ambas regresiones son
iguales) o una fuerte inercia filogenética y ningun proceso de adaptacion

cuando p se acerca a 0 (es decir, la pendiente de la regresion evolutiva es
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sustancialmente menor que la pendiente de la regresion optima) (Hansen et al.,

2008).

Este método comparativo filogenético requiere una filogenia con longitudes
de rama (Hansen, 1997; Hansen et al., 2008). Utilizamos la filogenia datada de la
familia Poeciliidae de Reznick et al. (2017), la cual recortamos para incluir
solamente nuestras 48 especies de estudio (Figura 3). La longitud total de esta
filogenia (es decir, la longitud de la rama mas larga) es de aproximadamente 57

millones de anos.

2.4 Modelos

Utilizamos siete caracteristicas morfologicas (variables de forma 1y 2, indice de
fineza y medidas ajustadas por tamafio de la profundidad del cuerpo, profundidad
del pedunculo, area del pedunculo y area de la aleta caudal) como variables de
respuesta y las cuatro categorias de presencia o ausencia de placentotrofia y
superfetaciéon como predictor principal (como regimenes selectivos distintos). Para
cada caracteristica morfologica, ajustamos 10 modelos en SLOUCH que diferian
en sus supuestos evolutivos. Primero, corrimos dos modelos sin considerar
variables predictoras (modelos solo con intercepto) para identificar si cada
caracteristica sigue un modo de evolucién de movimiento browniano, en el cual los
cambios se acumulan gradualmente con el tiempo (modelo BM-intercepto), o un
proceso adaptativo de Ornstein-Uhlenbeck en el que la caracteristica evoluciona
hacia un 6ptimo (modelo OU-intercepto) (Hansen, 1997). Luego, corrimos modelos
asumiendo que cada caracteristica evolucion6 aleatoriamente bajo el movimiento

browniano, pero considerando que cada régimen selectivo (lecitotrofia sin
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superfetacién, placentotrofia sin superfetacion, lecitotrofia con superfetacion y
placentotrofia con superfetacion) causé una tendencia evolutiva diferente (BM-
regimenes). También corrimos modelos asumiendo que cada caracteristica
evoluciond bajo un proceso adaptativo de Ornstein-Uhlenbeck en el que cada
régimen selecciona un valor éptimo distinto (OU-regimenes). Este ultimo modelo
representa nuestras hipoétesis de que la presencia o ausencia tanto de
placentotrofia como de superfetacion promueve la evolucion convergente de

morfologias particulares.

También consideramos la posible influencia de factores ambientales
en la evolucién de la forma del cuerpo de las hembras. Especificamente,
ajustamos modelos que representan como la intensidad de la depredacion y
la velocidad del agua podrian impulsar cambios evolutivos en nuestras
variables morfoldgicas. Siguiendo a Furness et al. (2021), usamos la
salinidad y la elevacion como proxies de la presion de depredacion porque
las condiciones de baja elevacion y agua salobre o salada suelen implicar
una mayor diversidad de especies y, en consecuencia, una mayor
intensidad de depredacién, que a su vez promueve morfologias
hidrodinamicas (Ghalambor et al., 2004; Walker et al., 2005). En los peces,
una forma corporal delgada aumenta la velocidad de natacién y mejora el
rendimiento de escape de los depredadores (Fleuren et al., 2019; Quicazan-

Rubio et al., 2019).
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Xenodexia ctenolepis
Poecilia reticulata
Poecilia latipinna

Poecilia butleri

Poecilia gilli

Poecilia mexicana
Poecilia sphenops
Heterandria formosa
Alfaro cultratus
Priapichthys annectens
Phallichthys amates
Brachyrhaphis holdridgei
Brachyrhaphis rhabdophora
Poeciliopsis paucimaculata
Poeciliopsis retropinna
Poeciliopsis balsas
Poeciliopsis viriosa
Poeciliopsis infans
Poeciliopsis prolifica
Poeciliopsis lucida
Poeciliopsis occidentalis
Poeciliopsis baenschi
Poeciliopsis fasciata
Poeciliopsis latidens
Poeciliopsis turrubarensis
Poeciliopsis turneri
Poeciliopsis presidionis
Poeciliopsis pleurospilus
Poeciliopsis gracilis
Poeciliopsis catemaco
Poeciliopsis hnilickai
Carlhubbsia kidderi
Priapella intermedia
Priapella olmecae
Pseudoxiphophorus jonesii
Pseudoxiphophorus bimaculatus
Xiphophorus pygmaeus
Xiphophorus multilineatus
Xiphophorus nigrensis
Xiphophorus hellerii
Xiphophorus maculatus
Belonesox belizanus
Gambusia sexradiata
Gambusia eurystoma
Gambusia affinis
Gambusia nicaraguensis
Gambusia yucatana
Gambusia vittata

Figura 3 Arbol filogenético de 48 especies de peces de la familia Poeciliidae,

modificado a partir de Reznick et al. (2017), que muestra la distribucion

taxonémica de la presencia y ausencia de placentotrofia y superfetacion:

lecitotrofia sin superfetacion (« rosa); placentotrofia sin superfetacion (e verde),

lecitotrofia con superfetacion (e azul) y placentotrofia con superfetacion (e rojo).

La longitud total de esta filogenia es aproximadamente de 57 millones de afos.
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Evaluamos la salinidad de cada especie como un factor selectivo
dicotomico que depende de si habita solo en agua dulce o puede vivir en
agua salobre o salada. La elevacién se utiliz6 como variable predictora
continua medida en metros sobre el nivel del mar. Con respecto a la
velocidad del agua, construimos otro factor selectivo dicotomico en el que se
clasificd a las especies como habitantes de aguas con flujo lento/estancadas
o con flujo rapido. Las corrientes de agua rapida pueden conducir a la
evolucion de cuerpos delgados e hidrodinamicos (Zufiga-Vega et al., 2007,
2017; Frias-Alvarez y Zuiniga-Vega, 2016). Los datos sobre salinidad,
elevacion y velocidad del agua para cada especie se obtuvieron de Furness
et al. (2021). Ajustamos modelos en los que cada una de estas tres
caracteristicas ambientales se utilizé como variable predictora, asumiendo
procesos evolutivos BM y OU (es decir, BM-salinidad, OU-salinidad, BM-

elevacion, OU-elevacion, BM-velocidad del agua y OU-velocidad del agua).

Para evaluar el ajuste del modelo y seleccionar el mejor modelo para
cada rasgo morfoldgico, utilizamos el criterio de informacion de Akaike
ajustado para muestras pequefias (AlCc; Burnham y Anderson, 2002).
Identificamos el modelo que proporcionaba el mejor ajuste como aquel con
la puntuacién AlICc mas baja o como el modelo mas simple en aquellos
casos en los que dos o0 mas modelos tenian puntuaciones AlCc igualmente
bajas (es decir, modelos que diferian en menos de 2 unidades AlCc del

modelo superior [AAICc <2]).
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Finalmente, para reducir la incertidumbre en los valores promedio de los
rasgos morfoldgicos, incorporamos la variacion intraespecifica en nuestros
analisis, como sugieren Ives et al. (2007), Labra et al. (2009) y Grabowski et al.
(2016). Separadamente para cada rasgo morfologico, primero calculamos una
varianza comun entre especies de la siguiente manera:

2 _ Yiohi(ni-1)
Ow Tini-1) '

donde ¢, es la varianza de la muestra de la especie i, la cual calculamos
directamente a partir de las hembras que medimos de cada especie. Esta varianza
comun pondera la varianza intraespecifica de cada especie por su tamafio de
muestra correspondiente n;. Luego, estimamos la variacién intraespecifica para
cada especie como as 62 /n;. SLOUCH nos permiti6 incorporar estas estimaciones
ponderadas por el tamafio de muestra de la variacion intraespecifica en todos los

modelos evolutivos que ajustamos (Hansen et al., 2008)

3. Resultados

Solo en dos de nuestras siete caracteristicas morfologicas, el modelo de Ornstein-
Uhlenbeck que asume una evolucién adaptativa hacia diferentes 6ptima para las
distintas combinaciones de presencia/ausencia de placentotrofia y superfetacion
(nuestros principales regimenes selectivos) proporcioné el mejor ajuste a los
datos. Especificamente, tanto para la variable de forma 2 (RW2) como para el
indice de fineza (Fl), este fue el inico modelo con un fuerte respaldo (es decir,
ningun otro modelo se encontraba dentro de 2 unidades AlCc de este modelo

superior; Tabla 1). Basdndonos en las cuadriculas de deformacion que
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representan como varia la morfologia segun los valores de RW2, encontramos
que la morfologia 6ptima para las especies lecitotroficas sin superfetacion
corresponde a cuerpos profundos y robustos (6ptimo estimado = 0.017, IC del
95% = 0.005 - 0.028; Figura 4a). En contraste, la morfologia éptima para las
especies placentotroficas con superfetacién corresponde a cuerpos notablemente
mas delgados (6ptimo = -0.038, IC del 95% = -0.058 - -0.017). El 6ptimo estimado
de RW2 para las especies lecitotréficas con superfetacion fue ligeramente menos
negativo (-0.020, IC del 95% = -0.040 - 0.001), lo que también indica una forma
corporal delgada, aunque menos delgada que las especies con ambos rasgos
reproductivos (Figura 4a). Sin embargo, los intervalos de confianza de los 6ptimos
estimados de RW2 para estos dos regimenes selectivos se superpusieron, lo que
indica que no hay diferencias estadisticas en la forma corporal entre estos dos
modos reproductivos. Como era de esperarse, el valor 6ptimo de RW2 para las
especies placentotroficas sin superfetacion no se estimé correctamente debido al
bajo nimero de datos que teniamos para este régimen selectivo (2 especies).

La tasa de adaptacién estimada (a) y la vida media filogenética (t12) para RW2
derivadas del modelo de regimenes OU fueron de 8.6 y 8.1 millones de afios,
respectivamente (Tabla 2). Por lo tanto, después de un cambio evolutivo en el
modo reproductivo, llevaria 16.2 millones de afios para que la forma corporal
(representada en RW2) se adapte a su nuevo Optimo primario. Esta cantidad de
tiempo necesaria para que ocurra un cambio adaptativo representa el 28% de la
longitud total de la filogenia (57 millones de afios) y, por lo tanto, indica una fuerte

inercia filogenética relativa en la forma corporal.
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También en consonancia con nuestra prediccion sobre los fenotipos
hidrodindmicos en especies con placentotrofia y superfetacion, el valor éptimo
estimado del indice de fineza para este régimen selectivo fue el mas alto (FI =
0.82, IC del 95% = 0.77 - 0.87; Figura 4b). El valor éptimo de FI para las especies
lecitotroficas con superfetacion también fue alto (FI = 0.79, IC del 95% = 0.74 -
0.84) y no fue estadisticamente diferente al de las especies con placentotrofia y
superfetacion, segun sus intervalos de confianza superpuestos (Figura 4b). Estos
valores altos de Fl estimados para ambos regimenes corresponden a cuerpos mas
hidrodinamicos en comparacién con las especies lecitotréficas sin superfetacion,
cuyo valor 6ptimo estimado de FI fue estadisticamente menor (FI = 0.72, Cl = 0.69
- 0.74) e indica cuerpos menos hidrodinamicos. También en este caso, el valor
optimo de FI para las especies placentotréficas sin superfetacion no se estimoé
correctamente (Figura 4b). Segun nuestro modelo mejor respaldado (OU-
regimenes; Tabla 1), a =10.5y ti» = 6.6 millones de afios (Tabla 2). Por lo tanto,
aproximadamente se necesitan 13.2 millones de afios para que el valor de FI
pierda su valor ancestral después de un cambio evolutivo en el modo reproductivo.
Esta cantidad de tiempo también indica una inercia filogenética relativamente

fuerte en el grado de hidrodinamismo.
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Tabla 1. Resultados de seleccién de modelos para siete variables morfologicas:
RW1 = variable de forma 1, RW2 = variable de forma 2, FI = indice de fineza, BD =
profundidad del cuerpo, PD = profundidad del pedunculo, CFA = area de la aleta
caudal y PA = area del pedunculo. Mostramos las diferencias en los valores de
AICc (AAICc) entre cada modelo competidor y el modelo de mejor ajuste (indicado
por AAICc = 0). Los modelos con un fuerte respaldo (AAICc < 2) se resaltan en
negrita. El modelo que seleccionamos para cada caracteristica morfologica se

indica con un asterisco. Los modelos difieren en la variable predictora, asi como

en el modo de cambio evolutivo: BM = movimiento browniano y OU = Ornstein-
Uhlenbeck.

