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Resumen

Desde el siglo XX, el planeta ha experimentado un aumento de las temperaturas
medias y fenomenos meteorologicos extremos mas frecuentes. Frente a estos nuevos
desafios, la capacidad de los organismos y poblaciones de reaccionar con cambios fenotipicos
puede ser clave para su persistencia. Se investigo el impacto de la temperatura ambiental
experimentada durante multiples generaciones sobre la tolerancia térmica en Drosophila
melanogaster. Estimamos la tolerancia al calor de individuos adultos mantenidos durante 17
generaciones en ambientes térmicos (77«/) cada vez mas estresantes: 21, 24, 27 y 30°C. La
tolerancia al calor se cuantific6 empleando curvas de Tiempo de Muerte Térmica (curvas
TDT, por sus siglas en inglés), que describen como el tiempo de sobrevivencia de los
organismos varia en funcion de la temperatura (Temperatura de ensayo o Tens). A través de
esta metodologia se estimaron parametros que permiten diferenciar el impacto de la
intensidad de la temperatura y el tiempo de exposicion sobre los organismos: CTuax
(Temperatura Critica méxima) que corresponde a la temperatura de colapso o temperatura
donde los organismos pierden la capacidad de mantenerse erguidos, y Z una constante que
indica la sensibilidad al cambio de temperatura. Nuestros resultados revelaron que 77 indujo
cambios en la tolerancia térmica de Drosophila melanogaster. El tiempo de sobrevivencia de
hembras fue 29% superior al de los machos, y la T..s afectd negativa y significativamente el
tiempo de sobrevivencia de D. melanogaster. Los organismos mantenidos a 24, 27 y 30°C
durante multiples generaciones sobrevivieron en promedio 3, 11 y 10% mads tiempo que sus
contrapartes mantenidas a 21°C. Encontramos interacciones significativas entre Tyar V Tens,
los individuos de los tratamientos de 27 y 30°C disminuyen su sobrevivencia en las
temperaturas extremadamente altas (39 y 40°C). Finalmente, nuestros resultados revelaron
un compromiso entre C7ax y sensibilidad Z, estos resultados proporcionan nueva evidencia
sobre el impacto al largo plazo de la temperatura sobre el desempefio térmico de los

organismos.

Palabras clave: Adaptacion, curvas de muerte térmica, Drosophila melanogaster, historia

térmica.



Abstract

Since the 20th century, the planet has experienced rising average temperatures and
more frequent extreme weather events. In the face of these new challenges, the ability of
organisms and populations to respond with phenotypic changes may be key to their
persistence. We studied the effect of temperature experienced over multiple generations on
thermal tolerance in Drosophila melanogaster. We estimated the heat tolerance of adult
individuals maintained over 17 generations in increasingly stressful thermal environments
(Ttar): 21, 24, 27 and 30°C. Heat tolerance was quantified using Thermal Death Time curves
(TDT curves), which describe how the survival time of organisms varies as a function of
temperature (test temperature or 7.,s). This method allowed the estimation of parameters that
differentiate the effects of temperature intensity and exposure time: C7ax (Maximum Critical
Temperature), which corresponds to the collapse temperature or the temperature at which the
organisms lose the ability to remain upright, and Z, a constant that indicates the sensitivity
to temperature changes. Our results showed that 7% induced changes in the thermal tolerance
of Drosophila melanogaster. The survival time of females was 29% higher than that of males,
and Te,s had a negative and significant effect on the survival time of D. melanogaster.
Organisms maintained at 24, 27 and 30°C survived on average 3, 11 and 10% longer than
their counterparts maintained at 21°C. We found significant interactions between Tiar y Tens,
individuals in the 27 and 30°C treatments decreased their survival at extremely high
temperatures (39 and 40°C). Finally, our results revealed a trade-off between CTyuux and Z,
these results provide new evidence on the long-term effects of temperature on the thermal

tolerance of organisms.

Keywords: Adaptation, Thermal death curves, Drosophila melanogaster, thermal history.



Introduccion

El aumento de las temperaturas promedio y el incremento en la frecuencia de los
eventos climaticos extremos, como las olas de calor, huracanes y sequias, tienen impactos
significativos sobre la biodiversidad (Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC),
2023). Estudios previos, han estimado que como consecuencia de estos eventos, el riesgo de
extincion de las especies puede incrementar hasta en un 54% (Malcolm et al., 2006; Thomas
et al., 2004; Warren et al., 2013). Estos cambios podrian ser particularmente desafiantes para
los organismos ectotermos debido a su falta de regulacion interna de la temperatura corporal

(Paaijmans et al., 2013).

Estudios experimentales han reportado que los organismos ectotermos pueden
responder a cambios en el ambiente abidtico con una variedad de ajustes fenotipicos, que van
desde cambios a nivel bioquimico, con modificaciones en la expresion de proteinas de
membrana o proteinas de shock térmico (Colinet et al., 2010), cambios morfolégicos, como
modificaciones en el tamafo corporal (Sheridan & Bickford, 2011), cambios fisioldgicos, a
través de ajustes metabolicos o en tolerancias térmicas (Chidawanyika et al., 2017; Hoffmann
etal., 2013; Loeschcke & Hoffmann, 2007), y modificaciones en el comportamiento,
relacionados con la busqueda de refugios y micrositios (Abram et al., 2017). Estos ajustes
podrian permitir amortiguar el impacto negativo de los eventos climaticos extremos sobre su

adecuacion bioldgica (Ghalambor et al., 2007).