Modelos RW1 RW2 Fl BD PD CFA PA
BM-una sola tendencia 0* 10 9 3 14 11 27
BM-regimenes 3 12 11 4 21 15 34
BM-salinidad 1 12 11 5 15 13 29
BM- velocidad del agua 3 12 10 5 16 13 30
BM-elevacion 1 6 12 5 17 1* 10
OU-un 6ptimo 2 8 6 0* o* 3 1*
OU-regimenes 6 0~ 0* 3 0 5 7
OU-salinidad 3 10 6 3 0 6 2
OU-velocidad del agua 3 10 6 2 2 6 2
OU-elevacién 4 6 8 2 1 0 0
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En cuanto a las otras cinco variables morfolégicas (RW1, BD, PD, CFAy
PA), no encontramos evidencia de una evolucién adaptativa impulsada por las
diferentes combinaciones de presencia y ausencia de placentotrofia y
superfetaciéon. En el caso de RW1, tres modelos obtuvieron un fuerte respaldo
(AAICc < 2), siendo el modelo mas parsimonioso el modelo BM solo con intercepto
(Tabla 1), lo cual indica que RW1 evoluciona de manera aleatoria siguiendo un
proceso de movimiento browniano sin la influencia de los regimenes de
placentotrofia y superfetacion. En cuanto a la profundidad corporal, el modelo con
mayor respaldo fue el modelo OU solo con intercepto (Tabla 1), o que indica un
proceso adaptativo pero también sin la influencia de nuestros regimenes
selectivos. Cuatro modelos proporcionaron un ajuste adecuado para la
profundidad del pedunculo. Entre estos modelos, el mas simple indico un proceso
adaptativo hacia un éptimo (OU solo un intercepto), pero sin relacion con los
regimenes de placentotrofia y superfetacion. En el caso del area del pedanculo,
dos modelos obtuvieron un fuerte respaldo (Tabla 1), siendo el mas simple

también el modelo OU de un intercepto.
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proporcion6 el mejor ajuste para cada uno de los siete rasgos morfolégicos que

analizamos, RW1 = variable de forma 1, RW2 = variable de forma 2, Fl = indice de

fineza, BD = profundidad del cuerpo, PD = profundidad del pedidnculo, CFA = area

de la aleta caudal y PA = &rea del pedunculo. Mostramos la tasa de adaptacién

(a), la semivida filogenética (t12) y la cantidad de variacién explicada por el modelo

(R?). Los modelos difieren en la variable predictora, asi como en el modo de

cambio evolutivo: BM = movimiento browniano y OU = Ornstein-Uhlenbeck.

Variable de Modelos Tasa de Vida media
respuesta seleccionados  adaptacion (a) filogenética (ti2) R?
RW1 BM-una tendencia -- -- <0.01
RwW2 OU-regimenes 8.6 8.1 0.33
FI OU-regimenes 10.5 6.6 0.30
BD OU-un 6ptimo 101.8 0.7 <0.01
PD OU-un optimo 13.1 5.3 <0.01
CFA BM-elevacion -- -- 0.18
PA OU-un optimo 86.0 0.8 <0.01
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Figura 4 Valores Optimos estimados para: a) la forma corporal (variable de forma
2, RW2) y b) el grado de morfologia hidrodinamica (indice de fineza, Fl) segun la
presencia o ausencia de placentotrofia y superfetacion. En los ejes x se
representan cuatro regimenes selectivos: LnoS = lecitotrofia sin superfetacion,
PnoS = placentotrofia sin superfetacion, LS = lecitotrofia con superfetacion y PS =
placentotrofia con superfetacion. Las gradillas de deformacion en a) muestran la
forma corporal esperada para los diferentes valores 6ptimos de la variable de
forma. En b) FI = 1 corresponde al grado maximo de aerodinamica. Las barras de

error indican intervalos de confianza del 95%.
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Solo en una caracteristica morfolégica detectamos un efecto de una
variable ambiental. Especificamente, obtuvimos dos modelos con un fuerte
respaldo para el area de la aleta caudal y ambos incluian el efecto de la
elevacion (modelos BM-elevacion y OU-elevacién; Tabla 1). Seleccionamos
el modelo BM-elevacion porque es mas sencillo en comparacién con el
modelo OU-elevacién (este ultimo estima parametros adicionales: a, ti2 y el
factor de correccion filogenética, p; ver Tabla S2). De acuerdo con la
regresion evolutiva derivada del modelo BM-elevacion, el area de la aleta
caudal aumenta a medida que aumenta la elevacion (Figura 5) y esta
tendencia positiva ha seguido un proceso de movimiento browniano en el
cual los cambios en el area de la aleta caudal se han acumulado

gradualmente a lo largo del tiempo.

Las estimaciones de los parametros derivados de los modelos
seleccionados para las siete caracteristicas morfolégicas se muestran en la
Tabla 2. Ademas, en la Tabla complementaria S2 informamos las
estimaciones de los parametros de todos los modelos con un fuerte
respaldo (es decir, todos los modelos con AAICc < 2) para todas las

caracteristicas.
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Figura 5 Regresion evolutiva del area de la aleta caudal (ajustada por el tamafio)

en relacion a la elevacion promedio derivada de un modelo de cambio evolutivo

mediante movimiento Browniano. Cada punto de datos representa una especie.

95




Capitulo 3

Discusion

Nos propusimos evaluar la hipétesis de la evolucidn convergente hacia estructuras
morfoldgicas asociadas con ventajas locomotoras (es decir, cuerpos delgados e
hidrodindmicos) en hembras de especies con placentotrofia y superfetacion. Se ha
postulado que la evolucién de la placenta reduce la asignacion reproductiva de las
hembras, al menos en las primeras etapas de la gestacion, ya que los 6vulos
maduros son pequefios antes de la fertilizacion (Pollux et al., 2009; Fleuren et al.,
2018). Del mismo modo, se ha demostrado que la superfetacion reduce la carga
reproductiva al asignar recursos de manera diferencial entre las camadas en
diferentes etapas de desarrollo (Pollux et al., 2009; Zaiiga-Vega et al., 2010;
Fleuren et al., 2019). En otras palabras, asumiendo una fecundidad similar, la
superfetacion alivia la carga de llevar multiples embriones grandes en etapas
avanzadas (como en las hembras sin superfetacion) al llevar en su lugar menos
embriones grandes junto con embriones mas pequefios en etapas tempranas.
Ademas, se ha propuesto que la evolucién conjunta de la placentotrofia y la
superfetacién en peces viviparos ha ocurrido como respuesta a la necesidad de
disminuir la carga reproductiva, por ejemplo, en lugares donde los peces deben
nadar rapidamente para escapar de los depredadores 0 en ambientes de aguas
rapidas (Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al., 2009; Zufiga-Vega et al., 2010;
Fleuren et al., 2018). En este sentido, planteamos dos hipotesis. En la primera,
asumimos que la placentotrofia y la superfetacion, debido a su ventaja en reducir
la asignacion reproductiva, han impulsado la evolucion de morfologias esbeltas e
hidrodindmicas. En nuestra segunda hipotesis, predijimos que la ausencia de

estas estrategias resultaria en cuerpos mas robustos, atribuidos a la alta
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asignacion reproductiva de tener 6vulos y embriones grandes del mismo tamafio.
En consecuencia, las estructuras asociadas con la natacion (aleta caudal y

pedunculo caudal) serian mas grandes para impulsar un mayor peso y volumen.

Obtuvimos resultados solidos que respaldan parcialmente la prediccion de
nuestra primera hipoétesis. Segun el mejor modelo para la componente morfolégica
2, las hembras con placentotrofia y superfetacion exhiben los cuerpos mas
esbeltos. Tener un cuerpo esbelto implica bajas fuerzas de resistencia, lo que
potencialmente mejora el rendimiento en la natacion (Pollux et al., 2009; Fleuren et
al., 2018, 2019). Cabe destacar que las especies con superfetacion pero sin
placentotrofia también tienen morfologias esbeltas, o que sugiere que la
superfetacion es el modo reproductivo que provoca grandes reducciones en la
profundidad del cuerpo y distension abdominal, mientras que la placentotrofia
tiene un papel menos importante en estas morfologias esbeltas. En contraste,
también segun la componente morfologica 2, las especies lecitotréficas sin
superfetacién exhiben cuerpos robustos y profundos, lo que probablemente
conlleva fuertes fuerzas de resistencia durante la natacion. Este hallazgo implica
un fuerte compromiso entre la locomocion y la reproduccion para las especies que

carecen tanto de placentotrofia como de superfetacion (Ghalambor et al., 2004).

Ademas, las especies con placentotrofia y superfetacion, asi como las
especies con lecitotrofia y superfetacion, tienen una forma corporal mas
hidrodinamica que es claramente distinta de las especies lecitotréficas que
carecen de superfetacion. Una forma corporal hidrodinamica se caracteriza por

valores de indice de fineza cercanos a 1 (Langerhans y Reznick, 2010), lo que
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indica que la forma corporal de las especies con y sin placentotrofia pero
con superfetacion es fusiforme y alargada, lo que les permite minimizar las
fuerzas de resistencia. También en el caso del indice de fineza, la presencia
de superfetacidon es claramente mas importante que la placentotrofia para
promover la evolucién convergente hacia un cuerpo mas estrecho, incluso

cuando se llevan crias en su interior.

Sorprendentemente, tanto para la componente morfolégica 2 como
para el indice de fineza, que representan formas corporales esbeltas e
hidrodinamicas, respectivamente, esperdbamos diferencias notables entre
el régimen selectivo que involucra ambas caracteristicas, debido a la
influencia combinada de la placentotrofia y la superfetacion en la asignacion
de recursos a los embriones en desarrollo (Pollux et al., 2009), y todas las
demas combinaciones de presencia/ausencia de ambos modos
reproductivos. Inesperadamente, nuestros resultados demuestran que la
presencia de superfetacion por si sola puede ser un factor selectivo
suficiente para desarrollar un cuerpo esbelto y mas hidrodinamico,
independientemente de la presencia de placentotrofia. Aunque
predeciamos que la presencia de multiples camadas y placentas complejas
podian servir como adaptaciones para mejorar la eficiencia en la natacion
en las hembras gravidas modificando la forma corporal, el tener
placentotrofia no resultd en cuerpos significativamente esbeltos en

comparacion con solo tener superfetacion.Nuestra evidencia destaca que la
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superfetacién, en lugar de las placentas complejas, desempefia un papel

hidrodinamicas.

Se ha demostrado claramente que las placentas complejas tienen un
impacto en la morfologia de las hembras, al menos durante las primeras etapas de
la gestacion. La especie placentotréfica Poeciliopsis turneri tiene una forma
corporal mas esbelta al comienzo de la gestacion en comparacion con la especie
lecitotrofica P. gracilis (Fleuren et al., 2018). Sin embargo, esta diferencia
morfologica disminuye hacia el final de la gestacion. Aunque esta evidencia previa
sugiere a nivel microevolutivo que la evolucion de las placentas puede llevar a
cuerpos esbeltos, nuestro estudio proporciona evidencia contrastante a escala
macroevolutiva, mostrando que la placentotrofia en especies de la familia
Poecilidae no necesariamente resulta en cuerpos mas esbeltos e hidrodinamicos,
sino que la superfetacion lo hace. En este sentido, nuestros hallazgos son
consistentes con los obtenidos por Zufiiga-Vega et al. (2007) y Fleuren et al.
(2019), quienes argumentan que la superfetacion reduce la asignacion de recursos
en términos de distension abdominal, ya que las hembras superfetantes nunca
llevan muchos embriones grandes en etapas avanzadas, sino que dividen un
anico evento reproductivo en camadas mas pequefias, algunas de las cuales
consisten en embriones en etapas tempranas. Por lo tanto, podemos concluir que
la superfetacion ejerce una influencia mas fuerte en la forma corporal,
favoreciendo y promoviendo la evolucion de morfologias esbeltas e

hidrodinamicas, mas que la presencia de placentas complejas.
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En cuanto a nuestra segunda hipoétesis, nuestra prediccion no fue
confirmada. Recordemos que esperabamos estructuras corporales
posteriores mas grandes en especies lecitotroficas sin superfetacion debido
a la necesidad de impulsar un mayor peso y volumen corporal, pero no
detectamos ningun efecto de nuestros regimenes selectivos en la
profundidad, el area y la profundidad del pedunculo caudal o el area de la
aleta caudal. La falta de efecto en las estructuras posteriores,
independientemente del régimen de placentotrofia o superfetacion, se
puede explicar por el hecho de que varios factores estan involucrados en la
locomocion de los peces y la biomecanica es compleja (Langerhans y
Reznick, 2010). El pedunculo caudal y la aleta caudal son caracteristicas
morfologicas importantes relacionadas con el tipo de natacién inestable de
los poecilidos, como lo indican estudios previos (Fisher et al., 2000;
Langerhans, 2009). Por lo tanto, el tamafio de las estructuras posteriores
puede estar mas relacionado con las condiciones ambientales, como la
presencia de depredadores o la velocidad del agua, que con la inversion
reproductiva o la complejidad placentaria. Ademas, tenemos evidencia de
gue el tamafio de la aleta caudal esta relacionado con un factor ambiental,

pero no con los regimenes de placentotrofia y superfetacion.