La capacidad de reaccionar con cambios fenotipicos a estos desafios ambientales,
puede darse durante la ontogenia de los organismos (Pigliucci, 2001), pero también pueden
tener lugar a través de generaciones (Kim et al., 2024). Por ejemplo, Rodriguez-Romero et al.
(2016) encontraron que la restauracion y mantencion de la capacidad reproductiva del
poliqueto Ophryotrocha labronica tuvo lugar luego de tres generaciones expuestos a
ambientes con baja presion parcial de oxigeno. Similares resultados fueron reportados por
Cavieres et al. (2019) quienes estudiaron a Drosophila melanogaster encontraron que el
ambiente térmico experimentado por progenitores inducia cambios en la tolerancia térmica

de los descendientes.



La vulnerabilidad de los organismos a la temperatura puede estudiarse a través de los
limites térmicos o temperaturas criticas maxima (C7}qx) y minima (C7}in), que corresponden
al punto térmico superior o inferior en el que la actividad locomotora se desorganiza y el
animal pierde su capacidad de reaccionar (Cowles & Bogert, 2006). Estos limites pueden
variar entre especies, sexo y producto de la propia experiencia de los individuos (Angilletta,
2009; Bale et al., 2002). Las metodologias para estimar las temperaturas criticas se pueden
separar en los métodos estaticos o dindmicos: los primeros evalian la proporcion de
individuos que sobreviven al estrés térmico cuando son sometidos a una temperatura
constante (Terblanche et al., 2006), mientras que los métodos dinamicos evaluan el tiempo
de colapso de los organismos sometidos a una temperatura que cambia a una tasa controlada
(Rezende et al., 2014). Observaciones empiricas y analisis tedricos muestran que los valores
estimados de los limites térmicos dependen en gran medida de la metodologia empleada, lo
que genera dudas sobre la idoneidad y validez de diferentes estimaciones de tolerancia
térmica para fines comparativos y extrapolaciones a entornos naturales (Chown et al., 2009;
Lutterschmidt & Hutchison, 1997; Santos etal., 2011; Terblanche etal., 20006).
Probablemente, la mayor limitacion de estas estimaciones, tanto de C7yuax como de CTpin, €S
que ignoran el tiempo requerido para que ocurra el colapso térmico (que se define como la
temperatura donde los organismos pierden la capacidad de mantenerse erguidos, Terblanche
et al.,, 2006). Rezende et al. (2014), proponen un enfoque metodologico alternativo para
estudiar la tolerancia térmica, mediante el uso de curvas de tiempo de muerte térmica (curvas
TDT). Estas curvas histéricamente utilizadas en el area bacteriologica (Tang et al., 2007),
representan matematica y graficamente la mortalidad de los organismos frente a diferentes
combinaciones de temperatura y tiempo de exposicion (Armstrong et al., 2009; Cerda et al.,
1998; Cerda & Retana, 2000; Smith, 1957). Lo interesante de las curvas TDT es que no solo
permiten estimar los limites térmicos (CTmax 0 CTwmin), sino también su sensibilidad térmica
(Z) o sensibilidad a cambios en la temperatura ambiental. Las curvas TDT se pueden describir

con la siguiente relacion:

T = CTyax — Zlog,ot  (Ecuacion 1)

donde, T corresponde a la temperatura letal (°C), CT . a la temperatura que provoca la

muerte después de una exposicion de 1 min (°C), Z a la temperatura requerida para cambiar
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el tiempo de supervivencia en un orden de magnitud (°C) y t el tiempo transcurrido hasta la
muerte (en minutos). Obsérvese que CTnax y Z se asemejan a la interseccion y la pendiente
de una regresion lineal. En términos simples un CTu = 40°C y Z = 3°C implicaria que un
organismo toleraria 40°C, durante 1 minuto, 37°C durante 10 min, 34°C durante 100 min, y
asi sucesivamente (Rezende et al., 2014). Altos valores de Z y CT . indican que la capacidad
de soportar temperaturas extremas, encapsulada en CT7,.., no puede mantenerse durante
largos periodos de tiempo (Z) sugiriendo un compromiso o trade-off entre el tiempo de
exposicion y la intensidad de la temperatura. Por otra parte, un todoterreno (jack-of-all-
trades) tolerante al calor combinaria lo mejor de ambos mundos y exhibiria un CT . alto y
un Z bajo. Finalmente, altos valores de C 7. combinados con bajos valores de Z indican una
menor sensibilidad a los cambios de temperatura, a expensas de tolerar altas temperaturas
durante un breve periodo de tiempo (Rezende etal.,, 2014). La estimaciéon de ambos
parametros, a través de las curvas TDT, brinda la posibilidad de hacer predicciones mas
robustas sobre el impacto del incremento de la temperatura sobre los organismos (Tang et al.,

2000, 2007).

En el presente estudio se evalud el impacto del incremento de la temperatura
experimentada durante multiples generaciones sobre la tolerancia al calor, estimada a través
de curvas TDT. Para esto utilizamos como modelo a Drosophila melanogaster, quien es un
excelente modelo para evaluar hipdtesis sobre impactos del cambio climatico en el
desempefio de organismos, debido a que su bioquimica y fisiologia ha sido ampliamente
estudiada y sus respuestas fenotipicas a la temperatura ambiental y a otros factores climaticos

son bien conocidos (Hoffmann et al., 1997; Krebs & Loeschcke, 1994)
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Hipotesis

Como respuesta a la experiencia térmica experimentada a lo largo de multiples
generaciones, los organismos presentan ajustes fisiologicos que les permiten enfrentar
las diferencias en el ambiente térmico. Estas diferencias se traducen en una mayor

tolerancia al calor en organismos que habitan a mayores temperaturas ambientales.

Prediccion

Organismos mantenidos durante multiples generaciones a mayores temperaturas ambientales
exhibiran valores mas altos de CTnax que los organismos mantenidos a temperaturas mas
bajas. Sin embargo, esta mayor tolerancia al calor podria limitarse a periodos de tiempo mas
cortos, por los altos valores de Z que presentardn en comparacion con los organismos

mantenidos a menores temperaturas ambientales.
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Objetivos

Objetivo general:

Evaluar cambios en la tolerancia al calor de Drosophila melanogaster en respuesta a

la variacion en el ambiente térmico experimentado sobre multiples generaciones.

Objetivos especificos:

1. Construir curvas de muerte térmica (curvas TDT) para organismos machos y
hembras provenientes de tratamientos térmicos de 21, 24, 27 y 30°C.

2. Estimar la temperatura critica maxima (CTua) y la sensibilidad térmica (Z) al
incremento de la temperatura a través del uso de curvas TDT en organismos
provenientes de distintos tratamientos térmicos (ver Objetivo especifico 1).

3. Evaluar si la sobrevivencia de los organismos en los ensayos térmicos varia entre

sexos y tratamiento térmico.
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Metodologia

Modelo de estudio

Drosophila melanogaster (Meigen, 1830), comunmente conocida como "mosca del
vinagre", es una especie perteneciente a la familia Drosophilidae y el género Drosophila.
Poseen un cuerpo de 2 a 3 mm de longitud y color marrén claro, unos anillos negros
transversales en el abdomen, y ojos de color rojo ladrillo (Figura 1; (Markow & O' Grady,
2005). Es una especie cosmopolita, originaria del Africa ecuatorial, de donde emigrd
dispersandose por casi todo el planeta, con excepcion de la Antartida aproximadamente desde
el siglo X a través de rutas comerciales (Keller, 2007). Se estima que llegd al continente
americano desde el siglo XVI debido a la expansion europea (Osten-Sacken, 1862). Se
alimenta de fruta en descomposicion y tiene un ciclo de vida holometébola con cuatro etapas
principales, huevo, larva, pupa y adulto (Figura 1). Las hembras adultas ponen sus huevos en
frutas maduras, materia organica en descomposicion o levadura fermentada (Markow &
O’Grady, 2005). Exhiben un marcado dimorfismo sexual, donde las hembras son mas grandes
que los machos. Estos ultimos presentan un abdomen delgado y oscuro hacia la parte terminal
por la fusion de bandas abdominales, tienen peines o crestas sexuales en el primer par de patas
y ganchos genitales que utilizan para adherirse a la hembra durante el apareamiento (Figura
1), (Martin-Nieto & Maldonado, 2010). Son organismos ectotermos, es decir su fuente
principal de calor es externo, lo que significa que su tasa de desarrollo, metabolismo y
comportamiento depende de la temperatura ambiental (Gonzéalez-Tokman etal., 2020;
Santalla et al., 2016). Drosophila melanogaster es un organismo modelo ampliamente
utilizado en estudios, como lo son investigaciones cientificas que incluyen estudios sobre
genética (Castro & Carareto, 2004), evolucion (Higueras, 2017), comportamiento (Betti,
2016; Rey Mateos, 2021) y fisiologia térmica (Bozinovic et al., 2011; Cavieres et al., 2020).
Entre los motivos de su utilizacion son por la facilidad de manejo en el laboratorio, su ciclo

de vida corto y su genoma bien caracterizado (Ashburner, 1989).
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Figura 1. Ilustracion de Drosophila melanogaster. A) dimorfismo sexual en individuos
adultos, y B) ciclo de vida con distintos estadios del desarrollo: huevo, larva, pupa y adultos.

Captura, mantencion y disefio experimental

Se colectaron cerca de 250 individuos adultos de la especie de Drosophila
melanogaster en la zona central de Chile (33°26 S; 70°39 W a 500 m sobre el nivel del mar),
durante el verano del 2021 en ~1200 m?. Luego de la captura, las moscas fueron transportadas
al Laboratorio de Ecofisiologia de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, ubicado en la
Region Metropolitana para la identificacion taxondémica en base a rasgos morfologicos
(Markow & O' Grady, 2005), y subsecuente establecimiento en el laboratorio. Tres grupos
fueron formados con aproximadamente 80 moscas cada uno (1:1, macho: hembra), estos
fueron mantenidos en cajas de acrilico de 20x15x15¢cm, dentro de camaras climaticas Pitec-
Bioref19L, bajo condiciones controladas de temperatura (21+0.5°C) y fotoperiodo (Luz:
Oscuridad 16:8h) por tres generaciones con medio de cultivo Burdick (Figura 2). Para
mantener un régimen de generacion discreto, se permitié que las moscas depositaran huevos
durante 24hrs en nuevos platos de comida colocados en cada caja. A continuacion, aprox. 100
huevos se depositaron en botellas de mantencioén con 250 ml de medio de cultivo para evitar
efectos de hacinamiento (Figura 2). A medida que las moscas fueron eclosionando se
transfirieron a una nueva caja. El tamafio de la poblacion dentro de cada caja vario entre
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aproximadamente 1000 y 1500 individuos adultos reproductores, esta poblacion de moscas
constituy6 el stock del laboratorio. Se colectaron los huevos de individuos de la cuarta
generacion pertenecientes al stock del laboratorio y se asignaron aleatoriamente a 4
tratamientos de temperatura: 21, 24, 27 y 30°C, cada tratamiento térmico contd con replicas
experimentales (Figura 2). Las réplicas experimentales para los tratamientos 21, 24 y 30°C
fueron N=3 y para el tratamiento 27°C hubo N=2, N° total = 11 réplicas. Las moscas fueron
mantenidas en cada tratamiento/replica por 17 generaciones donde se realizaron ensayos de
tolerancia térmica en individuos adultos (10+ dias de edad), para evaluar el efecto del

ambiente térmico sobre la tolerancia al calor de los individuos.