Especificamente, nuestro analisis corregido filogenéticamente indica
que las aletas caudales mas grandes tienden a ocurrir en elevaciones mas
altas. Furness et al. (2021) argumentaron que la baja elevacion representa

una mayor diversidad de especies, lo que significa mas depredadores
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potenciales. Una inversién grande en el periodo de gestacion representa una
carga para el rendimiento locomotor, lo que a

su vez aumenta el riesgo de depredaciéon (Jaramillo-Villa et al., 2010; Furness et
al., 2021). En general, las hembras gravidas sufren costos locomotores elevados
durante la natacién constante y las respuestas de escape, lo que las hace mas

vulnerables a los depredadores (Ghalambor et al., 2004).

Se ha demostrado que Gambusia affinis, Poecilia reticulata y Brachyraphis
rhabdhophora presentan cuerpos hidrodinamicos bajo un alto riesgo de
depredacion (Langerhans y DeWitt, 2004). Por lo tanto, esperdbamos encontrar un
area de aleta caudal mas grande, lo que implica una mayor propulsion en el agua
necesaria para escapar de los depredadores, en ambientes de baja elevacion con
mayor presion de depredacion. Sin embargo, encontramos el patrén opuesto:
aletas caudales mas grandes en elevaciones mas altas (es decir, rios de
montafia). Los sitios de alta elevacion son en muchos casos ambientes
montafiosos con pendientes pronunciadas y, por lo tanto, las corrientes de agua
son mas rapidas y fuertes que en los ambientes costeros (baja elevacion) (Zufiga-
Vega et al., 2007). Una aleta caudal relativamente grande podria proporcionar una
ventaja locomotora en esos entornos de flujo rapido. Si bien el tener una aleta
caudal mas grande puede favorecer la natacion en estos sitios donde el agua es
mas rapida, nuestros resultados podrian estar sesgados por una especie,
Pseudoxiphophorus jonesii, que tiene una aleta caudal significativamente mas

grande y habita las elevaciones mas altas (Figura 5). Por lo tanto, la asociacion
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observada entre el tamafio de la aleta caudal y la elevacion es inconclusa y

debe interpretarse con precaucion.

En resumen, nuestros hallazgos demuestran que el modo
reproductivo particular ha desempefado un papel significativo en la
conformacion de la forma corporal de los peces viviparos. Nuestros
resultados indican que las especies lecitotroficas sin superfetacion
presentan formas corporales robustas, lo que sugiere que estas especies
experimentan un severo compromiso entre la inversion reproductiva y el
rendimiento locomotor. Ademas, nuestra evidencia también demuestra que
a pesar de las evidencias previas que sugieren que la placentotrofia puede
reducir la distensién abdominal al menos durante las primeras etapas de la
gestacion (Fleuren et al., 2019), a escala macroevolutiva, la placentotrofia
no parece ser un impulsor significativo de cuerpos esbeltos e
hidrodindmicos. Por lo tanto, podemos concluir que la presencia de
superfetacion por si sola es suficiente para la evolucion de formas
corporales esbeltas, que se asocian con un mejor rendimiento en la
natacion, incluso cuando se llevan embriones internamente. En general,
nuestros hallazgos tienen implicaciones significativas para comprender la
evolucion convergente de la morfologia en peces viviparos impulsada por

estrategias reproductivas distintas.
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Tabla S2. Estimaciones de parametros derivadas de los modelos evolutivos que
presentaron un ajuste adecuado (modelos con AAICc < 2 en la Tabla 1) para cada
una de las siete caracteristicas morfolégicas que analizamos: RW1 = variable
relativa 1, RW2 = variable relativa 2, FI = indice de fineza, BD = profundidad
corporal, PD = profundidad del pedunculo, CFA = area de la aleta caudal, y PA =
area del pedunculo. Mostramos la tasa de adaptacién (a), la semivida filogenética
(t12), la cantidad de variacion explicada por el modelo (R?) y, en el caso de los
modelos con una variable predictora continua, el factor de correccion filogenética
(p). Los modelos difieren en la variable predictora, asi como en el modo de cambio

evolutivo: BM = movimiento browniano y OU = Ornstein-Uhlenbeck.

Variable Tasa de Vida media 2 Factor _d,e
de Modelos adaptacion (a) filogenética (ti2) R _correccion
respuesta filogenético (p)
RwW1 BM- una tendencia -- -- <0.01 --
BM-salinidad -- -- 0.031 --
BM-elevacion -- -- 0.005 -
RwW2 OU-regimenes 8.59 8.1 0.33 -
Fl OU-regimenes 10.52 6.6 0.30 --
BD OU-un intercepto 101.78 0.7 <0.01 -
PD OU-un intercepto 13.06 5.3 <0.01 --
OU- regimenes 57.38 1.2 0.15 --
OU-salinidad 13.36 5.2 0.047 0.87
OU-elevacion 59.32 1.2 0.048 0.97
CFA BM-elevacion -- -- 0.17 --
OU-elevacion 3.58 19.4 0.13 0.57
PA OU-un intercepto 85.97 0.8 <0.01 -
OU-elevacion 103.26 0.7 0.065 0.98
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Resumen

El conflicto en la naturaleza actiia como una fuerza impulsora que conduce a la
diversificacion de estructuras y comportamientos, incluyendo aspectos
relacionados con los 6rganos reproductivos. Este estudio explora cdmo estrategias
reproductivas especificas, como la placentotrofia y la superfetacion, influyen en la
evolucion de las estructuras gonopodiales masculinas dentro de la diversa familia
de los Poeciliidae. Mientras que las expectativas previas apuntaban a tasas de
diversificacion mas altas en especies que exhibian tanto placentotrofia como
superfetacion, nuestros resultados ofrecen una perspectiva diferente.
Sorprendentemente, las especies lecitotréficas sin superfetacion mostraron tasas
elevadas de diversificacion en la profundidad del gonopodio y la longitud relativa
del gonopodio. Esto sugiere la existencia de dos tacticas de apareamiento
distintas dentro de estas especies, una que involucra comportamiento de cortejo y
otra de comportamiento coercitivo, lo que lleva a la diversificacién morfologica a
través del conflicto. Por otro lado, la longitud del gonopodio fue principalmente
influenciada por la presencia de superfetacion, con las especies que emplean esta
estrategia reproductiva mostrando consistentemente gonopodios mas largos. De
manera similar, el nUmero de serras en los gonopodios fue significativamente
mayor en especies con superfetacion, lo que indica su papel en garantizar el éxito
copulatorio ante el aumento de la competencia entre machos. En conclusion,
aungue el vinculo esperado entre la placentotrofia y la superfetacion y la
diversificacion gonopodial no se confirmé completamente, nuestro estudio destaca
el papel central de la superfetacion en impulsar la evolucion de las estructuras

gonopodiales entre las especies de peces viviparos.
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1. Introduccion
El conflicto en la naturaleza actiia como un impulsor que conduce, entre otras
cosas, a la diversificacién de estructuras y comportamientos (Huntingford y Turner,
1987; Gavrilets, 2000). Estos conflictos pueden surgir debido a la competencia por
recursos limitados o resultados; esto ultimo se refiere al hecho de que las
consecuencias pueden afectar la aptitud o el éxito reproductivo de los individuos.
Por lo general, la competencia por los resultados surge cuando los intereses
inmediatos de quienes participan en el conflicto son divergentes. En muchos
casos, un individuo se beneficia a expensas del otro (Huntingford y Turner, 1987).
Por ejemplo, la relacién depredador-presa y el desarrollo de mecanismos de
defensa para evitar ser devorado conducen a una carrera armamentista (Dawkins
y Krebs, 1979; Abrams, 1986). Del mismo modo, el conflicto ha motivado el
desarrollo de estructuras y comportamientos relacionados con la reproduccion,
afectando directamente rasgos importantes de la seleccion sexual (Chapman et

al., 2003).

Segun el escenario de conflicto, la competencia entre los sexos por el
control de las decisiones reproductivas puede impulsar la coevolucién de rasgos
sexuales masculinos y femeninos (Eberhard, 1985; Arnqvist, 1997). Los sexos
estan involucrados en un proceso coevolutivo en el que las hembras evolucionan
continuamente para disminuir la tasa de apareamiento, mientras que los machos
evolucionan constantemente para aumentarla (Gauvrilets, 2000). El conflicto sexual
implica una lucha evolutiva entre los sexos para maximizar sus intereses

reproductivos, lo que puede dar lugar a conflictos en las decisiones de
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apareamiento y fertilizacién (Parker, 1979). En los insectos, existe evidencia
de que los machos manipulan internamente el esperma de otros machos
dentro de la hembra para inducir el uso de su propio esperma para la
fertilizacion, incluso si va en contra de los intereses de la hembra (Eberhard,
1997). Las caracteristicas agresivas de los machos y la resistencia de las
hembras crean una situacién de conflicto que impulsa patrones de seleccion
de pareja a través de una carrera armamentista entre los sexos,
favoreciendo la diversificacion evolutiva de estrategias reproductivas en
ambos sexos (Langerhans, 2011; Wang et al., 2015). A menudo, estas
estrategias resultan en coercidon sexual masculina, un conjunto de rasgos
conductuales y morfolégicos que mejoran la aptitud masculina pero
disminuyen la eleccidén de pareja de las hembras. Algunas estrategias
conductuales de coercidn sexual incluyen la cépula forzada, el acoso o la
intimidacion (Parker y Clutton-Brock, 1995; Watson-Capps, 2009). El
conflicto sexual establecido como resultado de estas estrategias masculinas
para asegurar la copula promueve la adaptacion de las hembras para
abordar este conflicto. Es probable que evolucionen mecanismos como la
eleccion criptica de las hembras, que les permite influir en el uso del
esperma y prevenir la poliespermia durante la seleccién sexual postcépula
(Eberhard, 1996a; Hosken y Stockley, 2004). Asi como la presencia de
algunas estructuras placentarias complejas. Las placentas complejas
permiten a las hembras regular y asignar recursos de manera mas

selectiva, lo que significa que tienen mas influencia sobre cuéles embriones
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reciben mas recursos y cuales reciben menos (Pollux et al., 2014; Furness et al.,

2019; Reznick et al., 2021).

Uno de los patrones mas emocionantes en la evolucién fenotipica es la
rapida divergencia en las morfologias genitales masculinas entre especies que se
reproducen mediante fertilizacion interna (Hosken y Stockley, 2004). Tipicamente,
en especies que participan en la fertilizacion interna, los machos poseen
estructuras genitales complejas disefiadas para la intromision. Estas estructuras
muestran una variacion significativa tanto dentro de las especies como entre
individuos (Eberhard, 1985). La evolucion de las estructuras genitales esta
asociada con el proceso de reproduccion, y en este escenario, la seleccién sexual
desempeiia un papel en la formacion de su evolucion y potencialmente en su
diversificacion (Arngvist, 1997). La evolucion de rasgos reproductivos a través de
la seleccidn sexual se ha examinado en el contexto de la seleccion criptica, la
competencia espermatica y la teoria del conflicto entre los sexos (Arngvist y
Thornhill, 1998; Hosken y Stockley, 2004). Cada escenario propone diferentes
mecanismos por los cuales la seleccion sexual puede dar forma o causar la
divergencia genital. De esta manera, el conflicto moldea propiedades especificas
de la morfologia de algunas estructuras sexuales y comportamientos relacionados
con el apareamiento en los machos (Parker, 1979). Asi, la coercién sexual y la
copula forzada promueven carreras armamentistas entre los sexos (Parker y
Clutton-Brock, 1995). Se ha explicado que la seleccion sexual postcépula impulsa
la rapida evolucién de la estructura genital en diferentes taxones (Arngvist y Rowe,

2005; Hotzy et al., 2012).
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La familia Poeciliidae es un grupo diverso que proporciona un
excelente modelo para estudiar como el conflicto puede impulsar la
evolucion de la morfologia, el comportamiento y diferentes estrategias en
ambos machos y hembras. Ademas, muestran diversidad en el modo de
alimentacion materna (Reznick et al., 2021) y una alta variacion
interespecifica en los atributos masculinos relacionados con la seleccion
sexual y las estrategias de apareamiento. Dentro de la familia, existe un
continuo de transferencia de nutrientes de la hembra a los embriones en
desarrollo, que va desde la deposicion de nutrientes en forma de yema
antes de la fertilizacion (lecitotrofia) hasta la transferencia de nutrientes a
los embriones durante el desarrollo gestacional (placentotrofia) (Pollux et

al., 2009; Marsh-Matthews, 2011).