R

Figura 2. Protocolo de mantencion Drosophila melanogaster en el laboratorio A) Moscas
mantenidas desde etapa de huevo hasta la eclosiéon a adulto en botellas de vidrio, B)
Individuos adultos recién eclosionados mantenidos cajas de acrilico con medio de cultivo
para alimentacion y ovoposicion, las moscas, C) Camara climaticas con control de
temperatura (+ 0.1°C) y fotoperiodo.

Ensayos de tolerancia al calor: Curvas TDT

Se cuantifico la tolerancia al calor en individuos adultos (10+ dias de edad) expuestos
durante 17 generaciones a uno de los siguientes tratamientos térmicos, correspondientes a 21,

24, 27 y 30°C siguiendo el protocolo descrito por (Castafieda et al., 2015). Brevemente,
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medimos la tolerancia térmica en 50 individuos simultaneamente en un bafio termorregulado
(46 cm x 35 cm x 35 cm, Figura 3) que contiene una rejilla con 4 filas X 15 columnas de
viales, con ~25 individuos por sexo aleatorizados dentro de cada bafio. Se utilizaron 5
temperaturas constantes en los ensayos térmicos (7exs): 36, 37, 38, 39 y 40°C, los ensayos para
cada temperatura se hicieron por duplicado (2 x T.,s). La temperatura del agua fue controlada
mediante una unidad de calefaccion programable que también garantizaba una correcta
circulacion del agua (JULABO ED, JULABO Labortechnik, Seelbach, Alemania). El
comportamiento de cada mosca se registro utilizando una camara de video digital HD (SONY
HDR-CX110E, Tokio, Japon) donde se grabo el tiempo hasta la muerte. Este se estim6 como
el periodo requerido para que cada individuo pierda la coordinacion motora o cese la actividad
involucraron un total de n = 6000 moscas (50 individuos x 5 temperaturas de ensayo X 2

videos x 4 temperaturas de tratamiento X 3 réplicas).

)
el

NN N e S

Figura 3. Medicion de tolerancia térmica en Drosophila melanogaster aclimatadas durante
17 generaciones a 21, 24,27 y 30°C. La figura muestra un ensayo de tiempo de muerte térmica
grabado con una camara de video HD conectada a un computador junto al bafio
termorregulado, para posteriormente cuantificar el tiempo de colapso (ver metodologia).
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Figura 4. Representacion de colapso de Drosophila melanogaster durante ensayos de tiempo
de muerte térmica medidos a 36, 37, 38, 39 y 40°C. El vial N°6 muestra la pérdida de
capacidad locomotora (i.e., colapso o muerte térmica).

Analisis estadisticos

Las curvas de muerte térmica (TDT) fueron estimadas para cada tratamiento y sexo,
utilizando regresiones lineales entre la temperatura de ensayo (°C) y el tiempo de colapso en
escala logaritmica (logiot), seguido por wuna transformaciéon inversa CTpu= -—
intercepto/pendiente, y Z= 1/pendiente (Rezende et al., 2014). Para evaluar las potenciales
asociaciones entre los parametros de la TDT, CTuu y Z, y la temperatura de aclimatacion
realizamos un andlisis de regresion lineal. Adicionalmente se cuantificaron las curvas de
probabilidad de sobrevivencia durante los desafios térmicos para todos los tratamientos como
describe Castafieda et al. (2015). En estas curvas de supervivencia, el tiempo (t) corresponde
al tiempo requerido para que ocurra el 50% de mortalidad de los individuos (Rezende et al.,
2020). Las diferencias en tolerancia al calor entre tratamientos y sexos fueron evaluadas
utilizando Modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) mediante el paquete Imn4 del
software. Este andlisis permitio controlar la no independencia de datos, dada por las réplicas
de tratamientos: R1, R2, R3, y por las réplicas de ensayos térmicos. El GLMM incluy6 logiot

como variable dependiente, y tratamiento térmico (7y«r), temperatura de ensayo (7ens) y sexo
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como factores independientes (Tabla 1). La incorporacion de estos factores en el modelo fue
evaluada mediante una seleccion de modelos utilizando el criterio de informacion de Akaike
para muestras finitas (AICc). Los modelos se compararon utilizando tanto, valores delta AIC
(A1) que corresponde a una medida de cada modelo con relaciéon al mejor modelo, como
también los pesos del modelo, que corresponde a una medida de la evidencia que respalda un

modelo especifico.

Todos los analisis estadisticos se hicieron con el software R version 4.3.2

(https://www.r-project.org/).
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Resultados

De un total de 5226 mediciones individuales del tiempo de sobrevivencia (Log;of)
obtuvimos curvas de probabilidad de supervivencia para cada tratamiento experimental. La
Figura 5 muestra que la probabilidad de sobrevivencia se ve afectada tanto por el tratamiento
térmico (774:) como por la temperatura del ensayo térmico (7ens). En términos generales, el
analisis visual muestra un incremento de la probabilidad de supervivencia de D.melanogaster
a mayor T«. Por el contrario, con el incremento de 7ess hay una marcada disminucion de la
probabilidad de supervivencia. Las temperaturas de 27 y 30°C tienen un efecto notorio en las
tasas de mortalidad a temperaturas menos extremas, particularmente a 36 y 37°C, mientras
que en las temperaturas mas altas prevalece el impacto del estrés térmico (Figura 5). Las
curvas TDT (Figura 6) muestran la misma tendencia, organismos provenientes de
tratamientos de altas temperaturas sobreviven por mas tiempo en distintas Tops.

Paralelamente, el tiempo de sobrevivencia disminuye a medida que aumenta 7eys.
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Figura 5. Curvas de supervivencia obtenidas a diferentes temperaturas para moscas
aclimatadas a 21, 24, 27 y 30°C, y sometidas a diferentes temperaturas de ensayos térmicos
(36, 37, 38, 39 y 40°C). Las mediciones involucraron n = 5252 individuos.
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Figura 6. Tolerancia al calor en moscas aclimatadas a 21, 24, 27 y 30°C, expresada como
curvas de muerte térmica (TDT). Los parametros CT . y Z representan, respectivamente, la
tolerancia térmica después de una exposicion de t=1 min (es decir, la temperatura que
intercepta la abscisa) y la diferencia de temperatura requerida para aumentar t en un orden de
magnitud (ver texto principal). Los simbolos en azul, celeste, rosado y rojo representan,
respectivamente, temperaturas de aclimatacion de 21, 24, 27 y 30°C. Las lineas punteadas
corresponden al macho y hembra de cada tratamiento. Los valores se muestran como

promedio + EE.
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La seleccion de modelos mostro que los factores: temperatura del ensayo térmico,
temperatura del tratamiento y sexo impactaron significativamente el tiempo de sobrevivencia

de D. melanogaster (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de la seleccion de modelos que describen los efectos de la temperatura
del ensayo térmico (7exs), la temperatura del tratamiento térmico (77-4:) y sexo sobre el tiempo
de sobrevivencia (Logot) en Drosophila melanogaster. Se muestran valores de AIC, AAIC,

Peso (w), y grados de libertad (GL) sus pesos. El modelo con mejor ajuste se muestra en

negrita.
Respuesta Predictores GL AIC AAIC Peso
Logiot Sexo + Tens + (T1rar) 10 -1648.4 269.2 3.4x10%
Sexo + Tens 7 -935.9 981.7 6.5 x 10214
Sexo 3 5786.6 7704.5 0x 10°
(SeX0+ Tens + TTrat)2 29 '1917-6 0 1 X 100
(Sexo+ Tens)? 11 -1006.4 911.2 1.3x 1018

El ANOVA del modelo seleccionado revelo un significativo efecto del sexo sobre
Logot (F1,5206= 168, p <0.0001), especificamente los machos mostraron una disminucién de
29% en la sobrevivencia en los ensayos térmicos. Paralelamente, la temperatura del
tratamiento térmico (77/) tuvo un impacto significativo en el tiempo de sobrevivencia de D.
melanogaster (F3526=270.6, p=0.0001), altos valores de 774 se asociaron con altos valores
de sobrevivencia (Figura 5). Por ejemplo, los organismos aclimatados a 24°C aumentaron su
tiempo de sobrevivencia en un 3% en comparacion a los de 21°C. De manera similar los
individuos de los tratamientos de 27 y 30°C incrementaron su tiempo de sobrevivencia en un
11y 10%, respectivamente, en comparacion al tratamiento de 21°C. La prueba a posteriori

de Tukey, indico que Logot de los organismos mantenidos a 27 y 30°C fue superior al de los
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organismos mantenidos a 24 y 21°C (p < 0.001). Ademas, el tiempo de sobrevivencia fue
similar entre 24 y 21°C (p = 0.996), y Logiot entre organismos de los tratamientos de 27 y
30°C (p =0.999).

La temperatura del ensayo (7ens) influyd significativamente en Logiof (Fas26 =
4139.8, p < 0.0001), mostrando una disminuciéon de este Ultimo (Log;of) a medida que
aumentaba la 7e,s (Figura 5y 6), donde en los ensayos de 37, 38, 39 y 40°C disminuyeron en
promedio su sobrevivencia en un 47, 68, 82 y 91% respectivamente, en relacion con la
temperatura de 36°C. Ademas, el test de Tukey revelo diferencias significativas entre Log;ot

de los organismos sometidos a los 7%, siendo todos diferentes entre si (p < 0.001).

Encontramos efectos de la interaccion entre el sexo y Trva: (F35206=10.4,p <0.0001),
el sex0 Y Tens (Fas225 = 23.7, p < 0.0001), asi como entre T7rar Y Tens (Fi2,5206 = 15.7, p <
0.0001) sobre Logiot. El test de comparaciones multiples de Tukey mostré que los machos
de los Tra de 24, 27 y 30°C disminuyeron en un 5.8, 6.7 y 6% su sobrevivencia en
comparacion con las hembras de su respectivo tratamiento cada tratamiento (Figura 6).
Paralelamente, los machos de los T.ns de 36, 37 y 38°C redujeron en un 9, 7'y 5% su Logiot
con respecto a las hembras de este Tens. Por otro lado, las interacciones significativas 77vas: Tens
fueron las de Tens39:T1ai27, Tens40:Twa27, Tens39:T1ra30'y Tens40:T1030, en donde disminuye
la sobrevivencia en un 58, 44, 67 y 44%, en relacion con la temperatura de 36°C de su

respectivo T7var.

El andlisis de regresion lineal entre, CT 4y Z obtenidos de las curvas TDT para cada
sexo y Twar, (Tabla 2), reveld la existencia de una asociacion positiva y significativa entre
ambas variables (r’=0.53, F(1,6=6.81, p=0.04). Sin embargo, a pesar de que el tiempo de
sobrevivencia de las moscas fue afectado significativamente por Tiyas, Tens, y €l sexo (Tabla
1, Figura 5 y 6), el analisis de regresion no mostré una asociacion significativa entre los

parametros CTpmaxy Z con Tirar (CTimax : F1,6=0.89, p=0.38; Z : F(1,6=0.7, p=0.43)
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Tabla 2. Temperatura critica superior (C7Tna) y sensibilidad térmica (Z) de machos y
hembras Drosophila melanogaster provenientes de diferentes ambientes térmicos (7)),
obtenidos a partir de las curvas de muerte térmica (TDT).