Algunas especies de esta familia también muestran superfetacion,
que es la capacidad de llevar multiples camadas de crias en diferentes
etapas de desarrollo (Turner, 1937). EI nimero de camadas que las
hembras pueden llevar (grado de superfetacion) varia ampliamente entre
especies y poblaciones (Zufiga-Vega, Reznick y Johnson, 2007; Zufiga-
Vega, Macias-Garcia y Johnson, 2010; Zufiga-Vega, Olivera-Tlahuel y
Molina-Moctezuma, 2017; Frias-Alvarez et al., 2014). La superfetacion esta
correlacionada con un mayor grado de placentacion en esta familia (Pollux

et al., 2009, 2014; Garcia-Cabello et al., 2022).

Los machos de las especies de poecilidos emplean diversas

estrategias, que van desde el cortejo hacia las hembras hasta el uso de la
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coercion para iniciar intentos de apareamiento. Estas tacticas coevolucionan junto
con sus estructuras genitales (Langerhans, 2011; Martin et al., 2013; Wang et al.,
2015). Los machos tienen una estructura genital no retractil llamada gonopodio.
Esta estructura resulta de la modificacion de la aleta anal (Rosen y Bailey, 1963) y
varia (es decir, tamafio diferente, nUmero y tamafio de las estructuras en la punta
distal) ampliamente entre y dentro de las especies (Eberhard, 1996b; Hosken y
Stockley, 2004). Cabe destacar que el tamafio de los gonopodios se ha asociado
con diferentes comportamientos (por ejemplo, los machos de guppies con
gonopodios alargados tienden a realizar intentos de copula forzada con mayor
frecuencia; Reynolds et al., 1993). Por el contrario, los machos que poseen
gonopodios mas cortos tienden a exhibir un comportamiento de exhibicion mas
alto en diferentes especies de peces poecilidos (Reynolds et al., 1993). Esta
asociacion entre el tamafio del gonopodio y el comportamiento de apareamiento
puede explicarse por el conflicto sexual, ya que los gonopodios mas largos
permiten a los machos alcanzar a las hembras y evitar la eleccién de pareja de las
hembras para asegurar la copula exitosa (Evans et al., 2011; Gasparini et al.,
2011). Ademas, se ha demostrado que la longitud relativa del gonopodio aumenta
segun aumenta el nivel de placentotrofia, proporcionando evidencia de una
conexidn entre gonopodios mas largos y la presencia de provision materna post-

fertilizacion (Pollux et al., 2014; Reznick et al., 2021).

Ademas de la longitud del gonopodio, otras estructuras en la punta distal
del gonopodio participan en el proceso de copula, ya sea a través del cortejo o de

la cépula sigilosa (Rosen y Gordon, 1953; Eberhard, 1996; Hosken y Stockley,
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2004; Greven, 2005; Langerhans, 2011). Estas estructuras, como garras,
ganchos, sierras y espinas, tienen funciones relacionadas con la
transferencia de esperma a través de procesos mecanicos en algunas
especies y también pueden servir para sujetar a la hembra durante la
copula (Evans et al., 2011; Kwan et al., 2013). Ademas, se ha sugerido que
las espinas también tienen una funcion tactil, actuando como receptores
sensoriales debido a la elaborada inervacion del gonopodio (por ejempilo,
Xiphophorus helleri) (Rosen y Gordon, 1953; Rosen y Tucker, 1961),
mientras que los ganchos y sierras permiten un contacto prolongado

durante la copula (Clark et al., 1954).

Debido a que la placentotrofia y la superfetacion parecen ser
mecanismos que favorecen la seleccion sexual postcopula y promueven el
conflicto entre los sexos, planteamos la hipotesis de que los machos de
especies que exhiben placentotrofia y superfetacion tendran tasas de
diversificacion mas altas en las estructuras de sus gonopodios en
comparacion con los machos de especies lecitotréficas sin superfetacion.
Para abordar esto, utilizamos fotografias digitales de las estructuras en la
punta distal del gonopodio de machos de 39 especies de la familia
Poeciliidae. Exploramos la hipotesis anterior estimando y comparando la
tasa de diversificacion evolutiva de la morfologia del gonopodio entre
especies placentotroficas con superfetacion y especies lecitotréficas con 'y
sin superfetacion, utilizando un método comparativo filogenético. Este

estudio representa una contribucion significativa al conocimiento de la
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diversificacion genital, particularmente como consecuencia del conflicto surgido
por la presencia de placentotrofia, superfetacidén y seleccién sexual postcépula en

peces viviparos.

2. Material y métodos

2.1 Placentotrofia y superfetacion

Los datos sobre placentotrofia y superfetacion se obtuvieron de la literatura. El
indice de matrotrifia (MI) representa una estimacion del nivel de placentotrofia y se
define como el peso en seco de las crias al nacer dividido por el peso en seco de
los huevos en el momento de la fertilizacion (Reznick et al., 2002; Marsh-
Matthews, 2011). Las especies con valores de MI <1 se clasifican como
lecitotroficas. En tales casos, la mayor parte de la inversion materna en la nutricion
de los embriones se realiza antes de la fertilizacién y los embriones pierden peso
en seco durante el desarrollo debido a los costos metabdlicos (Wourms, 1981).
Las especies con valores de Ml >1 se clasifican como placentotroficas, ya que los
embriones aumentan su peso en seco porque reciben recursos directamente de la
madre durante el desarrollo. Convertimos el Ml en una caracteristica binaria que
indica su presencia o ausencia. Si el Ml era mayor o igual a 1, lo consideramos
presente (1) y ausente (0) si era menor que 1. En cuanto a la superfetacion,
cuando una especie tiene multiples camadas superpuestas, la consideramos
presente (1). Cuando las hembras producen solo una camada, la consideramos
ausente (0) o, en otras palabras, careciendo de superfetaciéon. Dado que nuestro
objetivo era investigar las consecuencias de la placentotrofia y la superfetacion en

la diversificacién de las estructuras gonopodiales, clasificamos nuestras especies
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en cuatro categorias: 1) lecitotroficas sin superfetacion, 2) lecitotroficas con
superfetacion, 3) placentotréficas con superfetacion y 4) placentotroficas sin

superfetacidén, aunque no teniamos especies en esta Ultima categoria.

2.2 Caracterizaciéon de las estructuras morfolégicas de los gonopodios
Cuantificamos las tasas de diversificacién de los gonopodios en machos de 39
especies de peces viviparos pertenecientes a la familia Poeciliidae. Esto se logro
mediante la caracterizacion de las estructuras en la punta distal del gonopodio.
Utilizamos machos conservados de dos colecciones de museos: el Museo de
Ciencias de la Vida Monte L. Bean de Brigham Young y la Coleccién Nacional de
Peces del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Nuestra muestra total consistié en 406 machos adultos. Para cada macho,
tomamos fotografias del perfil lateral (lado izquierdo) del cuerpo y del gonopodio.
Utilizamos un tripode y una camara adaptada para mantener una distancia
consistente del pez en todas las fotografias del cuerpo, incluyendo una escala en
cada imagen. Las estructuras en la punta distal del gonopodio se fotografiaron
utilizando un microscopio Olympus MVX10 equipado con el software Olympus

cellSens Standard.

Medimos la longitud estandar, la longitud del gonopodio y las
estructuras morfoldgicas en la punta distal a partir de las imagenes digitales
utilizando el software ImageJ (Schneider et al., 2012). Cada medicién se
realizo en triplicado. La longitud estandar (SL) se midi6 desde la punta del

hocico hasta la insercion del pedunculo caudal (Figura 1A).
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La longitud del gonopodio (GL) se midi6 desde la interseccion entre la base
del gonopodio y el cuerpo hasta la punta del gonopodio (Figura 1B). Calculamos la
longitud relativa del gonopodio (RGL) para cada macho para considerar la relacion
alométrica entre el gonopodio y el cuerpo mediante la razén de la longitud del
gonopodio con respecto a la longitud estandar. Medimos la profundidad de la
punta distal (GD) del gonopodio trazando una linea desde la base del radio 3
hasta el punto mas alto del radio 5 (Figura 1C). Dado que las sierras tienen
funciones importantes y especificas, como la estabilizacion y el anclaje del tejido
de unién cuando el gonopodio se mueve hacia adelante (Rosen y Gordon, 1953),
contamos el numero de sierras (NS), medimos la altura de las sierras (SH) y
calculamos la altura promedio (SHmean) y la altura maxima de las sierras
(SHMax, Figura 1C). A pesar de que las diferentes estructuras de los gonopodios
sirven para diferentes funciones (por ejemplo, las garras ayudan en la
transferencia de esperma, las espinas tienen funciones tactiles, los ganchos
permiten un contacto gonopodial mas prolongado con las hembras; Rosen y
Tucker, 1961; Peden, 1972; Greven, 2005; Kwan et al., 2013), solo utilizamos las
sierras porque son una caracteristica compartida entre 34 de nuestras 39 especies

(es decir, las otras estructuras ocurren en menos especies).

2.3 Andlisis de componentes principales filogenéticos

Para analizar la variacion fenotipica de los gonopodios teniendo en cuenta las
relaciones evolutivas entre las especies, realizamos un analisis de componentes
principales filogenéticos (pPCA, por sus siglas en inglés) utilizando el paquete

Phytools (Revell, 2012) en el entorno R version 4.2.0 (R Core Team, 2022). El
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pPCA analiza la variacion fenotipica en un contexto filogenético y reduce la
dimensionalidad y complejidad de rasgos correlacionados. Integra informacion
sobre las relaciones evolutivas entre las especies en un analisis de componentes
principales (PCA) (Revell, 2009). Para este andlisis, utilizamos 34 especies que
poseian todos los rasgos estudiados. En consecuencia, realizamos el pPCA para
cinco rasgos gonopodiales: profundidad del gonopodio (GD), longitud relativa del
gonopodio (RGL), numero de sierras (NS), altura maxima de las sierras (SHMax) y
altura promedio de las sierras (SHmean). Los dos primeros componentes
principales tuvieron eigenvalores mayores que 1 (PC1 =28y PC2=1.1). EI PC1
tuvo altos loadings (>0.6 en cuatro de cinco variables; profundidad del gonopodio
= 0.73, nimero de sierras = 0.64, altura maxima de las sierras = 0.95 y altura
promedio de las sierras = 0.92). Por lo tanto, consideramos que el PC1 es una
medida de la complejidad de la punta del gonopodio que indica que los
gonopodios mas profundos tienen un mayor nimero de sierras, y estas sierras son
mas altas. EI PC2 solo tuvo una variable con loading alto (longitud del gonopodio).
Por lo tanto, no consideramos este segundo componente principal y en su lugar
analizamos la longitud relativa del gonopodio por separado. Posteriormente,
utilizamos las puntuaciones del primer componente principal (PC1) en nuestro
analisis comparativo. El pPCA revel6 una alta inercia filogenética entre los rasgos
(A =0.74), lo que indica una fuerte similitud estructural entre especies

relacionadas.
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Figura 1 A, Fotografia de un macho adulto de Gambusia yucatana, la linea roja

representa la longitud estandar (SL). B, vista lateral del gonopodio, la linea roja
representa su longitud. C, vista lateral de la punta distal del gonopodio que indica
la ubicacién de las sierras, ganchos, espinas, asi como la profundidad del

gonopodio (GD).

2.4 Andlisis comparativos

Dado que nuestro objetivo principal era evaluar las tasas de diversificacion
fenotipica en las estructuras gonopodiales en respuesta a las condiciones de
superfetacion y placentotrofia, utilizamos un método filogenético que nos permitié
calcular y comparar las tasas de cambio evolutivo y diversificacion en rasgos
estructurales bajo diferentes regimenes de superfetacion y placentotrofia.

Recordemos que establecimos cuatro regimenes considerando combinaciones de
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la presencia/ausencia de ambos rasgos: 1) lecitotrofia sin superfetacion, 2)
lecitotrofia con superfetacion y 3) placentotrofia con superfetacion, y 4)
placentotrofia sin superfetacién, aunque no teniamos especies en esta Ultima
categoria. Para llevar a cabo este analisis, utilizamos el paquete R OUwie v.2.4
(Beaulieu y O'Meara, 2016; R Core Team, 2022). OUwie examina si los rasgos
evolucionan siguiendo un proceso de evolucion adaptativa de Ornstein-Uhlenbeck
generado por seleccion natural estabilizadora o, en contraste, un proceso de
evolucion por movimiento Browniano, que puede resultar de deriva genética o
seleccidn direccional fluctuante (Beaulieu et al., 2012). Los parametros estimados
por OUwie mediante maxima verosimilitud incluyen tasas evolutivas (¢?), la fuerza
de la seleccion estabilizadora (a) y los 6ptimos de los rasgos (0). Para aplicar
OUwie, utilizamos el arbol filogenético junto con la reconstruccion de estados
ancestrales basados en nuestros regimenes selectivos especificos. Utilizamos el
filogenia fechada de la familia Poeciliidae de Reznick et al. (2017), que recortamos
para incluir solo nuestras 39 especies de estudio. Ademas, integramos informacion
especifica de las especies, incluyendo los regimenes selectivos (es decir: 1)
lecitotrofia sin superfetacion, 2) lecitotrofia con superfetacion y 3) placentotrofia
con superfetacion), los valores de las estructuras gonopodiales (es decir,
profundidad del gonopodio: GD, longitud relativa del gonopodio: RGL, numero de
sierras: NS, altura maxima de las sierras: SHMax y altura promedio de las sierras:
SHmean), y las puntuaciones del PC1. Para mitigar la incertidumbre de los valores
promedio de las mediciones gonopodiales, consideramos la variacion
intraespecifica. De acuerdo con Ives et al. (2007), Labra et al. (2009) y Grabowski

et al. (2016), para cada rasgo gonopodial, calculamos una varianza comun entre
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las especies utilizando las varianzas muestrales de cada especie, ponderadas por
sus tamafos de muestra correspondientes. Posteriormente, estimamos la
variacion intraespecifica para cada especie dividiendo esta varianza comun por su

tamano de muestra.