Tirar Sexo CTunax (°C) Z (°C)
21°C Macho 43.6 4.5
Hembra 43.1 4
24°C Macho 43.1 4.1
Hembra 42.9 3.7
27°C Macho 43.4 3.8
Hembra 43 3.4
30°C Macho 443 4.5
Hembra 43.2 3.5
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Discusion

La capacidad de responder a desafios ambientales puede ser clave en un mundo que
estd en constante cambio. En este estudio, evaluamos la existencia de ajustes en la tolerancia
al calor de Drosophila. melanogaster en respuesta a la variacion en el ambiente térmico
experimentado a lo largo de 17 generaciones. Nuestros resultados revelaron que la
temperatura de tratamiento, la temperatura de ensayo térmico y el sexo son factores

determinantes en la tolerancia al calor de D. melanogaster.

El tiempo de sobrevivencia en distintos ensayos térmicos fue dependiente del
tratamiento térmico (Figura 6). Por ejemplo, en ensayos a 36°C el tiempo de sobrevivencia de
organismos provenientes de tratamientos de 27 y 30°C fue en promedio 58% superior al
encontrado en organismos de 21 y 24°C. En este sentido, una mayor expresion de proteinas
de choque térmico (HSP, del inglés Heat Shock Proteins) y de enzimas antioxidantes (Apel
& Hirt, 2004; Navarro, 2020), podrian explicar el incremento de la sobrevivencia a medida
que incrementd 7. (estos items no fueron evaluados en este estudio). Estas proteinas
funcionan como chaperonas moleculares para el correcto ensamblaje de otras proteinas.
Varios estudios han reportado que existe una sobreexpresion de genes Hsp70 como respuesta
a choques de calor, tanto en respuestas a condiciones extremas de cortos periodos de tiempo
(horas o dias) como en largos periodos de tiempo (meses o estaciones) en especies de diversos
ordenes como, Coleoptera (Yuan et al., 2014), Hemiptera (Qiao et al., 2015), Lepidoptera
(Wang etal., 2015) y Diptera (Cheng et al., 2016). Bajo estrés térmico también se han
reportado la sobreexpresion de proteinas chaperonas de la familia Hsp90, la cual estd
involucrada en procesos fisiolégicos importantes como control del ciclo celular,
sobrevivencia celular y sefales hormonales (Buchner & Li, 2013; Jackson, 2013). Esta
proteina puede representar entre 1% y 2% del total de proteinas de células en condiciones
normales y, bajo condiciones de estrés térmico, son inducidas a niveles que alcanzan hasta el
doble de su cantidad en condiciones normales (Whitesell & Lindquist, 2005), sumado a que
en diversas especies de insectos se ha registrado la expresion de genes Hsp90 como respuesta
al estrés por altas temperaturas. Por ejemplo, Colinet et al. (2013) investigaron la respuesta

proteomica de adultos de D. melanogaster donde los organismos mantenidos a altas
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temperaturas incrementaron su expresion HSP. En Grapholita molesta (Lepidoptera) se
incrementd su expresion a medida que se sometia a condiciones de estrés por calor, a
temperaturas cada vez mas altas (26° a 44°C) y por periodos de tiempo mds extensos, de 15
a 105 min (Chen et al., 2013). Ademas, en L. oryzophilus (Coledptera) dos genes de Hsp90

fueron sobre expresados en condiciones de estrés térmico a 43°C (Yuan et al., 2014).

La temperatura del ensayo térmico también afectd la sobrevivencia de Drosophila
melanogaster, altas temperaturas de ensayo tuvieron efectos negativos sobre la sobrevivencia
de los organismos. Por ejemplo, los individuos que fueron mantenidos a 21 y 24°C, soportaron
en promedio 6 y 5 minutos a 40°C, respectivamente, mientras que sus contrapartes de
temperaturas a 27 y 30°C toleraron 7 y 8 minutos, respectivamente, a la misma temperatura
del ensayo térmico (Figura 6). Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que han
demostrado que el dafio por calor en los insectos provoca una serie de trastornos a nivel
molecular, bioquimico y fisioldgico (Bowler, 2018; Chown & Nicolson, 2004). Por ejemplo,
el calor extremo provoca la desnaturalizacion de las proteinas (Angilletta, 2009; King &
MacRae, 2015), alteraciones en la fluidez de las membranas fosfolipidicas y la homeostasis
celular (Angilletta, 2009; Bowler, 2018). Ademas, las condiciones de estrés térmico generan
altas concentraciones de especies de oxigeno reactivas (ROS, del inglés Reactive Oxygen
Species) en las células de los insectos, provocando dafio oxidativo en proteinas, ADN y
lipidos en las células (Apel & Hirt, 2004). Para contrarrestar los efectos dafiinos de ROS, las
células podrian aumentar la actividad de enzimas antioxidantes como el superdxido dismutasa
(SOD), catalasas (CAT) y peroxidasas (POD) (Kang etal., 2017; Zhang etal., 2015).
Paralelamente, se ha reportado que altas temperaturas pueden alterar el equilibrio idnico
celular, lo que afecta de manera negativa las funciones neurofisiologicas (O’Sullivan et al.,
2017) asi como dafiar las mitocondrias (Bowler, 2018) y, ademads, provoca un aumento en la

pérdida de agua, lo que resulta en la muerte por desecacion (Chown et al., 2011).

Nuestros resultados mostraron una interaccion entre 77.a: Y Tens. LOs organismos de
Ta27y Ta30°C, de igual forma que los otros 774, fueron afectados negativamente en su
Logiot amedida que aumentaba Te.s, lo que se puede visualizar en la proximidad de los puntos

promedio de cada 774 en la T.,40°C (Figura 6). Sin embargo, a pesar de que ocurre esta
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disminuciéon en el tiempo, los organismos mantenidos a 30°C toleraron un 20% mas la
exposicion a 40°C en comparacion con los individuos mantenidos a 21°C. Una serie de
estudios experimentales comparativos han mostrado que los ectotermos responden a la
variabilidad térmica cuando los individuos han vivido en ambientes de mayores temperaturas
(Gu etal., 2019; A. A. Hoffmann & Parsons, 1989; Karl et al., 2009; Rodriguez-Romero
et al., 2016; Zhang et al., 2015). Por ejemplo, al estudiar la tolerancia térmica en Drosophila
melanogaster, Krebs & Feder (1997) indicaron que tanto el incremento en la temperatura
como la duracién de la exposicion térmica en larvas, favorecioé la concentracion de HSP70,
ademas de incrementar la tolerancia al estrés y disminuir el tiempo de desarrollo en larvas.
Por otra parte, Colinet et al., (2013) aclimataron a individuos de D. melanogaster a altas y
bajas temperaturas, evidenciando que moscas mantenidas a mayores temperaturas

incrementaron la tolerancia al calor (CTa) y la sobrevivencia.

El tiempo de sobrevivencia en ensayos térmicos varid entre sexos, observandose que
los machos presentaron un menor Logiof en comparacion con las hembras. En promedio,
estas ultimas presentaron un aumento de un 29% en su Logot en comparacion con los
machos, esto se puede visualizar en las curvas TDT (Figura 6) junto con los valores de Z o
de las pendientes (Tabla 2), ya que en cada 77« los machos obtuvieron mayores valores de
Z lo que genera una mayor inclinacioén en las curvas que son representadas por las lineas
punteadas. Una pendiente mds pronunciada indica que la tasa de mortalidad aumenta
rapidamente a medida que aumenta 7., respaldando que los machos mueren luego de estar
expuestos por un menor periodo de tiempo. Adicionalmente, el sexo presento una interaccion
entre Tens Y T1rar. Durante los ensayos térmicos a 36°C las hembras del tratamiento térmico
de 21°C soportaron en promedio 11 minutos mas que los machos (CTyax = 43.1°C, Z = 4°C;
Yy CTpax = 43.6°C, Z = 4.5°C, respectivamente), y en el tratamiento de 30°C soportaron en
promedio 31 minutos mas que los machos (CTypax = 43.2°C, Z =3.5°C; y CTnax =44.3°C, Z
=4.5°C, respectivamente, los calculos se realizaron reorganizando la Ecuacion 1). Diferentes
estudios han demostrado que la hembra tiene mayor tolerancia al calor que los machos, tanto
ante temperaturas extremas como ante variaciones ligeras de la temperatura normal
(Andersen et al., 2006; Dahlgaard et al., 1998; Lansing et al., 2000; Serensen et al., 1999,

2005), por lo tanto, poseen una tasa de supervivencia y de longevidad mayor (Jin et al., 2020).
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Chang et al. (2018) han sugerido que el aumento de tolerancia térmica se debe a la diferencia
de expresion de HSP entre machos y hembras (estas ultimas presentaron mayor
concentracion), esto puede deberse a que la evolucion ha favorecido a las hembras con mayor
tolerancia térmica para poder preservar la fecundidad. Esto se plantea debido a la diferencia
en la inversion energética a la hora de la reproduccion (Gonzalez, 2015), ya que después de
la fecundacion los huevos permanecen dentro del vientre de las hembras durante las primeras
etapas del desarrollo embrionario hasta que son depositados en el medio de cultivo (Aldeco,
2019). Otra de las evidencias que podrian sustentar esto es la sensibilidad (Chacon & Peralta,
2022), los insectos hembra en su mayoria, son mas capaces de responder a las condiciones
ambientales cambiantes que los machos (Jin et al., 2020). Una tercera explicacion es la
capacidad de recuperacion de los individuos. Estudios realizados con especies del género
Drosophila han demostrado que las temperaturas extremas, sean estas de calor o frio (Chacon
& Peralta, 2022), conducen a esterilidad en machos (Hoffmann et al., 2003), ademas de esto
se ha registrado que, en etapas tempranas existe la expresion de Hsps en ovarios y tejidos
embrionarios de hembras, mientras que las estructuras reproductivas de los machos carecen

de esta expresion (Jin et al., 2020; Kang et al., 2017).

Nuestros resultados mostraron una asociacion significativa entre C7axy Z, indicando que
los organismos que resisten temperaturas mas altas lo hacen durante un menor periodo de
tiempo en comparacion a aquellos que resisten temperaturas mas bajas, concordando con
nuestra hipdtesis de que los organismos con una mayor tolerancia al calor presentan una
disminucién del tiempo de exposicion, sugiriendo un compromiso o trade-off entre CTyax y
Z, lo que se ve reflejado con la intensidad de la temperatura y el tiempo de exposicion que
pueden tolerar los individuos (Castafieda et al., 2015). Rezende et. Al. (2014) sugieren que,
en entornos relativamente constantes, generalmente se deberian preferir valores bajos de Z
en detrimento de un alto CTu.. Los resultados sugieren que existe una relacion entre la
tolerancia al calor y la historia de vida, ya que los individuos se mantuvieron durante 17
generaciones en el mismo ambiente térmico, lo que les permitid desarrollar respuestas
adaptadas al entorno (Salinas et al., 2013). Este compromiso entre CT,. y Z ha sido
reportada en investigaciones previas como en Castaieda et al. (2015), donde se evalu6 la
tolerancia al calor en Drosophila suboscura de 5 localidades diferentes y de manera similar