2.5. Conjunto de modelos

Para evaluar si existen diferencias en las tasas evolutivas de cada una de las
estructuras gonopodiales entre los diferentes regimenes de placentacion y
superfetacion, primero implementamos dos modelos de movimiento Browniano por
separado para cada rasgo gonopodial y el PC1. El primero fue el modelo mas
simple, BM1, que no permite que la tasa de diversificacion (o?) varie, y el segundo
modelo fue el movimiento Browniano multirrate (BMS), que asigna una tasa de
diversificacion diferente para cada régimen de placentotrofia y superfetacion.
Ademas, asumiendo que los rasgos estructurales del gonopodio han
experimentado seleccidn estabilizadora hacia valores 6ptimos que dependen (o
no) del régimen de placentotrofia y superfetacion, evaluamos para cada estructura
si la evolucién ocurrio siguiendo un Unico 6ptimo evolutivo para todas las especies
(OU1) o con valores 6ptimos diferentes para los diferentes regimenes de
placentotrofia y superfetacion (OUwm) y el mismo a y o2 para todas las especies. De
igual manera, probamos otro modelo que permite valores 6ptimos diferentes (0) y
establece la misma tasa de diversificacion (o2) entre los regimenes de
superfetacion y placentotrofia, manteniendo constante la tasa de adaptacion (a)
(OUwmv). Ademés, implementamos otros dos modelos mas; uno permitio la

variacion en los valores 6ptimos (0) y la tasa de adaptacion (a) entre los
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regimenes de superfetacion y placentotrofia, manteniendo constante la tasa de
diversificacion (o2) (OUwma), y el tltimo modelo permitié que los valores 6ptimos (8),
la tasa de adaptacion (a) y la tasa de diversificacion (o?) varien entre los
regimenes selectivos de placentotrofia y superfetacion (OUwmva). Las trayectorias
evolutivas (es decir, los valores éptimos de cada rasgo) se basaron en los
regimenes selectivos de placentotrofia y superfetacion. Empleamos el criterio de
informacion de Akaike ajustado para muestras pequefias (AlCc) para evaluar el
ajuste de todos los modelos (Burnham y Anderson 2002). Para identificar el
modelo mejor ajustado, comparamos sus puntuaciones AICc y elegimos aquel con
la puntuacién mas baja. Sin embargo, seleccionamos el modelo mas simple si dos
o mas modelos tenian puntuaciones AICc similares (dentro de dos unidades del

modelo principal, AAICc < 2).

3. Resultados

Para la profundidad del gonopodio, tres modelos proporcionaron un ajuste
adecuado (Tabla 1). EI modelo mas simple y, por lo tanto, seleccionado (BMS)
indica que la profundidad del gonopodio se diversifica de manera diferente para
cada régimen de placentotrofia y superfetacion. Las especies lecitotréficas sin
superfetacion tienen la tasa de diversificacion mas alta (0% = 0.12; EE + 0.29),
mientras que las especies lecitotroficas con superfetacion tienen una tasa mas
baja (02 = 0.18; EE + 0.49), y las placentotréficas con superfetacion tienen la tasa
de diversificacion mas baja (02 = 0.011; EE + 0.74) para la profundidad del

gonopodio.
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Para la longitud relativA del gonopodio, dos modelos proporcionaron un
ajuste adecuado (OUwmv y OUwma; Tabla 1). El modelo OUwmv describe que la
longitud relativa de los gonopodios evoluciona hacia diferentes 6ptimos segun los
regimenes de placentotrofia y superfetacion (Figura 2A), 1) lecitotrofia sin
superfetaciéon (6 = 0.26; IC del 95% = 0.22-0.29), 2) lecitotrofia con superfetacion
(6 = 0.36; IC del 95% = 0.33-0.40) y 3) placentotrofia con superfetacion (6 = 0.33;
IC del 95% = 0.32-0.34). Ademas, las longitudes relativas de los gonopodios
tienen diferentes tasas de diversificacion para cada régimen (Tabla 2): 1) la
lecitotrofia sin superfetacion tiene la tasa de diversificacion mas alta (o2 = 0.25; EE
+ 0.67), 2) lecitotrofia con superfetacion tiene una tasa de diversificacion mas baja
(0% =0.12; EE + 0.60) y 3) placentotrofia con superfetacion tiene la tasa de
diversificacion mas baja (02 = 0.02; EE + 0.78). Sin embargo, la incertidumbre en
estas estimaciones es alta (i.e. errores estandar grandes). Por el contrario, el
segundo modelo igualmente respaldado, OUMA, tiene una sola tasa de
diversificacion para los tres regimenes, mientras que cada régimen evoluciona
hacia un 6ptimo diferente (Figura 2B). Los éptimos para los diferentes regimens en

este modelo OUwma son similares a las estimaciones del modelo OUwv (Tabla 2).

Para la altura media de las sierras (SHmean), el modelo que mejor se ajusté
fue BM1 (Tabla 1). Este modelo indica que no hay variacion en las tasas de
diversificacion entre los distintos regimenes de placentotrofia y superfetacion. En
consecuencia, este modelo estimo una sola tasa de diversificacion (o2 = 0.002).
Para la altura maxima de las sierras (SHMax), el modelo seleccionado fue el

modelo de Ornstein-Uhlenbeck mas simple (OU1; Tabla 1), que asume que el
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tamafo de las sierras evoluciona hacia un solo 6ptimo (6 = 0.12). Este

modelo también estimé la fuerza de la seleccién estabilizadora (a = 5.72).

El modelo OUM proporciono el mejor ajuste para el nimero de sierras
(Tabla 1). Este modelo describe diferentes 6ptimos entre los regimenes
(Figura 2C): 1) lecitotrofia sin superfetacion (6 = 7.55; IC del 95% = 6.15-9),
2) lecitotrofia con superfetacion (6 = 11.98; IC del 95% = 9.44-14.53) y 3)
placentotrofia con superfetacion (8 = 11.36; IC del 95% = 8.77-13.96),
aungue con una sola 02 y a para todos los regimenes (Tabla 2). Esto indica
qgue el niamero de sierras evoluciona siguiendo diferentes 6ptimos a pesar de

tener la misma tasa de diversificacion (o2 = 100).

Finalmente, surgieron dos modelos mejor ajustados para explicar el
proceso evolutivo del conjunto de caracteristicas morfolégicas combinadas
en el PC1 (profundidad del gonopodio, nimero de sierras, altura maxima de
las sierras y altura media de las sierras: Tabla 1). El modelo seleccionado fue
BM1, que muestra la falta de variacion en las tasas de diversificacion entre
los distintos regimenes de placentotrofia y superfetacion. Por lo tanto, este

modelo estimo una sola tasa de diversificacion (o2 = 4.55).
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Tabla 1 Resultados de seleccion de modelos para diferentes rasgos del
gonopodio, incluyendo un componente principal (PC1) que combina cuatro rasgos
(profundidad del gonopodio, numero de sierras, altura maxima de las sierras y
altura media de las sierras). Mostramos las diferencias en las puntuaciones de
AICc entre cada modelo y el modelo de mejor ajuste (AAICc). Los modelos con un
fuerte respaldo (AAICc <2) se resaltan en negrita y el asterisco indica el modelo
que seleccionamos para cada rasgo. Consulte la seccion 2.5 para obtener una
descripcion detallada de los modelos.

_ Largo .
Ancho Largo relativo ) Alto Numero
promedio o
Modelo del del maximo de de PC1
, _ de las , _
gonopodio gonopodio . las sierras  sierras
sierras
BM1 7.51 20.04 o* 3.19 7.31 1.81*
BMS 0* 14.90 2.7 6.43 9.96 4.49
oul 9.86 13.97 2.16 o* 2.77 0
OUwm 7.84 7.53 5.25 4.43 0* 4.62
OUwmv 1.04 o* 9.07 9.33 5.89 8.49
OUwa 2.82 0.5* 9 7.17 3.13 8.82
OUwmva 1.30 6.04 8.41 1.44 10.58 6.83
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Tabla 2 Estimaciones de parametros (6ptimos del rasgo: 6, tasa de adaptacion: a
y tasas de diversificacion: 02) derivadas de los modelos seleccionados para la
longitud relativa del gonopodio y el nimero de sierras. Los errores estandar para

las tasas de diversificacion se muestran entre paréntesis.

Lecitotrofia Lecitotrofia Placentotrofia
Estructura Modelo Parametros sin con con
superfetacion superfetacion  superfetacion

re'j;'l"o OUwv a 24.84 24.84 24.84
gonopodio 02 0.25(x0.67) 0.12 (+0.60) 0.01 (+0.78)
Largo (3] 0.26 0.36 0.33
relativo
" OUwa a 25.78 (+ 0.20) 24.73 (£ 0.20) 22.42 (+ 0.22)
e
gonopodio o? 0.24 0.24 0.24
0 7.55 11.98 11.36
NUmero de
. OUwm a 7.95 7.95 7.95
sierras
02 100 100 100
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OUypy
®
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Lecitotrofia sin Lecitotrofia con Placentotrofia con
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Figura 2 Valores optimos estimados derivados de los modelos OUwie que
seleccionamos para: A, Modelo OUwmv para la longitud relativa del gonopodio, B,
modelo OUwa para la longitud relativa del gonopodio y C, nimero de sierras. El
eje x representa el régimen selectivo (lecitotrofia sin superfetacion, lecitotrofia
con superfetacion y placentotrofia con superfetacion). Las barras de error
representan intervalos de confianza del 95%.
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4. Discusion

Nuestro objetivo era evaluar la hipotesis de tasas de diversificacion aumentadas
en especies con el régimen de placentotrofia y superfetacion. Sin embargo, esto
no se cumplioé en ninguna de las caracteristicas del gonopodio que evaluamos. En
otras palabras, no encontramos tasas de diversificacion mas altas en especies con
placentotrofia y superfetacion para ninguno de los rasgos. La presencia de
placentas complejas y la capacidad de gestar embriones en diferentes etapas de
desarrollo de manera simultanea son estrategias que crean un escenario de
competencia entre hembras y machos por el éxito reproductivo e implican conflicto
entre los sexos (Furness et al., 2019; Lyons et al., 2021). Se ha demostrado que el
conflicto es una de las razones mas significativas para la diversificacion

morfologica genital (Arngvist y Rowe, 2005; Simmons, 2014).

A la luz de este conflicto, predijimos una mayor diversificacion morfologica
en especies que muestran tanto placentotrofia como superfetacion, impulsada por
el potencial del conflicto para desencadenar cambios adaptativos en las
estructuras del gonopodio, mejorando el éxito reproductivo de los machos.
Esperabamos que la profundidad del gonopodio y la longitud relativa del
gonopodio fueran rasgos que se diversificaran a tasas mas altas en especies con
placentotrofia y superfetacion. Contrariamente a nuestra prediccion, nuestros
hallazgos indican que las tasas de diversificacion para la profundidad y la longitud
del gonopodio son mas altas en especies lecitotréficas sin superfetacion y
comparativamente mas bajas en especies placentotréficas con superfetacion.

Estos resultados opuestos sugieren que los machos de especies lecitotroficas
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pueden no solo tener comportamientos de cortejo, lo que implica que
algunos de ellos también participan en copulaciones forzadas (Plath et al.,
2007), lo que impulsa la diversificacion a través del conflicto. De hecho, se
ha encontrado que estos dos comportamientos de apareamiento existen en
algunas especies, como Poecilia reticulata, donde el tipo de copula
(cooperativa o coercitiva) depende del tamafio del cuerpo del macho y
puede afectar la frecuencia de partos en las hembras guppys (Sato et al.,
2011). Del mismo modo, la alta tasa de diversificacion en especies
lecitotroficas sin superfetacion nos permite observar que tanto la
profundidad como la longitud del gonopodio reflejan que hay algunas
especies en las que los machos tienen gonopodios cortos (cortejo) y
machos con gonopodios mas largos (coercion). Es posible encontrar
especies lecitotroficas sin superfetacion en las que los machos participan en
comportamientos de cortejo (por ejemplo, Girardinus metallicus; Farr, 1980)
y otras que dependen de copulaciones forzadas para lograr la fertilizacion

(por ejemplo, Poecilia orri; Rosen y Gordon, 1953).