en Alruiz et al. (2022) con diferentes especies del género Drosophila. Sin embargo, de
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manera opuesta a estas investigaciones, observamos que los valores de C7ax no cambiaron
entre tratamientos térmicos. Posibles causas a la diferencia de nuestros resultados con lo
reportado por Alruiz et al. (2022) y Castafieda et al. (2015), son el nlimero de curvas TDT
empleadas para los analisis: 8 de nuestro estudio vs 40 y 60 en los estudios de Alruiz et al.,
(2022) y Castaneda et al. (2015) respectivamente, ademds de que nuestro estudio es a nivel
intraespecifico y no interespecifico como los estudios anteriormente mencionados. Por otra
parte, una serie de estudios han demostrado que CT. es un rasgo conservado (Addo-
Bediako et al., 2000; Aratjo etal., 2013; Chown & Terblanche, 2006; Hoffmann et al.,
2013), debido a restricciones evolutivas (Araujo et al. 2013) y fisiologicas (Hochachka &
Somero, 2002; Somero, 2000).

Aun cuando este trabajo solo contempla el efecto del ambiente térmico en la ultima
generacion, datos no publicados por Cavieres et al. (2024) muestran que hay un aumento en
la longevidad en comparacion con la primera generacion. Por ejemplo, la primera generacion
(F1) a 21°C vive en promedio 11% menos que los de la generacion 17 (F17) y en el
tratamiento térmico de 30°C F1 vive en promedio 31% menos que los individuos de F17.
Estos hallazgos resaltan la importancia de incorporar estudios que aumenten las escalas
temporales en estudios de fisiologia térmica para evitar subestimar la capacidad adaptativa

potencial de los organismos ante el estrés térmico y cambio climatico.

30



Conclusion

Los resultados de este estudio indican que el proceso de adaptacion de Drosophila
melanogaster al aumento de la temperatura es una caracteristica compleja, influenciada por
multiples factores, como lo son el sexo y el tiempo que perdura el estrés térmico.
Encontramos que el sexo desempefia un papel importante en estas respuestas, dado que las
hembras mostraron una mayor capacidad para adaptarse a las temperaturas, lo que pone en
manifiesto la importancia de considerar el factor sexual en estudios de adaptacion al cambio
climatico. Ademas, observamos que la temperatura del tratamiento y del ensayo térmico
tuvieron un impacto significativo en la capacidad de sobrevivencia de Drosophila
melanogaster a lo largo de 17 generaciones. Las moscas mantenidas a mayores temperaturas
del tratamiento mostraron una mayor sobrevivencia en comparacion con las de tratamientos
que poseian temperaturas mas bajas. Sin embargo, con temperaturas extremadamente altas
durante el ensayo (39 y 40°C), ocurria el mismo efecto para los organismos de los cuatro
tratamientos, disminuyendo significativamente su sobrevivencia, ya que estas eran letales
para D. melanogaster. En la temperatura del tratamiento de 24 y 27°C disminuyo CTnuy Z,
por el contrario, a 30°C aument6 su CTyqy y disminuy6 su Z. Esto sugiere que el paso de 17
generaciones fue crucial para permitir que las moscas se adaptaran gradualmente al aumento
de las temperaturas. La exposicion prolongada a condiciones ambientales mas célidas puede
tener un efecto positivo en la capacidad de supervivencia de las moscas en generaciones
posteriores. Esto se ve reflejado en los pardmetros CTmax y Z, ya que existid una asociacion
positiva entra ambos, indicando que los organismos que resisten temperaturas mas altas lo
hacen durante un menor periodo de tiempo en comparacion a aquellos que resisten
temperaturas mas bajas, pues los machos de todos los tratamientos podian soportar
temperaturas que las hembras no, sin embargo, estas toleraron mas tiempo en las diferentes

temperaturas de ensayo.

Nuestros resultados son fundamentales para comprender la capacidad de adaptacion
de Drosophila melanogaster al aumento de la temperatura ambiental, ya que permite tener
una vision completa de como responderian estos individuos durante el estrés térmico en

periodos de tiempo que abarcan multiples generaciones. Sin embargo, se requieren estudios
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que evaluen la exposicion prolongada sobre la tolerancia térmica en diferentes taxones.
Ademas, es crucial comprender cuales son los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que
les permiten a estos individuos compensar el estrés térmico. Para lograrlo, se podrian realizar
analisis genéticos de las moscas en diferentes etapas de su ciclo de vida, junto con la
utilizacion de la transcriptomica para estudiar los cambios en la expresion génica en respuesta
al calor, que revelaria cuales son los genes regulados diferencialmente en las moscas mas
tolerantes (Arturo et al. 2023). Asimismo, seria relevante investigar el papel de las proteinas
de choque térmico en la adaptacion al cambio climatico. En conjunto, estas investigaciones
proporcionarian una comprension mas profunda de coémo los organismos se adaptan al
cambio climatico, esta informacion seria vital para desarrollar estrategias que ayuden a las
especies a hacer frente a las crecientes temperaturas ambientales. Estos avances cientificos
nos permitirian predecir y comprender mejor las respuestas de los organismos ante el
aumento de las temperaturas y, de esta manera, desarrollar soluciones efectivas para enfrentar

los desafios del cambio climatico.
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