Observamos también que la longitud relativa del gonopodio
evoluciona hacia diferentes 6ptimos en correspondencia con los regimenes
selectivos, especificamente, las especies con superfetacion
(independientemente de la presencia o ausencia de placentotrofia) tienen
gonopodios mas largos. Nuestros hallazgos sobre la evolucion de la
longitud del gonopodio hacia éptimos distintos basados en los regimenes de

superfetacidon y placentotrofia coinciden con las conclusiones de
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Langerhans (2011) y Reznick et al. (2021). Sus estudios indicaron que las
especies con gonopodios cortos suelen exhibir comportamientos de cortejo y son
y son frecuentemente lecitotréficas sin superfetacion, mientras que las especies
con gonopodios mas largos, a menudo sin ornamentacion, pueden manifestar
comportamientos coercitivos y son tipicamente especies placentotréficas con
superfetacion. Por lo tanto, tener un gonopodio largo podria ayudar a lograr
copulaciones exitosas incluso sin la aceptacion de la hembra, ya que los machos
con gonopodios alargados pueden acercarse a las hembras y transferir esperma
sin acercarse demasiado a ellas (Evans et al., 2011; Langerhans, 2011).
Destacadamente, nuestros hallazgos revelan que la longitud del gonopodio se
atribuye principalmente a la presencia de superfetacion, independientemente del
régimen de placentotrofia. Este fenomeno se observa notablemente en especies
con superfetacion, abarcando tanto las caracteristicas lecitotréficas como
placentotréficas, ya que tienden a exhibir gonopodios mas largos en comparacion
con sus contrapartes lecitotréficas sin superfetacion. En esencia, la superfetacion,
con su consecuente potencial para la paternidad multiple, donde cada camada es
fertilizada por distintos machos, se erige como la fuerza evolutiva detras de la

seleccidn estabilizadora de la longitud del gonopodio.

De manera similar, también encontramos que el numero de sierras
evoluciona principalmente en funcion de la presencia de superfetacion: las
especies con esta estrategia reproductiva, independientemente de la presencia o
ausencia de placentotrofia, exhiben mas sierras en comparacion con las especies

gue no practican la superfetacién. Por lo tanto, la presencia de superfetacion es lo

135




Capitulo 4

gue impulsa la diferencia evolutiva entre los regimenes selectivos. Se ha
descrito que las sierras son dispositivos de sujecion que pueden ayudar a
lograr un tiempo de cOpula prolongado en un escenario de copula forzada
(Greven, 2005; Jones et al., 2016). La superfetacion implica que la hembra
puede llevar el esperma de multiples machos en su interior (Macias-Garcia
y Gonzalez-Zuarth, 2005; Zufiga-Vega et al., 2010). Por lo tanto, la
superfetacion probablemente aumenta la intensidad de la competencia
entre machos por las hembras. En este contexto, las sierras pueden ayudar
a asegurar la paternidad debido a la transferencia de esperma aumentada
como resultado de una cépula prolongada. Ademas, mas tiempo dedicado a
la copula evitaria que otros machos se acerquen a la hembra. Por lo tanto,
la superfetacion lleva a una tendencia evolutiva hacia una mayor inversion

en el nimero de sierras en las especies estudiadas.

También, es importante considerar que diferentes partes o secciones
de la morfologia genital masculina pueden experimentar diferentes
presiones selectivas (Song y Wenzel, 2008; Simmons et al., 2009). Es
posible que mientras algunas estructuras sean evidencia de presiones
selectivas que conducen a la diversificacidon morfologica, otras sirvan para
reconocer especies (Wojcieszek y Simmons, 2011). Por ejemplo, en los
machos saltamontes de Schistocerca lineata la seccion inferior del cingulo
puede estar relacionada con la interaccion sensorial durante el cortejo,
mientras que el epifalo y el cercus se utilizan como érganos de agarre

durante el apareamiento coercitivo (Song y Wenzel 2008). Las diferentes
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partes de los genitales pueden cambiar debido a diferentes razones. Algunas
partes cambian principalmente porque ayudan a los individuos en interacciones de
competencia intraespecifica, lo que puede llevar a diferencias en la forma entre
poblaciones, mientras que otras cumplen funciones de reconocimiento de
especies (Wojcieszek y Simmons 2011). Este ultimo hace referencia a la hipotesis
"cerradura-llave” que postula que existe un ajuste mecanico entre los genitales de
machos y hembras, similar a una cerradura y una llave, lo que impulsa la
coevolucion funcional de estos genitales para garantizar un apareamiento exitoso
y, al mismo tiempo, reducir la probabilidad de apareamiento entre diferentes

poblaciones (Langerhans 2011; Anderson y Langerhans 2015).

En resumen, dado que encontramos que las especies con tanto
placentotrofia como superfetacion no exhiben las altas tasas de diversificacion
esperadas, podemos sugerir que algunas estructuras genitales estan sujetas a
otras formas de seleccion natural en lugar de seleccidén sexual (conflicto).
Sorprendentemente, encontramos que la presencia de superfetacion impulsa la
evolucion de rasgos gonopodiales, como el nimero de sierras y la longitud relativa
de los gonopodios, independientemente de la presencia de placentotrofia. Las
especies con superfetacion tienen mas sierras y gonopodios mas largos. Esto
sugiere que la superfetacion es la estrategia reproductiva que ejerce presion
selectiva en la evolucion de las estructuras gonopodiales, en lugar de la

placentotrofia.

En conclusion, nuestro estudio sobre la evolucién de las estructuras de los

gonopodios dentro de la familia Poecilidae ha proporcionado informacién sobre
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como algunas estrategias reproductivas influyen en la diversificacion
morfologica. Si bien nuestras predicciones iniciales no fueron
completamente respaldadas, nuestros hallazgos revelan lo contrario de lo
esperado, ya gque encontramos tasas mas altas de diversificacion en
especies lecitotroficas sin superfetacion tanto para la profundidad del
gonopodio como para la longitud relativa del gonopodio. A pesar de que las
especies con ambas estrategias no exhiben las tasas de diversificacion
esperadas, la presencia de superfetacion surgié como un factor critico en la
evolucion de las estructuras gonopodiales, como se demostréo mediante el
namero de sierras y la longitud relativa del gonopodio. Estos resultados
sugieren que la competencia reproductiva entre los sexos y entre los
machos, desencadenada por la superfetacion, juega un papel importante en
la formacion de estas estructuras. Nuestros hallazgos no solo contribuyen a
nuestra comprension de la evolucion de los peces viviparos, sino que
también ofrecen una perspectiva mas amplia sobre los mecanismos que

impulsan la diversidad genital en el reino animal.
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La coevolucion de la placentotrofia y la superfetacién ha generado diversas
interrogantes, particularmente debido a las variaciones entre especies y
poblaciones, asi como a los multiples origenes independientes en los organismos
viviparos, especificamente en peces viviparos de la familia Poeciliidae (Reznick et
al. 2002; Bassar et al. 2014, Fleuren et al. 2018; Furness et al. 2019). Esta
diversidad y surgimiento multiple proporcionan pruebas de que la transferencia de
nutrientes de la madre al embrion de manera activa a lo largo del desarrollo ha
experimentado una evolucion acelerada, otorgando ventajas adaptativas en
distintas condiciones ambientales (Trexler y DeAngelis 2003; Pollux et al. 2009).
También proporciona evidencia de que la capacidad de cargar de forma
simultanea varias camadas en distintas etapas de desarrollo también proporciona
ventajas en términos de adaptacion en ciertas circunstancias (Pires et al. 2010;

Zuiiga-Vega et al. 2010; Fleuren et al. 2019).

Entre las ventajas, se ha sugerido que la evolucion de placentas mas
elaboradas y niveles mas altos de placentotrofia reduce la inversion reproductiva
en las hembras, especialmente en las primeras etapas de la gestacion, debido al
pequefio tamafo de los 6vulos maduros antes de la fertilizacion (Trexler y
DeAngelis 2003; Pollux et al. 2009; Uribe y Grier 2011; Fleuren et al. 2019). De
manera similar, la superfetacion ha demostrado ventajas, como la reduccion de la
asignacion maxima de recursos reproductivos, es decir, la proporcion de la masa
corporal de la hembra destinada a la reproduccion, durante la gestacion (Pollux et
al. 2009). Esto ocurre porgue, en lugar de llevar a cabo la gestacion de numerosos

embriones en el mismo estadio de desarrollo, que eventualmente alcanzaran un
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tamafo considerable antes del nacimiento, la superfetaciéon distribuye esta
inversion total en camadas superpuestas mas pequefas en diferentes
desarrollo. Como resultado, solo unos pocos embriones, los mas avanzados
en su desarrollo, alcanzaran un mayor tamafio, mientras que los estadios
MAas tempranos son, en ese momento, mas pequefos (Pollux et al. 2009;

Zuiiga-Vega et al. 2010; Fleuren et al. 2019).

La presencia de placentas complejas y la habilidad para llevar a cabo
la gestacion de embriones en multiples etapas de desarrollo de manera
simultanea establecen un escenario de competencia entre machos y
hembras en términos de éxito reproductivo, dando lugar a un conflicto de
intereses entre los sexos (Furness et al. 2019; Lyons et al. 2021). En primer
lugar, las placentas complejas le permiten a las hembras regular y asignar
recursos de manera mas selectiva, lo que significa que tienen mas
influencia sobre cuales embriones reciben mas recursos y cuales menos
(Pollux et al. 2014; Furness et al. 2019; Reznick et al. 2021). Pueden lograr
esto a través de procesos posteriores a la fertilizacion, como seleccionar
embriones de mejor calidad y abortar embriones de menor calidad, o
distribuyendo recursos maternos de manera diferenciada entre los

embriones (Haig 1990).

En segundo lugar, la superfetacion otorga a las hembras un mayor
control sobre la paternidad. En especies donde los machos carecen de
caracteristicas ornamentales y recurren al apareamiento forzado (Magurran

2011), las hembras podrian verse obligadas a gestar embriones de menor
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calidad genética. Estd demostrado que en especies que tienen superfetacion, las
copulas forzadas prevalecen (Macias-Garcia y Gonzéalez-Zuarth 2005). La
retencidn y seleccion del esperma a través de estructuras como las espermatecas
refuerzan la influencia de las hembras en la determinacion de la paternidad.
Ademas, se ha planteado que la superfetacion podria promover la poliandria al
disminuir las posibilidades de que un solo macho se convierta en el Unico
progenitor de la descendencia de una hembra, asi la competencia por el éxito
reproductivo es notable (Haig 1990). Este proceso de competencia por el control
de la paternidad fomenta la aparicion del conflicto sexual, lo que a su vez
desempeiia un papel esencial en la diversificacion morfolégica de las estructuras

genitales (Arngvist y Rowe 2005; Simmons 2014).

En esta tesis, logramos alcanzar exitosamente los objetivos planteados. El
enfoque filogenético comparativo que aplicamos, utilizando datos de los niveles de
placentotrofia y superfetacion en 39 especies de poecilidos, nos permitio
identificar un patrén de causalidad entre estas dos estrategias reproductivas.
Observamos que las placentas han desarrollado una mayor complejidad como
adaptacion a los incrementos en el nivel de superfetacion (capitulo 2). Nuestros
analisis comparativos de las modificaciones morfologicas en hembras de 48
especies revelaron que la presencia de la superfetacion por si sola conduce a una
evolucion adaptativa convergente hacia cuerpos delgados e hidrodinamicos
(capitulo 3). Ademas, nuestros analisis filogenéticos en los gonopodios de machos

de 39 especies de poecilidos demostraron que la superfetacion ha favorecido la
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evolucion de gonopodios mas largos y un mayor niumero de sierras en la

punta distal (capitulo 4).

Coevolucion de superfetacion y placentotrofia: evidencia de una secuencia
evolutiva en peces poecilidos

En el capitulo 2 de esta tesis, se llevo a cabo un analisis detallado de la
coevolucion de la superfetacion y la placentotrofia en los peces poecilidos. La
hipotesis que planteamos sostiene que la evolucion de placentas mas complejas
es necesaria para regular de manera diferencial los recursos transferidos a
embriones en distintas etapas de desarrollo; por lo tanto, los niveles de
complejidad placentaria deben aumentar primero para facilitar la gestacién de un
mayor numero de camadas simultaneas. Nuestra hipétesis se fundamenta en la
idea de que los requerimientos nutricionales y los momentos de transferencia de
nutrientes difieren entre embriones en diferentes etapas de desarrollo (Macfarlane
y Bowers 1995). Para regular eficazmente esta distribucion diferencial de recursos,
es probable que se requieran tejidos placentarios mas desarrollados, que incluyan
un mayor numero de vesiculas y microvellosidades (Thompson et al. 2000;
Olivera-Tlahuel et al. 2019). Ademas, sabemos que un aumento en el nimero de
camadas simultaneas impone una mayor demanda de nutrientes y oxigeno a las
hembras (Boehlert et al. 1991). Entonces, nuestra prediccion se baso en la idea de
que el aumento en los niveles de placentotrofia mediante placentas mas
complejas deberia posibilitar que las hembras suministren cantidades mayores de
nutrientes y oxigeno, asegurando de esta manera las necesidades de todos los

embriones en todas las etapas de su desarrollo.
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Aunque investigaciones anteriores han demostrado que a medida que
aumenta la complejidad placentaria, medida a través del indice de matrotrofia,
también se incrementa la probabilidad de tener superfetacion (Pollux et al. 2014),
en estos estudios previos, las estrategias fueron consideradas como variables
categéricas, mostrando Unicamente la relacion entre la presencia o ausencia de
ambas caracteristicas. Sin embargo, sus resultados no lograron establecer con
claridad cual de las dos estrategias evolutivas precedio a la otra (Furness et al.
2021). Nosotros consideramos ambas estrategias reproductivas como variables
continuas en lugar de categoricas, 10 que nos permitié una comprension mas

precisa de su relacion evolutiva.

Los resultados obtenidos en este capitulo fueron sorprendentes y contrarios
a las predicciones iniciales. Encontramos que la evolucion de un mayor nimero de
crias de manera simultanea, es decir, la superfetacion, precede a la evolucion de
un mayor grado de placentotrofia (Garcia-Cabello et al. 2022). Este hallazgo
plantea implicaciones significativas en la coevolucion de estas estrategias en los
peces poecilidos. Estos resultados sugieren que la complejidad placentaria se
desarroll6 como una consecuencia indirecta de las fuerzas evolutivas que
impulsaron la aparicion de multiples crias en desarrollo simultaneo. Esta
coadaptacion entre la superfetacion y la placentotrofia podria haber evolucionado
para optimizar la nutricién y regulacion de embriones en diversas etapas de
desarrollo, brindando ventajas adaptativas y de supervivencia a las especies con

ambas caracteristicas.
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Los resultados contrastantes que obtuvimos sugieren que la
superfetacidon podria estar bajo fuertes presiones de seleccion natural (por
ejemplo en rios donde el flujo es mas rapido o en sitios con alta
depredacion que favorecen hembras con cuerpos relativamente delgados)
y, los cambios en la placentotrofia pueden estar sujetos a cambios en el
nivel de superfetacion y no a presiones ambientales externas. Es decir, la
seleccidn natural afecta a la superfetacion y probablemente menos a la

placentotrofia.

Los resultados de este estudio son consistentes con investigaciones
previas que examinaron la relacion entre la placentotrofia y factores
ambientales como altitud, temperatura, la estacionalidad, la precipitacion y
la depredacion en peces viviparos (Furness et al. 2021). Lo que indica que
a nivel macroevolutivo, no hay fuerzas selectivas claras asociadas a
factores ambientales especificos que tuvieran un impacto significativo en la
variacion de los niveles de transferencia materna entre especies las
especies. Asi nuestros resultados, desde un enfoque macroevolutivo,
respaldan la idea de que la placentotrofia avanzada se ha visto favorecida
por la previa evolucion de camadas simultaneas. También otros estudios a
nivel de poblaciones (escala microevolutiva) han indicado que la evolucién
hacia un mayor grado de superfetacion es probablemente una respuesta a
condiciones ambientales especificas, como la presencia de corrientes de
agua rapidas o un mayor riesgo de depredacion (Gorini-Pacheco et al.

2018; Hagmayer et al. 2020). Esto se debe a que la superfetacion, al reducir
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la distencion del abdomen de las hembras gestantes, les permite mantener
cuerpos mas hidrodinamicos y un tener un desempefio de natacion mas eficaz
eficaz (Zaniga-Vega et al. 2007; Fleuren et al. 2019). Estos hallazgos insintan que
la seleccién natural ha tenido un impacto significativo en la capacidad de gestar

multiples camadas de forma simultanea.

En resumen, el capitulo 2 de esta tesis contribuye a la comprension de la
relacion y coevolucion entre la superfetacion y la placentotrofia en peces
poecilidos. Aunque aqui aportamos informacion relevante, es esencial considerar
explorar otros aspectos fisiologicos que describan la relacion entre la
placentotrofia y la superfetacion para entender con claridad cdmo es que las
placentas que tienen mas microvellosidades, mas vesiculas y mas vasos
sanguineos (Kwan et al. 2015; Olivera-Tlahuel et al. 2019) permiten la regulacién
de un mayor nimero de camadas simultaneas. Para comprender completamente
como la placentotrofia y la superfetacion afectan a la reproduccion en esta familia
de peces, seria valioso investigar la transferencia diferencial de aminoéacidos y

minerales como el calcio a embriones en diferentes etapas de desarrollo.

Influencia de la superfetacién en la morfologia de peces viviparos

La implementacion de analisis comparativos nos permitio evaluar, en el capitulo 3,
la relacion entre las estrategias reproductivas (placentotrofia y superfetacion) y la
morfologia corporal en peces viviparos. Propusimos que estas estrategias influyen
en la evolucién de cuerpos delgados e hidrodinamicos debido a la reduccion de la
inversion reproductiva asociada a la gestacion interna de los embriones. También

exploramos la posibilidad de que, en ausencia de estas estrategias, se produzca
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una evolucion hacia cuerpos mas robustos que, debido a la alta inversién
reproductiva, requieran desarrollar estructuras posteriores de mayor tamafio para

nadar de manera eficiente.

Nuestros resultados revelaron que las hembras con placentotrofia y
superfetacién poseen cuerpos mas delgados e hidrodinamicos.
Sorprendentemente, encontramos que la sola presencia de superfetacion
estaba asociada con cuerpos delgados e hidrodinamicos,
independientemente de la presencia de placentotrofia. En contraste, las
especies sin superfetacion mostraron cuerpos robustos y profundos. Sin
embargo, no detectamos efectos de estas dos estrategias reproductivas en
las estructuras posteriores relacionadas con la natacion, como la aleta
caudal y el pedunculo caudal. Esto podria deberse a la complejidad de la
biomecanica de la locomocion en peces y a su asociacion con las
condiciones ambientales, como el flujo del agua y las tasas de depredacion

elevadas (Lighthill 1975; Langerhans y Reznick 2010).

Se ha demostrado que varios factores influyen en la locomocién de
los peces, y parece que el tamarfio de las estructuras posteriores estd mas
relacionado con el flujo del agua (Lighthill 1975; Langerhans y Reznick
2010) y la presiéon de depredacion (Langerhans y DeWitt 2004) que con la
inversion reproductiva o la complejidad placentaria, como habiamos
asumido previamente. El pedunculo y la aleta caudal son rasgos
morfologicos cruciales que estan vinculados con el tipo de natacion

inestable de los poecilidos (Fisher et al. 2000; Langerhans 2009). La
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natacion inestable se refiere a movimientos complejos en la locomocién, que
incluyen cambios en la velocidad o direccion, como arranques rapidos, giros
bruscos, frenados, nados en rafagas y cambios en la direccion de la natacion
(Langerhans 2009). Estos movimientos son comunes durante las interacciones
sociales, como el cortejo y los enfrentamientos, y también para escapar de
depredadores, capturar presas que intentan huir y desplazarse en entornos
desafiantes (Weihs 1973; Domenici y Blake 1997).Se ha demostrado que las
hembras de Poecilia reticulata que tienen un abdomen mas distendido, pero con
pedunculos caudales mas profundos y cabezas mas pequefas, habitan en sitios
con flujo rapido de agua (Hendry et al. 2006). Esto sugiere que, a pesar de tener
un abdomen distendido que aumenta la superficie de contacto con el agua y
reduce el rendimiento de nado (Plaut 2002), tener un pedunculo profundo podria
contribuir a una mejor propulsién y una menor resistencia en ambientes de flujo

rapido.

Por otro lado, la aleta caudal es la region del cuerpo que genera la fuerza
propulsora en casi todos los peces (Lauder yTytell 2005). Se ha observado que los
cuerpos con regiones caudales mas grandes pueden desplazar un mayor volumen
de agua durante el nado, especialmente en movimientos asociados a la natacion
inestable (Lighthill 1971; Webb 1984). Escapar de un depredador es la conducta
del nado inestable mas clara, esta representa un inicio rapido del nado o cambio
de direccion (Domenici y Blake 1997). Se comprobé con Gambusia affinis que las
poblaciones expuestas a la depredacion tienden a desarrollar aletas caudales mas

grandes (Langerhans 2009).
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En resumen, este capitulo demuestra que las estrategias
reproductivas han tenido un papel significativo en la morfologia corporal de
peces viviparos. Nuestros resultados indican que la placentotrofia no
parece influir en la evolucion morfolégica. Sin embargo, esta claro que la
superfetacidén parece ser un factor clave en la evolucién de formas
corporales delgadas e hidrodinamicas, con implicaciones importantes para
comprender como distintas estrategias reproductivas han impulsado la

convergencia evolutiva en la morfologia de estos peces.

La superfetacién impulsa la evolucion de los gonopodios

En el capitulo 4, usamos un método filogenético comparativo para comparar tasas
de cambio evolutivo y diversificacion en gonopodios bajo distintos regimenes de
superfetacion y placentotrofia. Asi evaluamos coémo la diversificacion de estas
estructuras en la familia Poeciliidae se relaciona con las estrategias reproductivas.
Nuestra hipoétesis proponia que las especies con ambas estrategias reproductivas
mostrarian tasas de diversificacidon morfolégica mas altas en las estructuras del
gonopodio. Esto, debido a la competencia entre los sexos por el éxito reproductivo
y el conflicto que se establece por la presencia de placentotrofia y superfetacion
(Pollux et al. 2014; Reznick et al. 2021). Se ha demostrado que el conflicto es una
de las razones mas significativas para la diversificacion morfologica genital
(Arngvist y Rowe 2005; Langerhans 2011; Simmons 2014). Por lo tanto,
formulamos la prediccidn de que las estructuras en la punta distal, como las
sierras, espinas y ganchos, en los gonopodios de machos pertenecientes a

especies con placentotrofia y superfetacion habrian experimentado una mayor
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diversificacion en comparacion con los machos de especies lecitotroficas y sin

superfetacion.

La morfologia del gonopodio desempefia diversas funciones (Langerhans
2011). Se ha propuesto que en algunas especies de poecilidos, los ganchos, las
sierras y las espinas pueden tener un papel crucial en la competencia sexual, la
fertilizacion y la prevencion de la cépula por parte de otros machos, ya que causan
lesiones en las hembras o facilitan una transferencia eficaz del esperma (Clark et
al. 1954; Greven 2005). Las sierras, en particular, ayudan al macho a sujetar a la
hembra durante periodos mas prolongados, evitando asi la inseminacion por parte
de otros machos (Rosen y Gordon 1953; Clark et al. 1954). Por otro lado, la
longitud del gonopodio también puede influir en la capacidad del macho para
transferir el esperma; un gonopodio mas largo puede alcanzar areas mas
profundas en el tracto genital de la hembra, lo que aumenta las posibilidades de

fertilizar los 6vulos disponibles (Constantz 1984).

Nuestros resultados mostraron lo contrario a lo esperado, ya que tanto para
la profundidad como para el largo relativo del gonopodio encontramos mayores
tasas de diversificacion en especies lecitotréficas sin superfetacion. Este resultado
inesperado sugiere que los machos de las especies lecitotréficas podrian no
participar Unicamente en el comportamiento de cortejo, sino también en
copulaciones forzadas (Plath et al. 2007), lo que lleva a una diversificacion
impulsada por el conflicto sexual. De hecho se ha reportado que los machos de
poecilidos exhiben marcadas diferencias en su comportamiento de apareamiento

(Farr 1980; Bisazza 1993). Esta diversidad en las tacticas de apareamiento y los

155




Capitulo 5

rasgos del gonopodio crea una nueva perspectiva sobre el conflicto sexual

en estas especies.

Por otro lado, Langerhans (2011), Pollux (2014) y Reznick y
colaboradores (2021) concluyeron que las especies con gonopodios cortos
suelen mostrar comportamiento de cortejo y, a menudo, son lecitotréficas
sin superfetacion, mientras que las especies con gonopodios mas largos, a
menudo carentes de ornamentos que manifiestan conductas coercitivas,
son especies placentotroficas con superfetacion. Por lo tanto, tener un
gonopodio largo podria ayudar en la consecucion de copulaciones exitosas
incluso sin la aceptacion de la hembra, ya que los machos con gonopodios
mas largos pueden acercarse a las hembras y transferir esperma sin
acercarse demasiado a ellas (Evans et al., 2011; Langerhans, 2011). Estos
mismos autores atribuyen la relacion del gonopodio a la presencia de
placentas complejas, sin embargo, nuestros resultados evidencian que la
longitud del gonopodio esta principalmente vinculada a la presencia de
superfetacién, sin importar el régimen de placentotrofia. Este patréon se
hace especialmente evidente en especies que presentan superfetacion,
tanto en aquellas con caracteristicas lecitotréficas como en las
placentotréficas, ya que tienden a desarrollar gonopodios de mayor longitud
en comparacion con las especies lecitotréficas que carecen de
superfetacion. En sintesis, la superfetacion, con su capacidad para propiciar
la paternidad multiple donde cada camada es fecundada por diferentes

machos (Macias-Garcia y Gonzalez-Zuarth 2005; Zufiga-Vega et al. 2010),
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se presenta como la fuerza evolutiva subyacente que impulsa la seleccién

direccional de la longitud del gonopodio.

Los analisis comparativos revelaron también que el nimero de sierras
evoluciona en funcién de la presencia de superfetacion. Estos resultados son
intrigantes, ya que, aungque nuestra prediccion de una evolucion divergente en las
estructuras gonopodiales no fue completamente respaldada, observamos una
clara diferencia entre las especies con y sin superfetacion, independientemente
del régimen de la placentotrofia. La superfetacion conduce a una tendencia
evolutiva hacia una mayor inversion en el nimero de sierras en las especies. Dado
que la superfetacion concede a las hembras el control de la paternidad e
incrementa la probabilidad de paternidad multiple, tiene sentido que los machos
desarrollen un mayor nimero de sierras que les ayude a asegurar la paternidad a
partir de copulas prolongadas, gracias a la funcion de sujecion las sierras (Jones
et al. 2016). Ademas, una copula mas extensa desalentaria a otros machos de
aproximarse a la hembra. Nuestros resultados denotan una vez mas el importante
papel de la superfetacion al impulsar la diferencia evolutiva entre los regimenes

selectivos de superfetacion.

Es importante considerar que diferentes segmentos o secciones de la
morfologia genital masculina pueden estar sometidos a diversas presiones
selectivas. La razdén detras de esta divergencia selectiva puede deberse a que
cada una de estas estructuras cumple funciones especificas durante el proceso de
apareamiento y reproduccion. Por ejemplo, en los machos saltamontes de

Schistocerca lineata la seccion inferior del cingulo puede estar relacionada con la
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interaccion sensorial durante el cortejo, mientras que el epifalo y el cercus
se utilizan como érganos de agarre durante el apareamiento coercitivo
(Song y Wenzel 2008). Las diferentes partes de los genitales pueden
cambiar debido a diferentes razones. Algunas partes cambian
principalmente porque ayudan a los individuos en interacciones de
competencia intraespecifica, lo que puede llevar a diferencias en la forma
entre poblaciones, mientras que otras cumplen funciones de reconocimiento
de especies (Wojcieszek y Simmons 2011). Este ultimo hace referencia a la
hipotesis "cerradura-llave” que postula que existe un ajuste mecanico entre
los genitales de machos y hembras, similar a una cerradura y una llave, lo
qgue impulsa la coevolucion funcional de estos genitales para garantizar un
apareamiento exitoso y, al mismo tiempo, reducir la probabilidad de
apareamiento entre diferentes poblaciones (Langerhans 2011; Anderson y
Langerhans 2015). Al final, parece que la evolucion divergente de los
genitales suele ser el resultado de la seleccion sexual, el conflicto sexual o
la pleiotropia, y estas fuerzas evolutivas pueden dar lugar a diferencias
significativas en la forma y funcién de los genitales entre especies

relacionadas (Arngvist 1997; Arngvist and Thornhill 1998).

En resumen, en el Capitulo 4, observamos un resultado opuesto de
nuestras expectativas iniciales. En lugar de encontrar tasas de
diversificacion elevadas en las estructuras de los gonopodios de especies

gue presentan tanto placentotrofia como superfetacion, hemos descubierto
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que la profundidad y la longitud del gonopodio experimentan tasas de

diversificacion mas altas en especies lecitotréficas sin superfetacion.

Ademas, hemos hecho un hallazgo sorprendente: el largo del gonopodio y
el nimero de sierras evolucionan hacia 6ptimos distintos en funcién de la
superfetacion. Este fendbmeno esté relacionado con la paternidad mdltiple y la
competencia por la fertilizacion, lo que destaca el papel crucial de la superfetacion
en la evolucién de los rasgos gonopodiales. En pocas palabras, hemos
descubierto de manera sorprendente que la presencia de superfetacion ejerce una

presion selectiva sobre estas estructuras, en contraste con la placentotrofia.
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Direcciones futuras

La relacion entre la placentotrofia y la superfetacion requiere una exploracion mas
exhaustiva desde multiples perspectivas. Seria particularmente interesante
investigar las bases fisiolégicas que subyacen en la conexion entre estas dos
estrategias. Durante el proceso de gestacion, el metabolismo de las hembras se
modifica, y es probable que el momento en que se transfieren los nutrientes a los
embriones difiera entre las especies con y sin superfetacion. Esta diferencia en el
momento de la transferencia de nutrientes podria ser un aspecto importante a

considerar.

Ademas, es fundamental tener en cuenta siempre el medio acuatico
como otro factor involucrado en la asignacion de recursos. Durante la
gestacion, la eficiencia de natacion se ve afectada, lo que influye en la
cantidad de oxigeno necesario para la hembra (Webb y Brett 1972; Boehlert
et al. 1991). Es importante considerar cOmo se asigna este oxigeno, tanto a
las células asociadas a los musculos implicados en el movimiento durante

el nado como al desarrollo de los embriones.

Por otro lado, el panorama que esta tesis nos mostro en cuanto a la
importancia de la superfetacion plantea interrogantes sobre una de las
ventajas que hemos sugerido: la paternidad multiple. Parece que el
potencial conflicto asociado con la superfetacion se basa en la idea de que
las hembras superfetadoras copulan con varios machos, lo que podria
resultar en descendencia de multiples padres. Seria interesante investigar y

comparar si las especies con superfetacion realmente muestran una mayor
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incidencia de paternidad multiple en comparacion con las especies no

superfetadoras.

También, hemos planteado que la placentotrofia se adapta a la
superfetacién, y que es la superfetacion la que esta sometida a fuertes presiones
de seleccién natural. Sin duda esto debe explorarse con mas detalle para conocer
cudles son las presiones de seleccion natural involucradas en la evolucion de un
mayor numero de camadas simultaneas. Aunque ya tenemos conocimiento de que
la velocidad del agua influye en el cambio hacia mayores niveles de superfetacion
(Zuhiga-Vega et al. 2007, 2017; Frias-Alvarez y Zufiga-Vega 2016). También, se
ha sugerido que la superfetacion responde de manera mas pronunciada a la
intensidad alta de depredacion, al menos en algunas especies, como Phalloceros
harpagos (Gorini-Pacheco et al. 2018). Por otro lado, se ha demostrado que la
superfetacion reduce los cambios en la carga reproductiva durante la gestacion,
manteniendo un cuerpo mas esbelto tanto al inicio como al final de la gestacion
(Fleuren et al. 2019). Sin embargo, quedan preguntas que pueden resolverse a
nivel de poblaciones, ya que las presiones ambientales dependen en gran medida
de la distribucion de las especies, por lo que seria relevante llevar a cabo estudios
comparativos para analizar como la superfetacion varia y responde en diferentes

habitats y regiones geograficas.

En este trabajo, hemos abordado brevemente las funciones de las
diferentes estructuras de los gonopodios, y algunos autores han propuesto
sugerencias generales sobre estas funciones (Langerhans, 2011). Sin embargo,

en su mayoria, estas sugerencias hacen referencia a los dafios ocasionados en
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las hembras o al aumento en la duraciéon de las copulas. Aungque la
hipotesis de la llave-cerradura sugiere que estas estructuras funcionan en el
reconocimiento entre machos y hembras de la misma especie, también
plantea la posibilidad de que se produzcan dafos o desgarros en el
gonoporo de las hembras (Langerhans 2011; Anderson y Langerhans
2015). Por lo tanto, este escenario abre la puerta a la exploracion de otras
posibles funciones de cada una de las estructuras del gonopodio. Es crucial
considerar que las diversas estructuras que componen el gonopodio
pueden evolucionar de manera diferente debido a las distintas funciones
que desempefian. Por ejemplo, podriamos investigar si existe alguna
relacion entre estas estructuras y el mantenimiento del equilibrio durante la

natacion o la lateralizacion durante las copulas.

Ademas de lo mencionado anteriormente, se ha investigado
ampliamente la respuesta de las hembras a las copulas forzadas,
considerando aspectos como los costos fisicos, metabdlicos y el aumento
en el riesgo de depredacion (Clark et al. 1954; Constantz 1984; Magurran
2011). Sin embargo, resultaria de gran interés explorar los posibles costos
asociados para los machos en este contexto. Es decir, si existen especies
en las que tanto las conductas de cortejo como las copulas forzadas son
comunes, seria posible analizar las diferencias en términos de

comportamiento y fisiologia entre ambas estrategias.

Esto nos lleva a otro punto importante que merece exploracion. Se

ha propuesto que en especies que poseen adornos y estructuras
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destinadas a llamar la atencion de las hembras, el cortejo es la estrategia
predominante, y no suelen recurrir al acoso o las copulas furtivas, mientras que las
gue las especies que no tienen coloraciones brillantes o adornos, exclusivamente
realizan copulas furtivas (Pollux et al. 2014; Reznick et al. 2021). Sin embargo, en
este trabajo se abri6 la posibilidad de que esto no sea totalmente cierto, pues
como sugerimos anteriormente, es probable que en las especies con adornos
(lecitotréficas) algunos machos lleven a cabo copulas furtivas. Del mismo modo,
en las especies sin adornos (placentotroficas), algunos machos pueden emplear el

cortejo como tactica.

Esto cuestiona la suposicion de que la frecuencia relativa de machos que
acosan y cortejan sea constante dentro de las especies. Si encontraramos
variaciones en esta frecuencia, podriamos comprender por qué no observamos
una mayor diversificacion en las estructuras del gonopodio en las especies

placentotréficas con superfetacion.
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Conclusiones

En primer lugar, esta tesis identifica una relacion causal entre el grado de
superfetacion y la complejidad de las placentas en peces viviparos de la
familia Poeciliidae. Aqui sugerimos que la complejidad placentaria se
desarrolla como consecuencia de las fuerzas evolutivas que impulsan la
aparicién de multiples camadas en distinto estadio de desarrollo, optimizando

la nutricion y regulacion de embriones de diferentes edades.

En segundo lugar, encontramos que las hembras con placentotrofia y
superfetacion presentan cuerpos mas delgados e hidrodindmicos. Es
importante destacar que la presencia de superfetacion se relaciona de manera
significativa con cuerpos delgados e hidrodinamicos sin importar la presencia
0 ausencia de placentotrofia avanzada. Esto nos lleva a sugerir que la
superfetacion desempefia un papel fundamental en la evolucion de formas
corporales especificas en los peces poecilidos y que las placentas elaboradas
no son un factor que favorezca la evolucion de cuerpos hidrodinamicos tal

como han sugerido otros estudios (Fleuren et al. 2018; Hagmayer et al. 2020).

En tercer lugar, observamos que la superfetacion favorece la evolucién de un
mayor numero de sierras y gonopodios mas largos. En un contexto de
paternidad multiple y competencia macho-macho derivada de la superfetacion,
los gonopodios largos facilitan la copula furtiva con las hembras y las sierras

podrian utilizarse para sujetar y dafiar el gonoporo de las hembras.
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En cuarto lugar, si bien en la naturaleza, las estructuras genitales tienden a
experimentar tasas altas de diversificacidon, nosotros identificamos cierta
evidencia de que al menos dos caracteristicas (largo del gonopodio y nUmero
de sierras) han diversificado mas en las especies lecitotroficas y sin

superfetacion.

Como quinto punto, en este trabajo, resalta de manera significativa la
importancia de la superfetacién como un factor determinante en la evolucion
de la reproduccion y la morfologia dentro de la familia Poeciliidae. Asimismo,
descubrimos que la placentotrofia no parece ser una fuerza selectiva tan
importante en otros rasgos fenotipicos como se ha sugerido en estudios
previos (Pollux et al. 2009, 2014; Furness et al. 2019, 2021; Reznick et al.

2021)

Por dltimo, la conclusidon mas importante de esta tesis es que nuestros
resultados sugieren que la superfetacion ejerce un impacto significativo sobre
la evolucion de la placentotrofia, de la morfologia y de los genitales de estas

especies de peces viviparos.
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